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Résume:

L’infestation des insectes est en relation direct avec la nature de leur support héte. Il y'a
des bactéries symbiotiques qui peuvent aider et faciliter la survie des insectes et leur protection.
L’ étude des bactériologique chez lacochenille Parlatoria Ziziphi Lucas 1853 (Homoptera
diaspididae), nous a permis d’ identifier son bactérium qui renferme des bactéries cocciformes et des
bacilles du genre gram positif. D’ apres les testes biochimiquesiil apparait que les bactéries

cocciformes semblent étre des staphylocoques.

L’ analyse biochimique du suc des feuilles infestées et non infestées montre que la concentration
des acides aminés d’ extrait des feuilles saines (2,25 mg/ml) est plus éleveés par rapport a ceux des
feuilles infectées (0,75 mg/ml ). Pour les protéines, lateneur est aussi plus élevée (0,74 mg/ml) chez
I’ extrait des feuilles saines que chez celui des feuilles infectées (0,62 mg/ml). Celamontre |’ impacte

del’infestation de P. ziziphi sur la physiologie de plante hote.

Notre travail s'intéresse aussi al’ étude microscopique du mode d’ alimentation de la
cochenille. La réalisons des coupe histologiques nous a aidé a comprendre le trajet de stylet dela
cochenille dans lafeuille de citronnier et son site d’ alimentation. Le stylet traverse |’ épiderme de la
feuille jusqu'a atteindre les cellules phloemiennes, ce qui explique que cette cochenille est

phloémophage.

Lesmotsclés: Parlatoria Ziziphi, la symbiose bactérienne, histologie, protéine, les acides

aminés.



Summary:

The infestation of theinsectsisin relationship direct to the nature of their support host.
There' are symbiotic bacteriawhich can help and facilitate the survival of the insects and their
protection. The study bactériological of the cochinea Parlatoria Ziziphi Lucas 1853 (Homoptera
diaspididae), enabled us to identify his bactérium which contains bacteria cocciformes and bacilli of
the positive gram kind. According to test biochemical it appears that the bacteria cocciformes seem to

be staphilococca.

Biochemical analysis of the juice of the infested and not infested sheets watch that the
concentration of the amino-acids of extract of the healthy sheets (2,25 mg/ml) is higher compared to
those of the infected sheets (0,75 mg/ml). For proteins, the content is also higher (0,74 mg/ml) at the
extract of the healthy sheets that at that of the infected sheets (0,62 mg/ml). That shows impacts it
infestation of P. ziziphi on the physiology of plant host.

Our work is aso interested in the microscopic study of the mode of food of the cochineal. Let
us build cut histological helped us to include/understand the way of stylet of the cochineal in the
sheet of lemon tree and its site of food. The stylet crosses the skin of the sheet until reaching it the
cells phloemienne, which explains why this cochineal is phloemophage.

Key words: Parlatoria Ziziphi, bacterial symbiosis, histology, protein, amino-acids.
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I ntroduction

La coévolution des plantes et des insectes repose sur I’ aimentation des insectes par
une seule espece de plantes, tandis que d'autres groupes d'insectes salimentent sur une grande
variété de plantes. Quelles sont les raisons qui permettent aux insectes de reconnaitre une espece
de plantes nécessaire a leur alimentation et en plus, de déterminer avec précision le contenu
nutritif de la plante ? Pourquoi un insecte est-il spécifique a une espece de plante ?

L es insectes phytophages ne présentent pas le méme type de relation avec leurs plantes
hotes. Certains insectes sont polyphages, d'autres oligophages ou monophages. Les insectes
polyphages sont capablesde salimenter sur une grande variété d'ordres de plantes et parfois de
plusieurs classes. L'oligophagie représente larelation qui existe entre les plantes d'une méme
famille et certains insectes (Marie-Claude Nicole, 2002).

L'association d'un insecte phytophage avec sa plante-héte est défini par une forte
pression de sélection sur I'herbivore, le conduisant & se spécialiser. Entre autres, l'insecte
dével oppe des adaptations pour localiser, atteindre et exploiter la ressource végétale. Enfin, nous
avons mis en évidence et caractériseé des souches bactériennes endosymbiotiques. Ces bactéries,
sont vrai sembl ablement impliquées dans I'adaptation de I'insecte a l'exploitation de sa plante héte.

L es endosymbiotes d'insectes sont classés en deux catégories, primaire et secondaire. Les
endosymbiotes primaires ont été associés avec leur insecte héte depuis des millions d'années. lls
sont obligatoires et affichent une co-spéciation avec leur héte tandis que les endosymbiotes
secondaires exposent une association dével oppée plus récemment, qui est parfois horizontalement
transférée entre les hotes, vivant dans I'némolymphe des insectes (les bactériocytes non
spécialisés), et ils ne sont pas obligatoires ( Cyrille Conord).

Il est donc important de bien connaitre les besoins alimentaires et |’ utilisation de la
nourriture par I'insecte afin de mieux comprendre son interaction avec I’ écosystéme (Watt et al.,
1990 et Bauce et al., 2001 in Chouih 2007).

Selon Praloran(1971), les especes animales qui se dével oppent et qui se nourrissent au
détriment des agrumes sont extrémement nombreuses non seulement elles causent des graves
dégéts mais ce sont des vecteurs de maladies viables et bactériennes.

Le pou noir de I’ oranger ( Parlatoria ziziphi) est une cochenille spécifique des agrumes, il

est répondue dans les verger abrité ou sur des arbres isolés dans les jardins.(Anonyme, 1976).

Les agrumes occupent aujourd hui la deuxiéme place dans les échanges mondiaux des
produits végétaux (Mohamed amine et al,2010).



En Algérie, le développement de la culture commercial e des agrumes constitue un fait
relativement récent, elle se localise dansles zones irrigables de la partie nord du pays, ou elle
trouve latempérature clémente qui assure sa réussite. (Rebour,1948)

Notre étude vise a élucider les relations symbiotiques existant entre la cochenille noire
(Parlatoria ziziphi) et saplante hote (les agrumes), lanutrition de la cochenille et le trgjet du
stylet de la cochenille dans les feuilles d’ agrume. Ce travail a été réalisé en suivant le plan
Ci-dessous :

v Une partie bibliographique comprenant trois chapitres :
> Chapitre | renferme la présentation des agrumes, leurs principaux
maladies et ravageurs et la présentation de lavariété étudie le citronnier :
Citrus limon.
» Chapitre |l : laprésentation du ravageur (Parlatoria ziziphi Lucas 198...),
sa dissémination et les méthodes de lutte et de prévention.
> Chapitrelll : est une introduction sur la symbiose en générale et leur role,
la symbiose bactérienne et la symbioseintracellulaire chez les insectes.
v" Une partie expérimentale ou nous avons présenté le matérie et les méthodes
utilisées, ains que les résultats et discussions qui se termine par une conclusion

générale.



Chapitrel : la plante hote Partie bibliographique

L es agr umes:

Le mot agrumes d’ origine italienne, est un nom collectif, masculin pluriel, qui
désigne les fruits comestibles et par extension, les arbres qui les portent, appartenant
au genre citrus (Loussert, 1987)

Les agrumes appelés aussi hespéridés, sont des arbres produisant des fruits
caractérisés par une surface de peau ( zeste) riche en glandes a huiles essentielle, et
une pulpe organisés en quartiers, comprenant des pépins et de nombreux poils gorges
dejus.

La diversité des fruits consommeés (Oranges, mandarines, clémentines,
pomelos, citrons, limes, pamplemousses) reflete d’ une certaine maniere la richesse et
la variabilité de ces arbres, originaire d'Asie et aujourd hui cultivés sur tous les
continents entre les 40°™ paralléle Nord et Sud. Cependant, ce n’'est qu’'une
représentation visible et partielle de la diversité rédle de ces arbres. Elle est |e fruit
d’ un long processus d’ évolution s étant sur plusieurs centaines de milliers d’ années,
par le biais de différents mécanismes de diversification.

L’ aire actuelle de culture des agrumes est particulierement vaste. Aujourd’ hui
elles sont cultivées du Cap de Bonne Espérance au bassin méditerranéen, de
I’ Argentine ala Californie et de I’ Australie au Japon.

Page 3



Chapitrel : la plante hote Partie bibliographique

-1/ Larépartition géographique dans e monde :

D’apres Gallais et Bannerot (1992), I’ aire agrumicole actuelle est tres vaste, elle
se situe entre les 40° de latitude nord et 40° de latitude sud tout autour de monde, en
1988/1989, Les agrumes a éte représentées la premiére production fruitiere mondiae
avec 64.5 million de tonnes

Selon les données statistiques de la FAO (Food and Agriculture Organisation)
en 2004, plus de 140 pays produisaient des agrumes, cependant la majeure partie de la
production se concentre dans certaine zones géographique, la plupart des agrumes
sont cultivés dans I’hémisphére Nord, comptant pour environ 70% de la production
total (Ferhat et al,.2010).

Tableau N°1: Lesdifférentstypes d'agrumes et les principaux pays producteurs
(classement par rapport aux données statistiques dela FAO de 2001-2004.

Année
. 2001 2004
Espece

Orange Brésil, Etat-Unit, Mexique, | Brésil, Etats-Unis, Mexique,
. .| Inde, Espagne, Chine, Iran,
Chine, Inde, Espagne, Italie, ltalie, Egypte, | ndonésie.

Iran, Egypte, Pakistan.

Petit agrume Chine, Espagne, japon, Brésil, | Nigeria, Chine, Syrie, Guinée,
ran, Thailande,  Etat-Unit, | 22O Arabie Sacudite, Inde,

Sierral eone, Angola, Tunisie.
Turquie, Italie.

Citrons et citron | Mexique, Inde, Argentine, Iran, | Mexique, Inde, Iran, Espagne,
Argentine, Brésil, Etats-Unis,

verts Espagne, Etat-Unit, Italie. Chine, Italie, Turquie.

Pamplemousse Etat-Unit, chine, Israél, cuba, | Etats-Unis, Chine, Afrique du
Sud, Mexique, Israél, Cuba,
Argentine, Inde, Turquie,
Tunise.

Mexique, Afrique de sud.

On compare entre les deux années, on releve que le nombre de pays
producteurs d’ agrumes est augmenté en 2004, cela est favorise par la répartition de
I”agrumiculture qui gagne de plus en plus des airs dans le monde, en moyen de leur
acclimations, ou de création de nouvelles variées résistantes aux conditions du milieu.

Selon Ferhat et al (2010),les agrumes occupent aujourd’ hui la second place dans
les échanges mondiaux des produits végétaux, avec environ 105 million de tonnes, sur la

période de 2000-2004.

Vue leur consommation estimée a 59% en 2005, ces produits agricoles font |’ objet

d’ importants échanges internationaux car on a enregistré 11% d’ exportationsdans la
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Chapitrel : la plante hote Partie bibliographique

méme année (Jacquemond et al.,2009). Ou le Brésil, et les pays méditerranéens sont
leaders selon le tableau 2.

Tableau 2 : Production d’agrumes en millions de tonnes (FAQ, 2005 in Jacquemondet
al.,2009).

Méditerranée | 19,5 Brésil 18,9 Chine 15,2
USA 10,5 Mexique 6,9 Espagne 6,2
Italie 3,3 Iran 3 Japon 1,3
120'000'000

100'000'000 p——"

&0'000'000 /v//
60'000'0I00 —_ /_/_/M‘-“

40'000'000

— o o o o o v e o v o o v o o o o v i i

— Agrumes — Chran ges
Citrons / citrons werts Parnplemousses et Pomelos
— Petits amutnes
Figure 1 : Production mondiale d’ agrumes et par catégorie de produit de 1961 a 2004,
en tonnes (Anonyme d, 2005).

Selon les données statistiques de la FAO la croissance de la production

mondiale des agrumes a été relativement linéaire au cours des dernieres décennies du
XX sécle (Anonyme d, 2005).

|-2/L arépartition desagrumesen Algérie:

Au cours des vingt derniéres années de la colonisation I’ agrumiculture prendre
une place croissante dans la production agricole algérienne avec une valeur de 20% de
la production agricole en 1960. dans I’ exportation, €lle passe de 3,5% en 1953 a10%
en 1958 ou ils occupaient la deuxieme place aprées le vin(Mutin,.1969).

Selon Loussert (1985), I’ Algérie comptait parmi les grands pays producteurs

d’ agrumes dans |le monde avec une production de 460 000 tonnes durant |a campagne
1980/1981.

Page 5




Chapitrel : laplante hote

Partie bibliographique

A lafin de 2006, le verger agrumicole occupe une surface de 62902 hectares et
elle est localisée dans trois zones :

A I'est : wilayas d' el-tarf, et de Skikda.

Au centre : wilayas de Blida, de Chlef et de Tipaza

A I’Ouest : wilayas de Mascara, de Mostaganem et de Relizane.
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Figure N°2 : laproduction des agrumes en
fonction de superficie danslarégion de centre

(I.T.A.EV, 2011)
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Figure N°4 : laproduction des agrumes en
fonction de superficie dans larégion de centre
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Les figures précédentes, montre que la wilaya de Blida domine largement en
superficie cultivé en agrumes et en production durant ces six derniers années, La
région de centre contient la plus vaste superficie cultive en agrume et une part
importante de la production totale par rapport I’ ouest et |’ Est.

La diminution de la production dans quelque années sexpliquée par des jeunes
vergers qui ne sont pas encore entrée en production ou par vieillissement de ces
vergers (Fig.1, 2,3 et 4).

| -3/Exigences des agrumes :

|-3-1/ L es exigences climatiques:

[.3.1.1/ Latempérature:

Les agrumes supportent des températures comprises entre 0 C° et 50C° et
atteint une croissance optimale entre 20C° 30 C° tandis que les périodes fraiches ou

seche arrét de leur croissance (Anonyme b,.2002 ).

Les températures moyennes favorables a la culture des citrus sont de |’ ordre de
10c® a 12c® pour les moyennes hivernales et de 22c° a 24c® pour les moyennes
estivales (Loussert,.1987).

D’aprés Lica et al (1984), les plantes adultes d agrumes résistent mieux a la
variation des températures que les jeunes plantes, et varie auss selon les especes, on
trouve que les citronniers, le limettier, le pamplemoussier, |’ oranger doux, I’ oranger

sOr et le mandarinier sont tres sensible aux basse températures.

La température éevée devienne trés caractéristique si elles sont accompagnées
de vent chaud et d’une humidité relativement basse, ce qui contribue a la perte d’ eau
par transpiration (Licaet al. ,1984)

Les agrumes se mettent en repos dés que la température dépasse 35c°. Ces
dernieres peuvent également provoquer de sérieux dégéts sur les arbres et leurs
productions surtout lorsgu’ elles sont accompagnées d’'un vent chaud et dessechant
(Polese, 2008).

1.3.1.2/ La pluviométrie:

Selon Laussert(1987), le climat méditerranéen est caractérisé par 02 saisons

distinctes: une saison humide et fraiche allant des premiers jours de I’ automne alafin
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de I’hiver durant laquelle tombent plus de 02 tiers de précipitation ; et une saison
seche et chaude qui durent de printemps alafin de I’ éé et parfois jusgu’ en automne,

cette période correspond aux périodes de croissance et de dével oppement des arbres.

Les agrumes demandent une pluviométrie de 1000 a 1200mm/an (Rebour,
.1966), et vue qu’ aucune des régions ou on cultive les agrumes ne regoivent une telle

pluviométrie, |’ arrosage s avere indispensable (Polese ; 2008).

|.3.1.3/Levent:

Il cause des dégéts trés important surtout sur les jeunes plantations, |’ espece la
plus sensible au vent est le clémentinier aors que la plus résistante est le citronnier
(Rebour, 1950).il peut provoquer des blessures sur les fruits, des atérations de ses

écorce et peuvent provoquer aussi

les chutes des fruits importantes s'il accompagne avec les pluies orageuse d automne
(Loussert, 1987)

Il faut cultiver donc les agrumes sur terrain abrité, ou planter des brises vent (van Ea,
2005).

1.3.1.4/Laqgréle:

Dans certaines vallées la grél e provoque des dégéts importants, les orages sont

fréguemment en automne et en hiver (Loussert, 1987).

|.3.1.5/L"hygrométrie:

Une atmospheére humide régularise latempérature, ainsi €lle execre une action
bénéfique, mais une trés grande humidité favorise la pullulation des cochenilles, et

donc le développement de la fumagine et des moisissures (Rebour, 1950).

L"humidité excessive de I’ air ambiant provoque |l es attagues de champignon
(pénicillium et pourritures). Une faible humidité de I’ air provoque une grande

transpiration du végétal et ses besoins en eau augmentent (Loussert ; 1987).
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|.3.2/L es exigences édaphiques:

1.3.2.1/Lesqualités agro - physiques des sols agrumicoles:

Selon Loussert (1987) les criteres a prendre en compte pour juger des qualités
d’un sol agrumicole sont la profondeur et I’homogénéité du sol, sa permeéabilité, sa
porosité et sa capacité de rétention de |’ eau.

Lesterrains convenables aux orangers sont ceux qui sont bien perméables ou
le taux d’argile ne dépasse pas 20%, en Algérie seul quelque mince rubans littoraux
autour d’'Alger, Mostaganem ou Skikda répondent a cette exigence. Les terrains
d aluvion contiennent une plus forte proportion d'argile sans interdire la plantation
des agrumes, ces terre rencontre plus fréquemment des nappes phréatiques a faible
profondeur, de nombreuse orangerais de la Mitidja et de la plaine Annaba doivent
étre drainé en hiver (G.Muitin, .1969).

1.3.2.2/Les qualités agro- chimique des sols agrumicoles :

Les déments essentiels de I'analyse chimique sont la teneur en matiere
organique, lateneur en calcaire actif et le pH, le teneur en P,Os et K,O assimilables et
la teneur en sal (chlorures) (Lousser,1987). La composition idéal d’un sol pour les
agrumes est environ 50% de sable grossier, de 10% de sable fin, de 15% a 20% de
limon et de 2 & 3% de matieres organiques (pol ése, 2008).

En Algérie, le carence en manganese est tres fréquent, on la combat par des
pulvérisation qui doit étre renouvelés chague année en juin (Rebour,1966).Selon G-
Mutin (1969), les qualités chimique offerte par les sols en Algérie, ne sont pas
toujours excellentes, soit on trouve le mangque de potasse ou ne sont pas assez acides,
ainsi que le danger le plus grave est I’ exceés de sel fréquent en Oranais et qui ont été

fatal aun certain nombre de verger.

| .4/Classification botanique des agrumes :

Le terme agrume (citrus en anglais) correspond a trois genres botaniques Citrus,
Poncirus et Fortunella, ils appartiennent a la famille des rutacées, ala sous famille des
Aurantioideae, alatribu des Citreae et ala sous tribu des Citrineag(Swingle., 1971).
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Le genre Poncirus ne renferme qu’ une seule espece : Poncirustrifoliata. Il est

essentiellement utilise comme porte-greffe, le genre Fortunella comprend six especes

dont deux seulement fond I'’objet de quelques cultures (Fortunellajaponica et

Fortunellamargarita). Le genre Citrus constitue, avec ses 145 espéces dénombreées, le

genre le plus important. C'est au sein de ce genre que se rencontrent les principales

espéces cultivées (Loussert,1987).

Tableau N°3: Classification des principaux agrumes cultivés en méditerrané:

Genre Espece Sous espece, groupe et variétésd’intéré commercial.
Poncirus P.Trifoliata A donné de nombreux hybrides utilisés comme porte-greffe (citranges ;
citrumel os)
F. margarita
Fortunella | japonica Iét?)kumquats ont donné de nombreux hybrides (limequats, citrangequats,
Citrus C. Aurantium | -le bigaradier (utilisé comme port-grefe)
- les orange navels : Washington ; Thomson ; Navelina ; Navelate.
-les oranges blandes : Salustiana ; Hamlin ; Shamouti ; Valencia L ate,
Cadenera
C. sinensis -Les oranges demi- sanguines : doubles fine amélior ée ; maltaise demi-
sanguine.
-les oranges sanguines : SanguinelliNigra ; Moro -Taroco
C. unshiu -les mandariniers Satsuma
C. deliciosa - les mandariniers communs
C. clementina | -les clémentiniers : les clémentines sans pépins (nombreux clone)
C.reticulata | -lesautres mandariniers :Mand. Ortanique- Mand. Murcott- Mand.
Wilking.
C. limon Lescitronniers: Eureka, Lisbonne, Verna, Femminello ovale.
C. paradisi Lespomelos :Mar sh Seedless, Dunca, Ruby, Shambar.
C. medica Lescedratiers : Cedrat de corse, cedrat Diamante,
C. grandis Les pamplemoussiers
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| .5/Laphénologiedel’arbred’ agrume:

L aphased’éevage en pépiniere:

Cette période d' une durée de 12 a 36 mois, se déroule en pépiniere. Elle
commence avec le semis des graines pour la production de porte-greffe, se poursuit
avec le greffage de la variété sur le porte-greffe, et se termine avec I’ édevage du jeune
plante (Loussert, 1987).

Laphased’installation :

Lesjeunes arbres développent son systéme racinaire pour puiser dansle sol les
éléments nécessaire a son aimentation (eau et sels minéraux) ce qui favorise la
croissance végétative de la frondaison. Cette phase est caractérisée par I'importance
3eme

de la nutrition minérale, et se prolonge jusqu’a la
(Loussert,.1989).

année apres la plantation

L a phase d’entrée en production :

Dont cette phase la frondaison est suffisasmment développée ce qui assure la
photosynthese pour faire apparaitre les premiers fruits, cette phase est basé sur
I’ équilibre entre la nutrition minérale et la nutrition carbonée (Loussert,.1989).

L a phase de pleine productivité :

7eme _ 8eme

A partir dela année, la croissance végétatif de I’ arbre se raentit, la
production en fruit deviennent chaque année plus importantes jusqu’ a stabilisation a

un niveau élevé. cette période peut prolonger de 15 a 20 ans (L oussert,.1989).

L a phasede vieillissement :

Cest a partir de 25-30 ans, cette phase se caractérise par la réduction de
I’ activité de systeme racinaire, |’ affaiblissement de la vigueur annuelle de pousse et

diminution des fructifications (Loussert,.1989).

L a phase de décr épitude :

Au de la de la 30°™ année, apparaissions des premiers symptomes de la
décrépitude. Des rameaux se dessechent et meurent, fructifications aternante et de
mauvaise qualité, il faut prévoir | arrachage de I’ arbre (L oussert,.1989).
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|-6/Les maladies et lesravageurs:

|-6-1/L esravageurs animaux :

Tableau N°04 : L es principaux ravageurs animaux des agrumes:

Ravageur

especes

Organe attagué

Symptémes

Auteurs

Acariens

1/ Acarien des bourgeons
( Aceriasheldoni)

les bourgeons floraux et
foliaires

-dével oppement anormal des
bourgeons

- déformations des feuilles,
rameaux, fleurs et fruits

Bedford et d .,
1998.

2/ L’ acarien tisserand
(Tetranychuscinnabarinu

- Touslesorganesdela
plante
-Lesfeuilles

-les feuilles prennent un aspect
moucheté puis se dessechent.

- En cas de pullulation, la plante
peut mourir.

-les toiles peuvent enserrer les
organes de la plante et entraver
leur dével oppement

I'INRA ,2011

3/ L’ acarien ravisseur
(Hemitar sonemusd atus)

Lesfeuilles
Lesfruits

- enroulement desfeuilles,
- aspect liégeux des fruits
matures.

Anonyme,a
(1976)

4/ Phyllocoptrutaoleivora

feuille, fruit, lesjeunes
pousses

-les cellules des couches
superficielles de I'épidémie des
fruits meurent et sécaillent
-Lesfruits prennent une teinte gris
argenté, puis progressivement
brun rouille.

-lesfeuilles, qui setordent et
senroulent |égérement

Anonyme,a
(1976)

Les
pucerons

1/Puceron vert
(Aphisspiraecola)

-Les pousses tendres,
-les boutons, les greffes,
- les jeunes plantes dans
le dével oppement est
inhibé

-Recroquevillent desfeuilles;;
-les fleure tombent

-favorise I’installation de
fumagine gréce au miellat
produite par le puceron
-vecteur potentielle de virus
(tristeza des agrumes)

Maryline
Francbois et
Martine
Georget,2006

2/Puceron noir
(Toxopteraaurantii).

présent partout sur les
agrumes

-affaiblit les organes attagqués.
-provoquant la coulure des fleurs.
-Lemidllat abondant qu'il produit
attire les Fourmis et entraine le
dével oppement de lafumagine.

Thrips

Thrips des serres
(Heliothripshaemorrhoida
lis).

-Lesfeuilles
-lesfruits

-les fruits attaqués

deviennent « plombés » ou
«argentés »

- |ésions de tissus

- subérification de la couche
épidermique du zeste.
-déformations des fruits.

-décol oration des parties atteintes
desfeuilles.

Anonyme,a
1976

Aleurodes

1/Acaudal eyr odescitri

2/Dialeurodescitri

3/Aleurothrixusfloccosus

Toutesles partiesde la
plante.

-Prise de seve,

- Afaiblissent I arbre,

- favoriseI'installation d' autres
parasites.

Berkani et
Dridi, (1992).

Dipteres

Lacératite
(Ceratitscapitatawied)

Lesfruits

-virage de couleur,
-maturité interne

Gilles
Bénaouf,.2005
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Cochenilles:

Se sont des homopteres, insectes piqueurs suceurs soit d’ un bouclier, soit d’ une
matiere cireuse ou d’ une secrétion cotonneuse, portant tres souvent le nom commun
de « pou des plantes ».IIs sont groupés dans différentes familles, selon leurs caractére
morphologiques. Bien que les cochenilles se trouvant sur les agrumes soient trés
nombreuses dans les plus importants sont indiquées dans | e tableau ci-apres

Tableau 05 : Lesprincipales cochenilles desagrumes:

Lafamile Cocgsegé::lss Organes attaqués Effet
Cochenilles noire -Sur les rameaux. -affaiblit les arbres et améne la
(Saissetiaoleaebernard) | -moine important sur les destruction de leurs organes vitaux.
feuilles.
Coccidae. Cochenille plate (Coccus | Jeunes rameaux, |es pousses -L’arbre envahis par les fumagines.
hesperidum) des I’ année, nervures des -trés visité par les fourmis.
feuilles. - lesfruitsinfestés couvert de
fumagines et de miellat.
-s'installent sur lesfruits et les | -lesjeunes fruits: déformation de
Pou rouge feuilles surtout sur laface I écorce.
(Chrysomphalusdictyos | supérieur. -fruits mures : laisse des petits taches
permiMorg) -rarement dans |es rameaux. jaunes dépréciant.
-jeune fruits : déformation du zeste.
Pou de californie - tousles partiesde laplantes. | -pertes al’ exportation car il N’ est pas
(AonidiellaaurantiiMas possibles d’ enlever les poux de
kell) Cdlifornie.
Diaspididae
Le pou noir Envahit surtout lesfeuilleset | -la dépréciation des fruits attaqués.
(Parlatoriaziziphuslucas | lesfruits et parfois sur les
) brindilles et les branches.
S'installent sur toutes les -lesfevilles : décoloration.
Cochenille vergule parties de |’ arbre mais plus -lesfruits: il est difficiled enlever
(Lepidosaphesbeckii souvent sur lesfeuilles, les donc ils sont impropres al’ exportation.
Newman) fruits, les rameaux.
Cochenille serpette L es rameaux
(Lepidosaphesgloveriipa /
ckard)
Margarodidae Cochenillesaustralienne | Sur lesrameaux, lesbranches | Secréte un abadant miellat qui
" | (IceryapurchasiMask) et letronc. favorisent un développement massif de
fumagine.
Cachenille blanche Toute |’ arbre, lesfruits et -arbres souillés par 1a fumagine/
Psaud : (PseudococcuscitriRisso | feuilles -feuille poisseuses.
lococcicdea oo . .
) -fruits : deviennent salis de fumagines,
demiellat et ces endroit sont tres
visitées par les fourmis.
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Figure N°6 : La Cochenille _ o

asiatique (Unapsisyanonensi) FigureN*7:La

Photo Fredon Corse 2004 .gochenllleverguleLepl dosaphesbeck
ii Newman)

Figure N°8 :Pou de cdifornie Figure N°9 : Pou rouge

(Aonidiellaaurantii Maskell) (Chrysomphal usdictyospermi Morg)

Bayer CropScience, 2010 Bernard J.-F. / INRA Maroc, 2010
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|-6-2/Les maladies :

|.6.2.1/L esmaladies a virus

Les maadies a virus sont considérées comme les plus graves affections qui
peuvent atteindre les agrumes car leur action néfaste entraine dans la plupart des cas

le dépérissement complet, soit des arbres isolés, soit des plantations tout entiéres.

Les maladies a virus qui intéressent en premiére lieu I’agrumiculture nord-
Africaine sont la psorose (Citrivirpsorosis) et la tristeza( Citrivirviatoris) , sur les
agrumes on peut observer encore dautres maladies a virus comme Exocortis,

Xyloporose (cachexie) stubborn (Citrivirpertinanciae) (Anonyme a. , 1976).

|.6.2.2/L es maladies cryptogamiques :

Les maladies d’ origine cryptogamiques s attaguent aux agrumes sont assez
nombreuses comme la gommose parasitaires, le pourridié, la moisissure verte, la
fumagine. Elles s attaguent aux différents organes vegétatifs des citrus (racines, tronc,

branche et rameaux, organes floraux, feuille, fruits). (Anonyme a,1976)

|.6.2.3/Les maladies bactériennes:

Les maladies bactériennes sont assez nombreuses mais peu répondues sur les
agrumes des pays méditerranéens, une seule est importante: bactériose ou
flétrissement (PhytomonassyringaeVan hall) qui se manifeste surtout sur les feuilles
et les jeunes pousses et parfois observées sur les fruits. La maladie est répondue
surtout dans les régions ou les périodes froides et pluvieuses sont assez fréguentes.
Les attaques ont lieu généralement en hiver ou au début du printemps. (Anonyme a,
1976)

La bactérie Xanthomonascitri peut provoque le chancre des agrumes. Le
symptéme est la formation d'un tissu brun spongieux sur les branches, les feuilles et
les fruits. On prévient lamaladie en utilisant des cultivars résistants. || n'existe aucune
méthode de lutte chimique contre le chancre bactérien ; la seule maniére de traiter la
maladie est de déraciner et de détruire tous les arbres infectés de la région (van Ee,
1998)
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|-7/Lavariété étudier :

Lecitronnier : Citruslimon

|-7-1/Caractéristiquesdel’arbre:

Arbre vigoureux a grand développement a feuille de couleur vert clair, grandes,
lancéolées avec un limbe |égérement dentelé a I’ extrémité. Les fleurs sont groupées
en inflorescence, ils sont de grandes tailles plus ou moins remontantes et colorées en
pourpre a labase. Les fruits de forme ovale avec un mamelon plus ou moins apparent
a leur extrémité avec une peau fine te colorée en jaune a maturité des fruits, elle est
tres fortement adhérente aux quartiers et pourvue de nombreuses glandes oléferes

renfermant des essences (Polese, 2005).

Les citronniers sont tres sensibles aux froids et aux exces de température, sont

trés sensible aussi au mal secco (Phomatracheiphila) (Anonyme b,2002).

Les citronniers s est développé dans les régions tempérées qui favorisent une
floraison remontante et une production des fruits sur toute I'année (Ferhat etal,
2010).

L’ Espagne est le 1%° producteur mondiale de citron avec Itaie et la Grec, les

trois pays fournissent 20% de la production mondiale de citrons (Polese, 2005).

o3 & 5 ' T .
Figure N°10 : Arbre du Citrus Limon Figure N°11 : Fruit infestés du
Personnelle

parlatoria ziziphi (personnelle)
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Pou noir « Parlatoriaziziphi L ucas»

Les cochenilles comme | es pucerons, |les aleurodes et |es thrips sont des insectes
piqueurs qui se fixent en colonies sur pratiquement toutes les parties agriennes de
I’arbre, ou elles se nourrissent, en sugant la seve du végétal (Figure N°5). La plupart
des especes, en plus de ces préléevement de séve, injectent avec leur salive, une
substance toxique qui a pour effet d’accélérer |’affaiblissement de I'arbre qui se
manifeste par le desséchement de certain organes, seul quelque especes se localisent
essentiellement sur les feuilles et les rameaux ; les especes les plus fréquemment
présentes en orangeraie, se fixent également sur Les fruits (Loussert, 1989).

Insecte pigueur-suceur Insecte braveur

Phloéme .

Figure N°12: Mode d alimentation des
insectes phytophage (De Vos et al,. 2007)

Le Pou noir « Parlatoriaziziphi » estégalement disséminée dans les vergers mal
entretenus, elle se localise sur les feuilles, rameaux et les fruits, plus rarement sur les
brindilles, Il se présente sur les fruits sous forme de petits points brillants qui restent
fortement adhérents a I’écorce; les fruits infestés sont impropre a I’exploitation
(Loussert, 1989)

1.1/ |dentité del'organisme

[1.1.1/ Nom del'organisme:

Parlatoriaziziphi (Lucas, 1853)
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I1.1.2/Synonymes :

Coccus ziziphi Lucas, 1853

Parlatoria lucasiiTargioni Tozzetti, 1834
Parlatoria ziziphus (Lucas) Fernald, 1903
Parlatoria zizyphus (Lucas) Cockerell, 1900

I1.1-3/Noms communs :

Francais : Cochenille noire de I'oranger
Anglais: Black parlatoriascale
Black scale ou Citrus parlatoria

I1.1.4/Classement taxonomique CABI 2001 :

Classe: Insecta

Ordre :Hemiptera
Sous-ordre: Sternorrhyncha
Superfamille : Coccoidea
Famille : Diaspididae

11.2/ Description :

Le pou noir appartient a la famille des
diaspines. Les larves néonates, vues a I'ceil nu,
apparaissent sous forme de petits points &
noiratres.C'est une toute petite cochenille trés
plate dun noir brillant, le bouclier est
rectangulaire e repose sur un  coussinet
blanchétre que le contraste des teintes souligne
encore plus, ce coussinet cireux se continue
sous la cochenille en un voile ['isolant de
végéta et la femele nest plus mise a
découvert, elle demeure emprisonnée sous ce
voile (Anonyme, 1976).(Fig.12)

“Figure N°13 : Bopulation de P. ziziphi sur
feuilles de citronnier en Mitidja
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I1.3/L es dégats spécifigues::

P.zizphi est strictement monophage, s aimente uniguement de la séve et plus

spécialement de la seve élaborée (Balachowsky, 1932).

Pour saimenter, elle pénetre, comme toute les cochenilles, son rostre
profondément dans les tissus végétaux ou la seve est aspirée a |’ aide de son apparell
buccal, en méme temps qu'elle s adimente, elle rgette de la salive contenant des
toxines, cette sécrétion phytotoxique provoque une destruction de la chlorophylle qui
a pour conséquence une désorganisation totale des cellules atteintes (Piquet, 1960.
Chapot et Delucchi, 1964) (Fig. N°13)

Figure N° 14: a: Vue transversale de la couche épidermique d' un apex de manioc et vue
longitudinale du labium (Lb) et des stylets (St) de Phenacoccusmanihoti ; b : Coupe transversale
du parenchyme montrant un trajet inter et intracellulaire des stylets (Gst : gaine sétale) Calatayud
C, 1993

[1.4/L es Symptdmes:

Selon (CABI, 2001), Les prélévements de seve conduisent a:
-une diminution de lavigueur de I’ hote.
-le fevillage et les fruits peuvent montrer des décolorations jaunes.

-peuvent causer la chute prématurée des feuilles et des fruits.
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I1.5/ Caractéristigues biologigues de Parlatoriaziziphi :

I1.5-1/ Cyclebiologique:

Le cycle de vie du pou noir ne differe pas beaucoup de celui des autres
cochenilles diaspines. Le nombre de géenération qui sous succedent annuellement
varie entre trois et quatre selon les régions et le climat. Comme chez les autres
diaspines, trois périodes marquantes signalées : la premiére au printemps, la deuxiéme
en été et la troisiéme au début de I’automne. Au cours des mois chauds de I’ éé on
observe une mortalité éevée des ceufs, des larves néonates et de femelle de laderniere

génération (Anonyme, .1976).

En Egypte, les fluctuations de population de Parlatoriaziziphi sur orange amere
ont été étudiées pendant 2 ans (1982-1983), elle présente deux générations annuelles.
Au niveau de la structure d'&ge des populations, les stades larvaires ont représenté

environ 39 % des populations pour les 2 années (El Bolok et al. ,1987).

En Chine, P. zZiziphi présente 3 a4 générations par an et hiverne sous la forme adulte.
La période de ponte dure de 79 a 135 jours et les ceufs nécessitent entre 7.8 et 11.6
jours pour éclore (le taux d'éclosion variant entre 89,7 et 99,7 %) (Huang et al.,
1988).

La plupart des cochenilles sont situées sur la face supérieure des feuilles, laface
inférieure n’ éant colonisée que lors de lourdes infestations. Des taux particulierement
élevés d'azote ou de phosphore (surtout dans les plantules d’ orangers) peuvent
provoquer des infestations de P. ziziphi (CABI, 2001). Se trouve aussi dans les
vieilles plantations, dans les vergers touffus mal entretenus et sur les arbres mal
taillés, se trouvant dans des endroits humides ou dans les bas-fonds (Anonyme 1976).

|1.5-2/ Dissémination et dispersion

Les cochenilles se déplacent peu d elles mémes sinon sur I'arbre. Tant qu’elles
ne se sont pas fixées sur un support végétal (au stade L1 mobile), elles peuvent étre
véhiculées par le vent ou sur des animaux. A plus grande échelle, la dissémination se
fait par le transport de matériel végétal infesté (CABI, 2001).
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Il.6/Historique et répartition

P. ziziphiest probablement originaire du Sud de la Chine (Longo et al, 1995)
mais S est largement disséminée a travers le monde entier, surtout sous les tropiques

mais aussi dans certaines régions tempérées. (Fig. N°14)

Dans le Bassin méditerranéen, elle se localise dans les verger de la bordure
nord-africaine ou cette cochenille est trés commune (Rebour,.1945 ; Benassy,.1975).

CAB International 5{ -

L égende : pointsjaunes = présence sans plus de précision ; blancs = présencerestreinte a certaines zones.

Figure N°15 : Répartition mondiale de P. ziziphi

En Algérie, lacochenille noire de I’ oranger se diffuse partout avec celle de sa
plante héte, elle a é&é signalée au centre dans la Mitidja, a Alger et a Blida; A I'et,
elle est repartie a Tizi-Ouzou, d’ Azazga, d’ Annaba et de Constantine ; A |’ ouest, dans
I’Oran, a Tlemcen, a Ain- T'émouchent et a béni-Saf (Balachowsky,. 1932 ), elle est
méme été observer ou Oasis, a Languate et Bechar par Balachowsky (1932).

I1.7/L utte contre les cochenilles diaspines :

En Chine, P. ziziphi a éé combattue de maniere efficace grace a diverses
matieres actives : Ométhoate, Chlorpyrifos, Méthidathion, Quinalphos, Lambda
cyhaothrine, Fenvalérate ou Cyperméthrine (Huang et al., 1988). En Floride,
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Dekle(1976) conseille la pulvérisation d huiles, de maathion mélangé avec des
huiles, de Diméthoate ou de Parathion. Des traitements inconsidérés, néfastes a la
faune auxiliaire peuvent favoriser le développement de P. ziziphi : il faut donc veiller
a une application raisonnée des insecticides contre |les autres ravageurs des agrumes.

Les pulvérisations doivent étre tres abondantes: 20 a 50 litres de bouillie par
arbre, selon leur taille, une forte pression de pulvérisation est également indispensable
pour une lutte efficace contre la cochenille noire. Les pulvérisations qui se feront a
I"aide d’une pression de 25 & 30kg/cm?® doivent étre abondantes, les arbres doivent
étre bien mouillés, pratiquement lessivés, en prenant soin d'atteindre également

I’intérieur de |’ arbre (anonyme 1976.).

I1.8/Quelques conseilles pratique de prévention (L oussert,.1989)

* Maintenir les arbres en bonne santé de végétation et pratiqué réguliérement des
tailles d’ éclaircie afin d'aérer la frondaison car les cochenilles trouvent un micro-

climat favorable aleur pullulation

* Ne pas abuser des traitements insecticides de préserver les insectes auxiliaires, qui
dans bien des cas, limitent les pullulations des cochenilles et d'autre ravageurs

(Aleurodes, acariens,.....etc.).

* Préférer d' utiliser les traitements aux huiles blanches qui sont d’ une bonne efficacité
sur I’ensemble des espéces de cochenilles et qui ne déruisent pas les insectes

auxiliaires

* Eliminer par un traitement insecticide localise, les premiers foyers d’infestation dés

gu’ils paraissent

* Pour veiller ala bonne répartition du traitement sur le végétal il faut bien mouiller
toute les parties de I’ arbre, et faire pénétrer le produit a I’ intérieure de la frondaison,
en utilisant de préférence des lances portatives a grandes débits et fonctionnant avec

les pressions de |’ ordre de 20 & 30kg/cm? .

* Respecter les doses et les époques d application en fonction de I’ état végétatif des
arbres, du type de ravageur a détruire en priorité, des conditions climatiques locales et

varie |’ utilisation des matiéres actives pour éviter es phénomenes d’ accoutumance.
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[l1l.2/Historique:

Les reations symbiotiques connu une grande éude a la fin du 19°™ siedl e

lorsque pour la premiéere fois, Van Beneden, biologiste belge, utilisa le terme de
mutualisme (issu du vocabulaire politique) pour décrire une relation aux bénéfices
réciproques entre deux especes. (Van Beneden, 1875), il résuma les grands types
d’ associations présents dans la nature et distingua du mutualisme le commensaisme,

et le parasitisme.

Selon Anton de Bary, mycologue allemand, la symbiose est une association de
deux organismes distinctss. Comme les lichens, issus de la réunion

d’ascomyceétes avec des algues ou des cyanobactéries (Van Driem, 2005).

En dépit de la grande diversité des symbioses décrites, I’importance
magjeure de ce phénoméne en biologie a longtemps &é sous-ettimée méme s les
premiéres hypothéses sur I’origine symbictique des cellules eucaryotes ont éé
formulées relativement tét. Ainsi dés 1905, sur les bases des observations de
Schmitz (1880) et Schimper (1883), qui avaient découvert que les nouveaux
chloroplastes n’ &aient pas assemblés dans le cytoplasme de cellules végétaes, mais
issues de la division d’ autres chloroplastes, Mereschowsky (botaniste russe) déclara
que les chloroplastes devaient ére genétiquement indépendants du noyau (De
Surindar Paracer, 2000). Il gjouta que les Cyanophycées (les cyanobactéries)
étaient des représentants sous forme libre des chloroplastes et ¢’ est de leur acquisition

que les cellules hotestiraient leur autotrophie.

Il introduisit également |e terme de symbiogénése pour décrire la genese d’ une
nouvelle forme de vie par la symbiose (1909). Les mitochondries, ont été observées
dés 1890 par Altmann, un biologiste alemand, qui les décrivait comme des micro-
organismes inclus dans le cytoplasme de la cellule hote. Et I'lvan Wallin
démontra que les mitochondries, tout comme les chloroplastes n’ étaient pas
d’ origine cytoplasmique, et défendit I’ existence d' un lien de parenté entre eux et
des bactéries libres (Wallin, 1922).

La revue de Lederberg (prix Nobel de physiologie en 1958), publiée en

1952, recensant les systemes symbiotiques connus, pour que I'importance
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fondamentale des symbioses soit reconnue et suscite I'intérét de la communauté

scientifique.

En 1967, Lynn Sagan (Margulis) réaffirma I’importance de la symbiose dans
I’ évolution de la cellule eucaryote.

I11.2/Définition :

Le terme de symbiose a ééintroduit en premiére fois en biologie par
Frank(1877) et Anton de Bary (1879) comme la regle de vie communede plusieurs
espéces. C'est une association entre deux organismes spécifiquement distincts, cette
définition inclut, les associations mutualistes ou les deux partenaires bénéficient de
I’ association, et les associations parasitaires ou I’un des partenaires vit aux dépens

del’autre.

I11.3/Les modalités de symbiose:
I11.31Symbioses facultatives et obligatoir es

Les associations symbiotiques facultatives des associations obligatoires.
Dans le premier cas, hote et symbionte peuvent exister indépendamment I'un de
I’autre. Dans le second, leur association est essantielle a leur survie. Ces symbiontes
facultatifs peuvent jouer un rdle important dans le métabolisme de I’ héte. Chez
certains insectes, les symbiontes facultatifs coexistent dans les mémes cellules que
les symbiontes obligatoires avec lesquels ils sont complémentaires et interagissent
(Moya et al., 2008). Leur présence est parfois associée a des changements de
comportements, tels que la colonisation préférentielle par le puceron infecté d’ une
plante héte inhabituelle (Tsuchidaet al., 2004).

111.3-2/Ectosymbiose et endosymbios=:

L’ ectosymbiose, ¢’ est une localisation du symbionte a la surface des tissus de
I’hGte, ou entre les cellules. On trouve cette forme de symbiose dans toutes les
associations entre les animaux et les microorganismes du tube digestif, ou bien entre
animaux et bactéries de la peau. On peut également qualifier d’ ectosymbioses les
consortia microbiens (Schink,2006). L’endosymbiose, ¢’ est une localisation

de la symbiose a lintéieur des celules de I'héte, et la conséquence
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del’internalisation du symbionte par les cellules de I'hGte, ou celui-ci survit,

généraement dans une vacuole, et ouil peut auss se diviser.

Le terme d endosymbiose est également employé pour désigner le phénomene
primordial d’ endocytose (Madigan et al ., 2002).

[11.3-3 Symbiose primaire; secondaire et tertiaire:

Les acquisitions de la mitochondrie et du chloroplaste, a partir de bactéries
environnementales, sont appelées des symbioses primaires, cette symbiose est
ancienne: 30-270 millions d’'années et leur transmission est verticale (meére-enfants).
Les hotes se sont aussi adaptés pour ne pas rejeter et tolérer ces symbiontes et les
processus adaptatifs a un symbionte peuvent méme induire un état de résistance a des
pathogenes (Scarborough CL et coll.2005)

Par contre, le Symbiose secondaire s explique par I’endosymbiose d une
cyanobactérie par un premier hote eucaryote, suivie de I’ endosymbiose de celui-ci
par un second hote. Cette symbiose est récente et facultative, leur transmission est
horizontale (comme une infection, mais survenant de maniére quasi obligatoire dans
I’ environnement concerné)

Parfois, comme chez les dinoflagellés, on observe la perte d une membrane,
le plaste n"en présentant plus que trois.on parle adors de symbiose tertiaire
(Lecointreet Le Guyader, 2001).

[11.4/ROledessymbiosss:

La grande diversité des organismes impliqués dans des symbioses, aux
écologies et aux méabolismes variés, occasionne un grand nombre de
combinaisons potentielles. Les conséguences métaboliques et éhologiques de la

symbiose sont donc tres nombreuses.

I11.4-1/Sour ce de carbone or ganique :

111.4-1-1/Symbioses photosynthé&iques :

L’ acquisition de la photosynthése est la conséquence la plus répandue de la
symbiose. Les associations photosynthéiques se rencontrent dans la plupart des

écosystemes. Dans les eaux récifales, I'endosymbiote représente pour
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I”animal une source majeure de carbone, produit sous forme de glucides, et
d’ oxygene. Cette association permet également aux zooxanthelles d' utiliser le
gaz carbonique issu de la respiration, et les composés azotés synthétisés par
I’animal. L’ adulte de ver plat Convulataroscoffensis, qui vit dans les sédiments
anoxiques étant dépourvu d'un tube digestif fonctionnd, les symbiontes

représentent son unique source de nourriture (Douglas, 1983).

111.4-1-2/Symbioses chimiosynthétiques :

La chimioautotrophie est la propriété de certains procaryotes d' utiliser des composés
réduits d' origine géochimique tels les sulfures comme source d' énergie afin de
fixer le carbone inorganique. Dans les environnements privés de lumiere, les
bactéries chimiosynthétiques représentent la principale source de carbone
organique (Corlisset al., 1979; Cavanaugh et al., 1981). L’ association symbiotique
entre de telles bactéries et nombreux invertéorés comme des arthropodes, des
oligochétes ou des bivalves, a permis le développement d une faune tres dense dans

ces environnements, malgré des conditions a priori génants(Thiebaut et al., 2002).

111 4-2/Sour ce d’ azote :

La pauvreté naturelle des sols en composés azotés représente souvent un facteur
limitant la croissance des plantes. Certains végétaux puisent leur azote de |’ association
qu'ils ont éabli avec des microorganismes capables de fixer I’ azote atmosphérique
(Taiz, 2002). Les légumineuses (pois, soja, haricat, trefle...) par exemple, possedent
dans des organes nodulaires, localisés au niveau des racines, des bactéries du genre
Rhizobium, possédant une nitrogénase, complexe enzymatique catalysant la
réduction du diazote (N2) en ammonium (NH3), assimilable par la cdlule

eucaryote (Brencic et Winans, 2005).

Les symbioses du tube digestif de certains mammiféres herbivores
permettent égaement de recycler les déchets azotés de I'animd. (Douglas, 1994). En
milieu marin, un cas d endosymbiose bactérienne fixatrice d’ azote a é&é démontré
dans les branchies du bivalve xylophage Lyroduspedicdlatus (térédinidae) (Lechene
et al ., 2007).
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111 4-3 Sour ce de nutriments :

Un grand nombre d'insectes sont associés a des bactéries symbiotiques,
générdement abritées au sein de cdlules spéciaisées, les bactériocytes, qui leur
fournissent des nutriments essentiels, que leur régime alimentaire, tres spécialisé,
ne leur fournit pas. La seve végétale par exemple, est trés pauvre en acides
aminés, et des insectes tel le puceron Acyrthosiphonpisum obtiennent de leurs
bactéries symbiotiques ceux qu'ils sont incapables de synthétiser eux-mémes
(tryptophane, méthionine...) (Baumann, 1995). Les symbiontes des insectes
hématophages fournissent ces derniers en vitamine B, dont e sang des vertéorés et
dépourvu (Douglas, 1994). Certaines symbioses représentent également pour ces

animaux une source en certains lipides type stérols (Douglas, 1994).

I11.4-4Dégr adation du bol alimentaire

Les micro-organismes qui composent la flore intestinale des animaux sont
essentiels a leur digestion, en transformant certains polymeres en des molécules
assmilables par I'hdte. Les animaux xylophages ou herbivores, comme les termites
ou les ruminants, hébergent des populations de microorganismes complexes,
composees entre autres de bactéries cellulolytiques, méthanogenes et de protistes
ciliés ou flagellés. En conditions anaérobies, cette microflore est capable de
dégrader la cellulose, principal constituant de la matiére végétale, en acides gras a
courtes chaines carbonées, utilisés par I'animal comme source d'énergie (Douglas,
1994).

Il 45 L uminescence:

Une autre compétence acquise gréce a la symbiose dans les écosystémes marins
est la bioluminescence. Certaines gamma-Protéobactéries possedent une enzyme
de type luciférase, qui émet un photon en présence de son substrat. Cette réaction
nécessite une forte densité de bactéries car elle est régulée par des mécanismes
intervenant dans la communication inter-bactérienne. Les animaux ayant développé
une symbiose avec de telles bactéries (céphalopodes ou poissons téléostéens),
hébergent leurs symbiontes dans des organes contractiles, et peuvent ans
provoquer de maniére contrélée des flashs lumineux (Dunlap 2005). Cette propriété
permet aux animaux de trouver leur proie, d attirer un partenaire, de dérouter un
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prédateur, ou bien de se camoufler sur un fond clair. Elle serait en outre
responsable de la présence d'yeux fonctionnels chez les animaux des grandes

profondeurs (Herring, 2001).
[11.4-6/Motilité:

La symbiose permet également a certains organismes unicdlulaires de se
mouvoir, cest la phorésie. Aind, Mixotrichaparadoxa, un protiste qui compose la
microflore cellulolytique de I'intestin du termite, possede a un pble de sa cdlule
environ 250 000 spirochetes, Treponemaspirochetes, dont la rotation lui confere la
motilité (Cleveland, 1964). Cette symbiose a d ailleurs été présentée comme un

argument en faveur de |’ origine symbiotique des flagelles des cellules eucaryotes.

I11.5/ L essymbiosss bactériennes:

L es symbioses bactériennes présentent une grande diversité, que ce soit dans
la nature des partenaires, dans leur degré de dépendance ou dans les modes
dinteractions. Les symbiosesal’ origine delafixation de I’ azote par les plantes, de
la nutrition de nombreuses espéces d'insectes, ou encore de la survie des
métazoaires dans les écosystémes marins chimiosynthétiques, sont des symbioses

bactériennes.

5-1/ Transmisson des symbiontes :

Les symbiontes bactériens ont une origine environnementale ou maternelle.
Latransmission est dite verticale lorsgue les symbiontes sont directement transmis
du parent a sa progéniture. Ce mode de transmission a été décrit pour les
endosymbiotes primaires des insectes, Buchner, en 1965, démontra le transfert
des symbiontes du bactériome maternel, vers les ceufs en développement dans
les ovaires ; toutes les bactéries symbiotiques d'un individu sont ains issues d' un
faible nombre de bactéries initiales. Ce phénomene représente ce qu’ on appelle un
‘bottleneck’ a chague nouvelle génération de popul ations symbiotiques, et se traduit
le plus souvent par une accélération caractéristique de leur taux d’ évolution génétique
(Peek et al., 1998; Gil et al., 2002).

Lorsque I'héte acquiert ses symbiontes a partir de |’environnement,
I’acquisition est dite horizontale. Ce mode de transmission est notamment
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observé dans les associations entre les |égumineuses et |e Rhizobium, entre le

calamarEuprymnascolopes et |es bactéries luminescentes Vibriofischeri.

5-2/ I nter actions héte-symbionte:

La premiere étape essentielle a I’ établissement d’une symbiose est la
reconnaissance tres gpécifique qui est le résultat d une longue histoire évolutive
commune entre la bactérie et son héte. L’endosymbiose nécessite ensuite
I’internalisation des bactéries symbiotiques, leur maintien au moins temporaire
dans un état physiologique fonctionnel, puis I’établissement d échanges de
nutriments. Des systémes de régulation doivent ensuite ére mis en place afin
d'assurer le bon déroulement de la symbiose et la non-prolifération des

bactéries.

5-3/L a symbioseintracdlulair e chez lesinsectes :

L es insectes sont apparus depuis |’ antiquité (de 408 MA a 360 MA) et sont
traverses plusieurs ages géologiques, aujourd hui, ils congtituent le groupe animale
le plus représenté sur terre avec de plus de 1,4 million d espéce d'insecte se qui
représente environ 80% de la biodiversité totale, selon Erwin (1997) ce nombre

pourrait atteindre entre 30 et 50 million d’ espéces.

Cette forte représentation des insectes résulte de leur capacité de
diversfication et d adaptation a différente niche écologique, y compris cdles qui
sont nutritionnellement déficientes, la conquéte de ces niches déficientes, comme la
seve phlohemienne des végétaux, les graines des céréaes, ou encore le sang des
mammiferes , aurait é&é facilité par la présence de bactéries symbiotique
intracellulaires (Buchner,.1965) .Gréace au nouvel le capacité physiologique apportées
par la bactérie, I'endosymbiose constitue un éément essentiel dans le pouvoir
adaptatif desinsectes. Aujourd’ hui on estime a plus de 10% le nombre d’ espéces qui
dépendent d’ endosymbiotes pour leur viabilité et leur reproduction (Buchner, .1965,
Moran et Telang 1998, Moran et Baumann, .2000) (Fig. N°16)
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| Obligate and facultative symbionts in aphids
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_Obligate and facultative symbionts in tsetse flies
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Figure N°16: Parasites intracellulaires obligatoires et parasites intracellulaires facultatifs

(Philippe Sansonetti, 2009)

Chez de nombreux hétes invertébrés les symbiontes sont intracellulaires

(endosymbiontes) et subissent une transmission verticale par infection des ceufs ou

des embryons.

Ces symbiontes obligatoires affectent des interactions tres spécifiques avec

certaines populations cellulaires durant

la colonisation du progénie et le

développement précoce des individus.Certaines de ces bactéries se sont adaptées de

maniéretelle gu’ elles ont peu ou pas d’ effet Négatif sur la santé de leur héte.
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[111.1/Situation géographique:

Notre site d’étude est le verger de la station expérimentale de la faculté Agro-
vétérinaire d université Saad Dahleb *Blida*, situé danslaplaine dela Mitidja

La Mitidja est une vaste plaine d’ une superficie totale de 1400 km?, avec 100 km de
longueur et de 2 a 18 km de largeur. Elle correspond a une dépression allongée
d Ouest en Est, de Hadjout a Blida. Elle est limitée al’ Ouest par Oued Nador, al’Est
par Oued Boudouaou, au nord, par laride du sahel et le vieux massif du Chenoua et
au sud, bordée par I’ Atlas blidéen borné par tout un ensemble de montagnes.

La Mitidja & une latitude nord moyenne de 36 a 48 degrés et une altitude
moyenne de 30 a 50 métre (Loucif et Bonafonte, .1977)(fig
N°16)
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Figure N°18 : Le champ de prélevement des feuilles infestées de
citronnier en Agronomie
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[111.2/ Caractéristique climatique dela Mitidja:

[111.2-1/ Pluviométrie :Les précipitations mensuelles en Mitidja ont un régime

typiquement méditerranéen avec un maximum en hiver et un minimum en été, varient

en fonction de la région considérée (Mutin,.1977). Cette inégalité de distribution des

précipitations annuelles et I'aternance de la saison humide et seche joue un réle

régulateur des activités biologiques des ravageurs.

Tableau N°06 : Relevés mensuels des données climatiques de la région
(ITAFV).(Anonyme, 2011)

Lapluviométrie Latempérature Levent
Nb de
Nb de _ ) Nbde |
_ Mm/ _ Max | min | Max+min/2 | jour de
Mois _ jour jour de
mois ) enC°® | enC® en C° . vents
pluvieux Sirocco
forts
Septembre | 7,8 4 2943 | 16,18 23,81 2 1
Octobre | 121,5 11 25,25 | 14,64 18,69 1 3
Novembre | 170,5 17 18,79 | 11,33 14,75 0 1
Décembre | 93,9 12 17,70 | 7,93 12,41 0 3
Janvier 60,7 9 15,95 | 7,20 11,11 0 0
Février 158 15 16,08 | 6,69 10,91 0 3
Mars 67,6 9 20,18 | 9,11 14,19 1 2
Avril 90,6 8 24,14 | 11,35 17,33 0 2
Mai 41 5 25,08 | 13,68 19,38 0 2
Juin 1 1 32,26 | 18,55 25,40 0 1
Juillet 2,1 1 35,97 | 22,43 29,20 1 1
Aot 7,3 3 33,46 | 21,83 27,64 3 1
Total
822,6 95 2943 | 16,18 23,81 8 21
annuel

D’apresletableau précédent nous distinguons que les précipitations les plus

importantes sont durant les saisons d’ automne etd’ hiver avec 170,50 mm en
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Novembre a 158,6 mm en Février. Les
précipitations durant la saison estivale sont tres faibles, elles sont de 1mm Pour le
mois de Juin 2,1 mm pour le mois de Juillet et 7,3 mm pour le mois d’'aodt. Les

préci pitations se répartissent sur 95 jours durant la campagne 2010/2011.

Les températures les plus basses ont été enregistrées durant la période d hiver
Janvier et Février avec des températures moyennes respectivement de 11,11 et 10,91
+1°C. Tandis que, les températures maximales ont été enregistrée pour le mois le
plus chaud en été, elle correspond le mois de Juillet et d’ Aolt avec des températures

moyennes varie respectivement de 29,20 a 27,64C°

Selon Mutin (1977), les vents dominant sont de direction Nord-Ouest Modérés,
ils frappent, parfois fortement alafin d automne et en hiver.
Les données du tableau s dessus montrent que le nombre de jours des vents chaud
(Sirocco) se manifeste a n'importe quel jour de |I’année, mais ils sont tres importants
en été.
[111.2-3/ Synthése climatique

La synthese des facteurs climatiques fait intervenir les précipitations annuelles
et les températures moyennes mensuelles pendant la période étudiée. Nous avons
dresse  un diagramme ombrothermique de Gaussen (GAUSSEN et
BAGNOULS,1953) durant la campagne d’ étude 2010/2011.
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Figure N°19: Diagramme ombrothermique de Gaussen de la
région de laMitidja.

Lafigure N°19 montre que la pluviométrie pendant I’ année 2010-2011 varie de

1mm a 170 mm. Elle est plus élevée durant |a période hivernale et printaniére et basse
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durant lapériode estivale. Lapériode seche s’ étale du moisd’ Avril au mois de

Septembre 2010, avec un maximum de température en mois de juillet (35,95C°).
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|.I/Matériel utilise:

|.1-1/L ematériel biologigue:

a/Matérie végétal :

Les feuilles de citronnier : Les feuilles des citronniers prélevés sont choisies
par rapport a leur haute infestation, sont nettoyées, lavées, séchées avec un papier
absorbant, broyées, presser et centrifuge, le suc obtenu est dilué a (100, 1000,10000,
100000) ml pour les cultures bactériennes. Ce suc a subit le dosage des protéines et

des acides aminés.

Les feuilles des citronniers non infestées sont nettoyées, lavées, séchées avec
un papier absorbant, broyées, presser et centrifuger pour le dosage des protéines et

des acides aminés.
b/ Matériel animal :

La cochenille (Parlatoria ziziphi) : Le travail a été effectué sur les individus
de femelle adultes, évoluant sur les feuilles de citronnier de la station expérimentale
de la faculté d' agro-vétérinaire. Ces individus ont subi d’'abord I’enlévement de la
carapace, et les prosomas prélevés sont plongés dans de |’ eau de javellisée trois fois et
rincé ensuite avec de |’ eau distillée stérile, et broyés dans des conditions stériles sous
hotte a flux laminaire. Ces broyats sont utilisés pour réaliser les différentes dilutions

et les cultures aerobiques afin de déterminer le bactériome.
|.1-2/Le matériel et produitsde Laboratoire:

[-1-2-1/Le matériel (Annexe N°I1)

[-1-2-2/ Les produits:

a- Lesmilieux decultures:

-Géose nutritif.

-Gél ose hektoene.

-Gélose Chapman.

-Citrate de Simmons.
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-Mannitol-Mobilité.

- Kligler-Hajna

b-L esréactifs utilisés pour les analyses biochimiques:

-CuSo4,5 H20.

-NaOH .

-KI.

-tartrate double de Na et deK.

-Laninhydrine.

-la méthyl cellosol ve (éthyléne mono éthyle éther)

-Chlorure mercurique.

-Chlorure de sodium.

-Acide trichloracétique.

-Formol.

- Acide picrique.

- Alcools éthyliques

- Alcool butyliquell

-Alcool butylique 1l

- Toluéne
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-2 /Méhodesdetravail :

|-2-1/ I dentification du bactériome de P.Ziziphi:

|-2-1-1/Prépar ation del’inoculum :

a/ Inoculum 01 : cochenille entiére (sans bouclier) :

Le prélevement de 100 individus de femelles adultes de P. ziziphi est suivi de
I’enléevement de leur carapace avec des pinces trés fines stériles. Les cochenilles
prélevées sont mis dans des coupelles en verre et lavées 05 fois al’alcool éthylique a
95°, sous hdte a flux laminaire pour éviter toute contamination, ils sont ensuite

broyés dans 5ml de I’ eau physiologique.

b/ Inoculum o2 : |'extrait desfeuilles de citronnier :

Les feuilles prélevées sont lavées a |I'eau ditillé avec deux gouttes de I’ eau
javel pendant 3 minutes, ensuite elles sont rincées 3 fois a I'eau distillée stérile et
sechées pendant 15 a 20 minutes dans une chambre stérilisée a la lumiere UV. Ces
derniéres ont subit un broyage manuel a l’aide d’un mortier stérile, on exercant une
légére pression avec un morceau de bonde a gaz stérile et on recueil le liquide

foliaire pour subir une centrifugation afin d’ obtenir le suc cellulaire.

La stérilisation de notre matériel a été faite al’aide d'une étuve a120c® pendant 20

minutes.

| -2-1-2/Pr épar ation des dilutions :

Dilution 1(1/100) : Nous ensemencons 0,1ml de chaque type d’inoculum dans
un tube de hangates contenant 10 ml de milieu liquide hyper-saccharose, ces tubes
sont considérés comme la premiére dilution pour chague inoculum.

Dilution 2 (1/2000) : A partir de la dilution (1) nous faisons la dilution suivante
de 1/1000, pour chaque inoculum, nous prendrons 1ml de la dilution (1/100) ml et la
mettre dans un tube de hangates contenant 9ml de liquide hyper-saccarose.

Dilution 3 (1/20 000) : A partir de ladilution de 1/2000 nous faisons la dilution
suivante de 1/1000, pour chague inoculum, nous prendrons 1ml de la dilution
(1/1000) ml et la mettre dans un tubes de hangates contenant 9ml de liquide hyper-

Saccarose.
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Dilution 4(1/100 000) : A partir deladilution de /10000, nousfaisonsla
dilution 1/2000, nous prendrons 1ml de la dilution (1/200) ml de chague inoculum, et

la mettre dans un tube de hangate contenant 9ml de liquide hyper-saccarosé.

* Ces tubes sont ensuite mis en culture aérobie pendant 48 heures & 37C° dans
I étuve.

Figure N°21: Les différentes dilutions du broyat des feuilles de citronniers
infectées.
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|-2-1-3/Pr épar ation des cultures:

Nous avons pris une goutte de chaque dilution al’ aide d’ une pipette pasteur, est
mise dans |laboite de pétri contenant déjale milieu de culture de gélose nutritif, qui a
subit un autoclavage a110°C pendant 20 minutes. Ces boites sont incubées pendant 24
heures a 37C°.

Figure N°22 : Les différentes dilutions de la culture du bactériome
de lacochenille (3 boites /dilution)

|1-2-1-4/ | dentification bactérienne:

a/Etude morphologique:

La coloration de Gram

» Principe:

1/Réalisation du frottis:

Sur une lame, nous déposons une goutte d’eau stérile, et on ajoute une goutte
de la colonie isolée a I’aide d’une pipette pasteur. Cette colonie est étalée et fixée
sous une flamme pendant 10 minutes. La lame séchée est déposé sur le portoir de
coloration.

2/ Réalisation de coloration :

1/Coloration par le violet de gentiane : laissé agir 30 secondes a une minute. Ensuite
rincer al’ eau déminéralisée.
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2/Fixation de la coloration par le Lugol étalé et laisser agir 20 secondes.
3/Rincage al’ eau déminéralisee.

4/décoloration rapide al’ acool : verser quelque goutte d’ alcool sur lalame inclinée

obliguement de 5 a 10 secondes.
5/rincage al’ eau déminéralisée.
6/Recoloration alafuchsine (1/10) pendant 30 secondes a 1 minute.
7/Rincage a |’ eau déminéralisée et sécher lalame a40c®, 10 a15 minutes.
8/Observer al’immersion (G x 1000).

b/l solement bactérienne:

Apres I'identification au microscope des différents types de bactéries, nous
cherchons aisoler les bactéries du mélange pour nous permettre de les identifier. Pour
cela nous avons utilisé la technique d’isolement par stries sur gélose coul ée dans des
boites de Pétris. Cette technique renferme I’ utilisation de deux milieux de cultures
sélectifs de quelques groupes de bactéries, présentant des caractéristiques différentes,
et un milieu non séectif qui nous permettra I’ observation macroscopique de toutes

les colonies présentes dans notre milieu.

Le milieu non séectif est la gélose nutritive, qui nous permet de fare

I’ observation macroscopique des différentes colonies de la semence.

Milieu de gélose Chapman : ce milieu est sélectif pour les bactéries halophiles,
les staphylocoques ou les microcoques, I’ utilisation du mannitol est marquée par une
coloration jaune autour des colonies mannitol positive et une coloration rouge autour
des bactéries mannitol négative du a I'indicateur de pH du rouge de phénol. (Fig.
N°23 et 24)
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Figure N°23: Aspect du milieu Figure N°24: Aspect du
avant utilisation milieu aprés utilisation

Milieu de gélose Hektoen : Ce milieu contient trois types de glucides : la
salicine, le saccharose et |e lactose. L'identification des colonies isolées est fondée sur
I'attagque de ces trois glucides. Un autre caractére biochimique que I'on peut suivre sur
ce milieu est la production d'H2S a partir de thiosulfate. Elle se traduit par I'obtention
de colonies a centre noir, cette coloration est due a la formation de sulfure de fer.
Deux indicateurs sont présents dans ce milieu :

- le bleu de bromothymol qui est indicateur de pH)
-lafuschine acide, qui se colore en présence d'aldéhyde. (Fig.n°25 et 256)

Figure N°25: Aspect du milieu Figure N°26: Aspect du milieu

Hektoen avant utilisation P.Y . N
Guillaume 2004 Hektoen apres utilisation P.Y .
Guillaume 2004

M éthodologie:

On stériles I'anse a la flamme du bec benzéne, on la laisse refroidir dans la zone
stérile. Avec cette derniére nous ensemencons une colonie obtenu ultérieurement ala
périphérie que nous étalons en stries serrées sur toute la surface du milieu. Les boites
de Pétri sont mises en position renversée a I’ &uve a 37°C pendant 24 & 48h. Nous
avons refait la coloration de Gram dans le but de confirmer le caractére Gram. (Fig.
N°27)
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Figure N°27: Méthode d'isolement bactérienne

c/Etude biochimiques:

c-1/ Uréeindole:

Nous ensemencons une colonie de bactéries dans des tubes contenant le milieu
Urée —indole, qui seront incubés a 37C° pendant 24 heures, ce dernier nous donne
02 caractéres: I’Urée et I'indole ; larecherche de I’Urée se fait alasortie de I’ éuve,
s letube est rouge nous distinguons quel’ Urée est positive
Si le tube reste orange ou clair, on dit que I’ Urée est négative. Par contre la recherche
de I'indole nécessite I’ adjonction de 2 ou 3 gouttes du Réactif de Kowacs, et on lit
tout de suit laréaction. La production d’ un anneau rouge en surface du milieu indique
gue I'lndole est positif et I’absence de I'anneau rougeindique que I'Indole est
négatif.

c-2/oxydase :

On dépose une colonie suspecte a la surface d'un disque d oxydase
préalablement imbibé d'une goutte d’'eau distillé stérile, S'il y a virage immédiat au
violet au point d’'incubation nous induirons que I’ oxydase est positive S'il n’y arien,
I’ oxydase est négative.

c-3/Nitrateréductase :

On ensemence un bouillon nitrate a partir d’une colonie bactérienne, et
I’incubation de ce bouillon est réalisé a 37C° pendant 24 heures. Aprés, on goute les
réactifs Nitrate | et nitrate I et nous effectuons les observations aprés quelque

minute, S'il y avirage au rose ou au rouge on conclue qu’il y'a présence de |’ enzyme
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nitrate réductase, si le milieu reste claire ou jaunétre, on doit poursuivre la réaction en

gjoutant un peu de poudre de Zinc sur le milieu:
*s le milieu vire au rose ou au rouge : absence de nitrate réductase.

*s le milieu reste tel quel : réaction positive donc présence de nitrate
réductase.

c-4/Test dela catalase :

Une colonie de bactérie est déposée sur une lame propre et

émulsionné avec une goutte d’ eau oxygénée a 10 v°.
Lalibération de |’ O, se traduit par I’ apparition de

Bulles gazeuses selon laréaction :

Catalase
HO— 3 Hy + 1/2 O

On peut dire alors que la souche examineée est catalase

positive. (Fig. 28)

Figure N°28 : Le teste de catalase
Imane GHOURI. ,2003

c-5/ Déter mination dela voie fer mentative

Nous ensemencons un tube contenant le milieu liquide Clark et Lubs avec le
germe a éudier puis nous |’ incubons pendant 24 heures a 37C°. Ensuite, |etube sera
réparti en deux autrestubes, |’un serviraalarecherche de VP et I'autre serviraala
recherche de RM. Lavoie“butyléne glycolique” est mise en évidence par laréaction
de Voges-Proskauer (VP) .

Réaction VP

Nous Versons 5 gouttes d’ une solution d’'apha naphtol (VP1) et 5 gouttes d' une
solution de soude 4N (VP2), nous agitons énergiquement et nous laissons 10
secondes alatempérature du laboratoire. L’ apparition alasurface du liquide d’une
coloration rose, qui se généralise par la suite, montre que la souche étudiée produit de
I’ acétyl-métyl-carbinol (acétoine), a partir del’ acide pynivique. La souche est alors
VP(+). (Fig. 29)
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Figure N°29: Explication delaréaction VP.

Imane GHOURI. ,2003

Réaction RM

Sur ce tube servant alarecherche de RM, nous rajoutons 2 gouttes du
réactif RM et on attend environ 10 a 15 mn, puison lit laréaction, une coloration
rouge traduite une réaction (+)

+ Réactif RM

Aprés 15min

—

Figure N°30 : Explication de laréaction RM.
P.Y. Guillaume 2004

c-6/ Fermentation du Mannitol

Nous ensemencons par une piqdre centrale le milieu partiellement gélosé
Mannitol Mobilité, et aprés 24 heuresdel’incubation a 37C°, lafermentation du
mannitol entraine le virage du milieu au jaune. Ce milieu donne deux caracteres, la

mobilité et lafermentation de mannitol.(Fig.31).
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7,

e

Apres 24h

Mam:rjl (+)

Mobilité (+)

Gélose Mannitol-mobilité

Mannitol (+)
Mobilité (-)

Figure N° 31: Lavoie de fermentation de mannitol. Imane Ghouri. ,2003

c-7/ Acides Aminés: LDC, ODC et ADH :

Les décarboxylases (LDC, ODC) congtituent le groupe ou se situent les
réactions les plus importantes en ce qui concerne la biodégradation des acides aminés
par les bactéries, qui donnent la libération de NH3. La recherche des décarboxylases

permet une meilleure identification de certains groupes bactériens.

Par mi les acides aminés a testés, on retient principalement :

e LDC: Lysine Décarboxylase
e ODC : Ornithine Décarboxylase
e ADH : Arginine Décarboxylase

Ces acides aminés sont commercialisés généralement sous forme d’ampoules

contenant 5ml, et repartis aors en tubes de Kahn araison de 0,5 ml par tube.

Pour chaque germe, on dispose de trois tubes de Kahn, |I’un contenant LDC, le

deuxieéme I'ODC et le dernier I'ADH. Chacun de ces trois tubes sont ensemencé
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d’ une colonie bactérienne, puis nous avons gjouté une couche d environ 0,2 ml
d huile de vaseline puis nous avons incubé le tout sous température de 37C° al’ é&uve
pendant toute une nuit.

Ces acides aminés sont en général de couleur violet, si lacouleur devienne
jaune, ce qui explique que les bactéries ont dégradées les acides aminés.

Pour le cas des bactéries gram(-) : en plus destestes cités, nous avons ajouté les
testes suivantes:

c-8/ Géose TSI (Triple Sugar Iron) :

On prend une colonie bactérienne ayant poussée sur gélose Hektoen, qui
servira al’ ensemencement en strie sur la pente puis une pigdre centrale dans un tube
a gélose inclinée de TSI (Hagna Kligler), il ne faut pas serrer complétement leurs
bouchons. Ce milieu renferme par ordre de bas en haut ; le glucose ; |le saccharose et
lelactose, il nousrenseigne sur 5 caractéres, a savoir :

Glucose, gaz, H2S, saccharose et lactose. Au moment de la lecture nous déterminons
les 5 caractéres.Ces tubes ont été incubés a 37C°pendant 24 heures. (Fig. 32)

Figure N°32 : Les différents cas d' utilisation des sucres de TSI.(Imane Ghouri.,2003)
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c-9/Citrate de SSimmons

Ensemencer par stries e milieu géloseé Citrate de Simmons de coloration verdétre =

Incubation

Apres 24 heures, S'il y avirage de la partie ensemencée au bleu, ceci se traduit par
I’ utilisation du substrat comme source de carbone donc la Souche est Citrate

positive .

——)

Apreés 24h d’Inoculation

Figure N°33 : Citrate de Simmons

c-10/ ONPG = Recherchedela B-Galactosidase

C'est une enzyme responsable de la dégradation du lactose en galactoside
artificiel : Ortho-Nitrophenyl Pyranogal actoside (ONPG).

Les bactéries possédant |’ enzyme lactose perméase sont capables d’ hydrolyser
le lactose ou un galactoside artificiel tel que I'ONPG et le produit libéré soit

I’ O.Nitrophénol qui colore le milieu en jaune canari et le pH est |égérement alcalin.

Cette méthode consiste a mettre un disque d ONPG dans un ml d’une suspension
bactérienne constiturée de 0,5 ml d'eau distillée stérile et de colonies bactériennes
dans un tube. Ce dernier est mis dans un bain-marie pendant 30 a 45 seconde, ensuite,
incubé a 37C° pendant 24h.

e Sl yavirageau jaune donc labactérie est ONPG positive.

e Silemilieuresteincolore, labactérie est ONPG négative
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|.2.2/ Etude dela gualité nutritionnelle biochimique de P. ziziphi :

Chez les Homoptéres, une bonne connaissance de la composition et de la teneur
en nutriments primaires de la seve phloémienne permettrait de mieux comprendre la

nutrition de ces insectes et leur relation avec leur plante hotes.

|.2.2.1/Dosage des protéines et acides aminés :

e Danslesfeuillesseines et lesfeuillesinfectées:

> Dosage des protéinestotaux (méthode de biur et)

l/principe:
Labiuret résulte de la concentration de 2 molécules d’ urée avec départ

d ammoniac

NH2

—

ZO—C\ ——» NH2__CO—NH CO—NH2 + NH2

NH2

La biuret réagit en milieu acain avec le CuSO4 en donnant une coloration
violette dont e maximum d’ absorption est a 540 nm.

Par suite de leur analogie de structure avec la biuret, les peptides et les protéines

donnent laméme réaction. La zone d’ utilisation est de 1420 mg/ml.
2/Mode opératoire:
2-1/ Préparation d’une gamme étalon d’ ovalbumine
A partir de la solution étalon d’ ovalbumine a 10 mg/ml, nous avons réalisé une

gamme étalon de 6 tubes contenant de 2 a 10mg d’ ovalbumine par tube. Nous avons

préparé en méme temps les tubes expérimentaux (n° 7 et 8) qui contiennent une prise
d del’ extrait végétal (0,4ml) des feuilles saines et (0,2ml) des feuilles infectées
(Tab. N°07)
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Tableau N° 07: Présentation de La gamme étalon des protéinestotaux :

Tube N° 1 2 3 4 5 6 7 8
Solution standard
d’ ovalbumine a 10mg/mli 0 02 | 04 | 06 | 08 1
(ml)
Extrait desfeuilles (ml) 02 |02
Eau physiologique (ml) 1 08 | 06 | 04 | 02 0 08 | 0,8
Réactif de biuret (ml) 4ml dans chaque tube a

Attendre 10 minutes al’ obscurité a température ambiante
LirelesD.O a540nm

> Dosage des Acidesaminés:

M éthode de la Ninhydrine

1/Mode opératoire: Leréactif utilisé contient deux produits hautement

toxiques:
-Laninhydrine :R22-36/37/38
-la méthylcellosolve (éthyléne mono éthyle éther)

2/Préparation dela gamme étalon :

A partir d’une solution mére d alanine & 6mmol/l, nous préparons 100 ml de
solution fille a 0,3 m mol/l e nous réalisons en tube a essai une gamme

d’ étalonnage de 6 tubes numérotés de 0 a5 selon les indications suivantes :
e Solutionsfillesd aanine: Oml ; 0,2ml ; 0,4ml ; 0,6ml ; 0,8ml et 1ml.
e Eaudigtillé quelques 1 mli
e Réactif alaninhydrine: 1ml par tube

Nous bouchons les tubes avec du coton cardé recouvert de papier d’auminium,
puis nous les portons au bain- marée bouillant pendant 15 minutes sous hotte.
Ensuite, nous les refroidirons dans un bain d' eau glacé, et nous agoutons 5ml de la
solution éthanol/eau dans chaque tube. Une |égere homogénéisation du contenu des

tubes est suivied unelecturede laD.O a570nm.
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2-3/ Solution a doser :

Lesprisesd essais de 0,2 ml pour lesfeuilles sains et 0,2 ml pour lesfeuilles

infectées, ont subi les mémes étapes que la gamme étalon.

|.3/ Etude du trajet de stylet de P. ziziphi :

Le comportement alimentaire des cochenilles a été décrit ou évoqué chez des
Coccidae et des Pseudococcidae dans un petit nombre de cas comparativement aux
Aphididae (Smith, 1926, Heriot, 1934, Pesson, 1944, Grasse, 1951, Albrigo et
Brooks, 1977, Yasuda, 1979, Campbell, 1990, Molyneux et coll., 1990). Sur |la base
d’ observations histologiques et de la production de miellat, les auteurs précédents
rapportent que le comportement des homopteres est phloémophage. Ce
Comportement a également été décrit chez des Diaspididae.

(Smith, 1926, Rosen, 1990) ont signalé, en revanche, |’ existence de quelques
diaspines présentant une alimentation non phloémienne. Plus de 200 travaux utilisant
la microscopie optique rapporte que le trgjet des stylets varie selon les especes
d’Aphides. Il est généralement clairement intercellulaire mais peut parfois apparaitre
intracellulaire ou mixte. (Pollard, 1973)

» Meéthodologie:

Nous prélevons des feuilles d’ agrumes infestés de cochenilles noires et nous
les plongeons dans un liquide fixateur de Halmi (Gabe, 1968). Que nous pouvant
préparer avec 45 g de Chlorure mercurique, 0,5 g de chlorure de sodium et 2,0 g
d’ acide trichloracétique dissouts dans 80 ml d’eau. A ce volume, nous avons g oute 20
ml de formol et 10 ml d’'une solution saturée en acide picrique. Apres 24 heures de
fixation, I’ensemble feuille-cochenilles est déshydraté par des bains successifs
d’ alcools éthyliques (30 secondes par bain) et d alcool butylique 1 (24 h), puis nous
les imprégnons dans de la paraffine par trois bains de 30 secondes chacun. Ensuite,
nous les incluons dans des moules et nous versant la paraffine liquide dessus, qui se
solidifie pour former les blocs. Les blocs ainsi formés sont coupés au microtome de
type Leica (voir Annexe 1111) avec une épaisseur de 7 um et récupérées sur des lames.
Les coupes obtenues sont passées a la plaque chauffante pendant quelques secondes
pour éiminer le surplus de la paraffine, ensuite dans un bain de toluéne pendant 5
secondes pour le déparaffinage complet. Elles sont ensuite réhydratées

progressivement 2 secondes par bains successifs d' alcool et d’ eau distillée. Puis, elles
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sont colorées pendant quelques minutes a la safranine. Cette derniére colore la gaine
des stylets de I’'Homoptere en rouge vif, ains que les parties lignifiées et subérifiées
de la plante. Les coupes sont colorées ensuite au Bleu de méthyle, pour fare
apparaitre en bleu la cellulose (Locquin et Langeron, 1978).

Apres Colorations, elles sont déshydratées dans deux bains successifs d'alcool
butylique 11 et de Toluene (2 secondes par bain). Enfin nous réalisons un montage au

cedax entre lame et lamelle pour permettre les observations sous microscope optique.
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I-Etude de bactériome :
-1/ Lescultures bactériennes:

La culture de ladilution /100 de broyat de la cochenille présente des petites colonies
qui jaunissent apres 48 heurs. Les autres cultures de 1/1000, 1/10 000 et 1/100 000
présentent des colonies denses sous forme des nappes (fig.34).

Figure N°34 : Les cultures des différentes dilutions du broyat de la
cochenille

Les cultures de I'extrais foliaire des feuilles infectées indique que, pour toutes les
cultures desdilutions de 1/100, 1/21000, 1/10 000 et 1/200 000 il y’a une forte pousse
des colonies qui sont gros et dans la plus part formant des nappes (fig.35).

Figure N°35 : Les cultures des différentes dilutions des broyats des feuilles
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-2/ Lacoloration de Gram :

Le test de la coloration de gram a révélé que les souches bactériennes trouvées
dans:

- La culture du broyat de la cochenillesont des coques Gram(+) et des bacilles
Gram(+). Les Cocci Gram+ sont rencontrées dans la culture de la dilution 1/100. Les
bacilles Gram+ sont rencontrés dans les cultures de dilutions de 1/1000, 1/10000 et
1/100000. (Fig. 36 et 37)

- La culture du broyat des feuilles infectées sont des bacilles Gram(-) et des
bacilles Gram(+), ils sont présentes dans toutes les dilutions(fig.38, 39)

Figure N°36 : bacilles gram (+) Figure N°37 : Cocci gram (+)
chez la cochenille (GX100). chez lacochenille (GX100).

Figure N°39 : des bacilles Gram (-) de
broyat des feuilles de citronnier
infectées

Figure N° 38: des bacilles Gram (+)
de broyat des feuilles de citronnier
infectées

Parmi les bactéries isolées sur milieu solide pour chaque type d'inoculum, il a

été noté la prédominance de deux groupes morphologiques : des bactéries
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cocciformes et des bacilles en forme de batonnet, avec une prédominance nette des
bacilles par rapport aux coques, ceci quel que soit le type d’ inoculum considéré. En
effet, dans les inoculas provenant de dilutions ultimes de broyat de la cochenille a une
prédominance de cocciformes qui est plus marquée, tandis que dans ceux provenant

de faibles dilutions, la présence de bacilles est plus importante.

La distribution du caractére Gram montre une nette prédominance de bactéries
Gram positive quel que soit I'inoculum et le groupe morphol ogique considéré.

1-3/ L’isolement bactérienne:

| Apres 24h d'incubation de cultures sélectives pour les deux inocula, nous
remarguons que pour les cultures contenant le broyat des cochenilles, la présence des
colonies qui poussent seulement dans le milieu Chapman (Fig. N°41),donc les
bactéries qui colonisent le milieu sont des bactéries halophile, que sont soit des
microcoques ou des staphylocoques. Il y’'a aussi le virage du milieu a I’ orange, ce
qui nous laisse dire aors que ces colonies sont de mannitol positives. Pour le milieu
Hektoen, aucunes colonies observées (Fig. N°40), ce résultat indique qu'il n y'a
aucune bactéries Gram négative distincte dans le broyat de la cochenille.

Figure N°41 : Le milieu de Chapman
ensemence par |e broyat de la cochenille

Figure N°40: Le milieu Hektoen ensemencé
par le broyat de la cochenille.

Le résultat trouve pour les cultures de I'inoculum de I’ extrait foliaire indique
I’ apparition des petites colonies dans le milieu Hektoen qui acidifie le milieu avec
une coloration jaunatre. Le milieu Chapman ne présente aucune pousse des colonies
bactérienne. (Fig.42)
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Figure 42 :I’ aspect de milieu Chapman et Hektoen
aprés I’ ensemencement de broyat des feuilles de
citronnier infectées.
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|-4/Etudes biochimique:

Tableau N°8: Résultat destestes biochimiques:

Partie expérimentale

Les souches

Les feuilles

Les cochenilles

Bacilles gram

Bacilles gram

Cocci gram (+)

Bacilles gram

Les teste (-) (+) (+)
Catalase + + + +
Oxydase - - - -
TSI Glucose +

Saccharose +

Lactose +

gaz + /

H2s -
ONPG +
Citrate de simons +
Nitrate reductase + + + +

Urée-indole
Urée + + - -
Indole + + + +
Clark et Lubs
VP - - + +
RM - - - -
Les acides aminés
LDC - - - +
oDC + - + -
ADH - - + +
Manitol-mobilité

Fermentation de
mannitol / * * i
Mobilité + - +

D’ apres I’ étude biochimique des bactéries isol ées nous avons obtenus :

- Lesculturesde broyat de la cochenille : Les bactéries isolées Sont des Cocci
Gram+ et des bacilles Gram+.

e L es Cocci Gram+ : non mobiles, sont d’ Oxydase négative et catal ase positive,
ce qui montre que ces bactéries sont de type respiratoire qui détruit les peroxydes et
libere I’oxygene. Elles fermentent le mannitol ce qui indique que ces bactéries sont
capables de se développer rapidement dans un milieu ou la concentration est forte en
saccharose (compose majoritaire de la séve phloémienne). Ces bactéries sont capable
de produire I’indole a partir de tryptophane, et utilisent la plus part des acides aminés
(Ornithine et Arginine), ce qui montre que ces bactéries ont unerelation nutritif pour

la cochenille.
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Ces bactéries Cocci Gram + provenant de culture de broyat de la cochenille sont
de catalase positive qui peuvent développés dans le milieu Chapman, ce qui montre

gue ces bactéries appartiennent au groupe des Staphylocoques.

e Lesbacilles Gram+ : sont mobiles, d’ oxydase négative et de catalase positive,
cela montre gque ces bactéries ne possédent pas I’ enzyme respiratoire, le cytochrome
oxydase, qui détruit le dérivé de N-méthyle de paraphenylénediamine en semi-
guinose. Par contre, elles possedent I’ enzyme de catalase qui  détruit les peroxydes et

libére I’ oxygene.

Ces derniers possedent I’enzyme Nitrate réductase qui catalyse la réaction de
réduction de nitrate en nitrite(Noy) ou en di-azote (N,), elle produire I'indole a
partir de tryptophane et utilise la mgjorité des acides aminés (Lysine et Ornithine), ce
qui explique que ces bactéries jouent un réle dans la nutrition de la cochenille, elles
ne fermentent pas le mannitol et elle peut produire I'acétyle- méthyle-carbinol

(acétoine) a partir de I’ acide pynivigque (Vp+).

- Les cultures de broyat des feuilles infestées : sont des bacilles Gram(+) et

des bacilles Gram(-).

e Les bacilles Gram+ : sont mobiles et fermentent le mannitol, possedant une
catalase qui détruit les peroxydes et libere I’ oxygene, elles ne possédent pas|’ enzyme
respiratoire, le cytochrome oxydase, qui détruit le dérivé de N-méthyle de
paraphenylenediamine en semi-quinose. Elles ont une enzyme Nitrate réductase qui
catalyse la réduction de nitrate en nitrite(No,) ou en di-azote (N2)et un enzyme
Uréase qui hydrolyse I’urée en formant le carbonate d’ammonium, cette réaction se

traduite par I’ acalinisation du milieu.

Ces bactéries produisent I'indole a partir du tryptophane mais elle n’utilise
aucun type d acide aming, ce qui montre que ces bactéries n’ont pas un réle dansla
nutrition de la cochenille, et probablement que leur réle est dans la protection contre
les composés toxiques de la plante.

elLes bacilles Gram-: sont de type respiratoire qui peuvent détruit les

peroxydes par I’enzyme catalase, elles dégradent le saccharose et le glucose en
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(acétate et Propionate), accompagné par le dégagement dugaz etpossédant |’ enzyme
B-Galactosidase qui hydrolyse le lactose ou un gaactoside artificiel en
I’ O.nitrophynol (I'ONPG +), ce résultat montre que ces bactéries sont al’ origine de la
production du miellat qui est un sucre simple issu de la dégradation du saccharose et
du glucose (composés majoritaires de la seve phloémienne). Cette derniére est de

Vp(-), donc elles ne produisent pas |’ acétyl-meétyl-carbinol (acétoine)

Cette bactérie peut se développer dans le milieu Citrate de Simmons par
I" utilisation de ce substrat comme une source de carbone. Elles alcalinisent le milieu
par |I" hydrolyse de | urée en Carbonate d’ ammonium. Ces derniers produisent |’indole
a partir du tryptophane mais elles n’utilisent pas tous les acides aminés (utilisent

seulement I’ Orthinine).

Ces bactéries sont de catalase positives et d’ oxydase négative ce qui montre que
ces bactéries appartiennent au groupe d’' Entérobactériacea.

Les résultats obtenus montrent que les caractéristiques (formes, Gram et |’ étude
biochimique) des populations de bactéries provenant du broyat de la cochenille et des
extraits foliaires apparaissent non semblables. Ces résultats indiquent qu'il n ya
aucune provenance bactérienne de la cochenille P. ziziphivers la plante hote et vis-
versa,
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| 1/Etudes de certains nutriments de la cochenille:

|1.1/Dosage des protéines :

0,74
0,72
0,7
0,68
0,66 -
0,64 -
0,62 -
0,6 -
0,58 -
0,56 -

La concentration de protéine

Feuilles saines Feuilles infectées

Figure N°43 : Impact de I’'infestation de P. ziziphi sur lateneur des
feuilles de citronnier (Citrus Limon)en protéine.

D’apres le diagramme exprimé dans la figure N°43, nous remarquons
clairement que la concentration des protéines contenues dans le suc cellulaire des
feuilles saines est trés élevée a celle du suc cellulaire des feuilles infectées, avec une
concentration de 0,75mg/ml pour les feuilles saines et de 0,62 mg/ml pour les feuilles

infectées.
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|1-2/Dosage des Acides aminées :

La concentration des acides aminés

Feuilles saines Feuilles infectées

Figure N°44 : Impacte de I'infestation de P. ziziphi sur lateneur des
feuilles de citronnier Citrus Limon) en acides aminés.

La fig. N°44 montre que la teneur des feuilles saines en acides aminés
totaux est plus élevé ou la valeur est de 2,25mg/ml. Par contre chez les feuilles
infectées lateneur est faible, il est de 0,75 mg/ml.
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[11/Etudedu trajet du stylet de la cochenille:

Epider me supérieur

Le bouclier
Soma
Parenchyme Labium
palissadique
P h Letrajet
arenchyme du stylet
L acuneux
Nervure

Tissu détruit par
Sécr étion salivaire
dela cochenille

Figure N°45 : Coupetransversale de la feuille de citronnier et dela
cochenille et vue longitudinale des stylets GX100.

Soma
Lésion causé par
le labium et stylet
de la cochenille Lebouclier
noire

Voileinferieurede

Epiderme la cochenille

supérieure

Figure N°46 : Coupetransversale dela feuille de citronnier et dela
cochenille GX40.

D’ aprés |’ observation histologiques, le stylet pénétre dans la feuille et traverse I’ épiderme,
le parenchyme palissadique jusgu’au parenchyme lacuneux, ou se trouve les réserves
énergétique qui sont la seve phloémienne. Il apparait donc que le comportement
alimentaire de cette insecte est phloémophage .Ce comportement a également été décrit
chez des Diaspididae (Smith, 1926, Rosen, 1990), le trgjet des stylets de P. Ziziphi est
repéré par une coloration a la safranine qui colore la gaine des stylets de I’homoptére en
rouge Vvif, repliés en boucle dans une loge ventrale du labium. L’insertion des stylets
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les tissus végétaux s accompagne du dépdt périodique de sécrétion salivaire (Fig.45)
qui cause des lésions au niveau de la piqueur (Fig.46).Aprés retrait des stylets, ces
Sécrétion persistent et constituent une gaine dite gaine sétale (Fig.47).Le chemin des
stylets était intracellulaire ou intercelulaire, qui se termine dans la plupart dans les
cellules du parenchyme, suggérant que le parenchyme est le site d'aimentation
important de ParlatoriaZiziphi. (C, Paul-André, 1993).

Le trajet des stylets est visualisé grace au caractére chromophile de la gaine. Cette
gaine, dite plus communément sétale, a d’ abord été considérée comme le produit

d’une réaction du végétal alapiqlre (Grasse, 1951).

Le rble joué par la gaine sétale est le guidage des stylets des Aphides
jusqu’au phloeme qui résulterait d’une combinaison éventuelle de stimuli chimiques
et physiques. Les sécrétions salivaires formant la gaine sétale, pourrait jouer un réle
important dans I’ interaction plantes-Homopteres en facilitant I’ atteinte et e retrait des
stylets du phloeme et en véhiculant des enzymes aux fonctions diverses (Miles, 1972,
Srivastava, 1989).

Malheureusement, le manque des moyennes comme le microscope électronique
empéche I’ observation de Cette gaine sétale et du stylet.
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Laréalisation des coupes histol ogique nous permettre d’ observé les glandes
sécrétrice d’ huile essentiel, des citrus qui renferment un genre d’ arbustes exotiques
(Imacheet al.,2010) ; ces derniers sont tres répandus par leur richesse en huiles
essentielles (Madjene& Madani, 2010).

Parenchyme Poche a
lacuneux essence
Glande
Sécrétrice
>
Cellules
Une grande sécrétrices
Goutte peut étre d'H.E
d’'H.E J

Figure N°47: coupetransversal delafeuillede
Citrus Limon montre la poche sécrétrice du
citronnier GX100

La coupe transversale de la feuille du Citrus Limon (Fig.47) montre de

I’ extérieur vers I'intérieur ce qui suit:

e Epiderme.

e Parenchyme palissadique.

e Parenchyme lacuneux.

e Glande secrétrice : Poche sécrétrice entourée d’ assises de cellules sécrétrices.
e Ungrand amas de couleur jaune qui peut étre des gouttes d HE.

Les tissus de la feuille du Citrus limon sont trés riches en glandes a essences,
grossieres et qui se composent de nombreuses assises de cellules sécrétrices qui
S organisent autour de la poche.

Selon AFNOR in Madjene et Madani (2010), I’ huile essentielle de citron est volatile,

de couleur jaune (clair, verdétre ou foncé), d' aspect liquide, mobile, et [impide.
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Discussion générale:

Selon Buchner en 1965, la diversification et |'adaptation des insectes a différentes niches
écologique qui sont parfois nutritionnellement déficientes, comme la seve phloémiene des
végétaux, aurait été facilitée par la présence des bactéries symbiotiques intracellulaires. Le méme
auteur ajoute que, lesinsectes possedent des symbiotes liées étroitementa leurs régimes alimentaires.
Notre travail a révélé la présence des bactéries symbiotique de la cochenille P. Ziziphi ,qui peuvent

faciliter laprise et la synthese de leur nourriture au niveau des feuilles du citronnier.

Ces insectes phloemophages vivent aux dépens de milieux mal équilibrés du point de vue
nutritionnel : phloeme de plantes, graines de céréales. Le symbiote est alors censé contribuer a
lanutrition et au rééquilibrage de la qualité nutritionnelle de I’alimentation de I’insecte (SMITHet
DOUGLAS, 1987).Une élimination totale ou partielle des symbiotes, par traitement a lachaleur ou
par des antibiotiques se traduit, le plus souvent, par une chute remarquable de lacroissance et de la
fertilité deI’insecte (BROOKS, 1963, KOCH, 1967, NARDON, 1973).

L’ endocytobiose constitue un élément essentiel dans le pouvoir adaptative des insectes, on
estime plus de 10% le nombre d’ espéce qui dépendent d’ endocytobiose pour leur viabilité et leur
reproduction (Buchner., 1965 ; Moran et Telang., 1998 ; Moran et Baumann, .2000).

la classe des insectes présente des caractéristiques qui lui permis de résister aux nombreux
changement climatiques et environnemental externes, dans cette classe compte plus de 70% des
espéces animale, une grand partie des especes a intégré des bactéries symbiotiques dans des cellules
spécialisées appelées bactériocytes, qui sont souvent regroupées pour former une véritable tissu, le
bacteriom (Heddi Abdelaziz.,2003).

L’ étude microscopique montrent que le suivi du trget de stylet de P. ziziphiest intra ou
intercellulaire.Chez certains pucerons, le trgjet des stylets est essentiellement extracellulaire et plus
rarement strictement intracellulaire vrai (SPILLER et coll., 1985).

Le stylet traverse les parenchymes en se faufilant entre les cellules ou les percant, et allant de
I’ épiderme jusgu’ au phloeme.Les cochenillediaspinesont un appareil buccal de type piqueur suceur,
est formé par un rostre (stylet) trés long, parfois aussi long que le corps, souple fin qui permet a
I'insecte d’'aspirer la seve, a I'aide d'une pompe animée par des muscles puissants (Tracol et
Montagneux.,2001).



Cette étude nous apermis aussi de voir que I'introduction du stylet de la cochenille dans les
tissus végétal, est relié aux secrétions salivaire qui proviennent surtout de I'insecte (GRASSE,
1951).Ces secrétionscontenant des enzymes, leur permettent de dégrader la cellulose et de pénétrer
profondément a I’intérieur des tissus végétaux. Selon piquet.,1960 ; Chapot et Delucchi., 1964, Ce
mécanisme lui permet de s aimentent par la pénétration de son rostre profondément dans les tissus
Vvégétaux, ou la seve est aspiré a |’ aide de son appareil buccale, en méme temps qu’elle s aimente,
elle rgeté de la salive contenant des toxines ce qui provoque une destruction de la chlorophylle qui a

pour conséguence une désorganisation totale des cellules atteintes.

Le dosage des acides aminés et de protéines des feuilles saines et des feuilles infectées, montre
gue la concentration des deux substances biochimiques étudiées (acides aminés et protéines
totaux),est tres éevée dans les feuilles saines que dans les feuilles infectées. Ce résultat nous laisse
dire que la cochenille puise ces ééments biochimiques des feuilles du citronnier pour sa propre
alimentation et développement.Plusieurs auteurs (Southwood, 1978 ; McNeill et Delisle, 1989, et
Bidon, 1993) ont signalé que |’ azote qui est le composeée essentiel des acides aminées, joue un role
primordial dans la croissance et |e développement des insectes phytophages.Et selon Saighi, 1998, la
relation plantes hétes-cochenilles est d' ordre nutritionnel, ainsi I’ équilibre physiologique de la plante
héte a une grande influence sur le développement des arthropodes piqueurs-suceurs entre autres les
diaspines. Ces derniéres modifient considérablement leur comportement, selon I’importance des

éléments nutritifs mis aleur disposition.

Chaboussou en 1975, a montré que, vis avisde ces arthropodes piqueurs suceurs, la sensibilité
de la plante se trouvait en relation avec une plus haute teneur de la seve en acides aminés libres.Dan
nos résultats, la teneur en acide aminées et en proténes totaux est faible dans les feuilles infestées
par rapport aux feuilles saines du citronnier, ce qui montre que la richesse de la plante hote en acides
aminés diminue selon le degré d'infestation par la cochenille.

La concentration en acides aminés libres et en sucres de la seve phloémienne de la luzerne
Medicagosativaparticipe a sa résistance au puceron AcyrthosiphonpisumHarris(Febvayet al.,1988).
De méme, le niveau de résistance des céréales, au puceronRhopalosiphumpadiL. est corrédé
positivement avec la concentration de certains acides aminés libres de leur seve phloémienne
(Weibull, 1988).



Conclusion générale

Notre travail a é&é porté sur la détermination des bactéries symbiotiques de la
cochenille noire Parlatoriazizyphi Lucas 1853, vivant sur les feuilles du citronnier, dans le but
de déterminer les bactéries responsables de la dégradation de sa nutrition et de méme la
nature de ces nutrimentsdéterminant larelation de la cochenille avec sa plante héte. Au terme
de celui-la, il nous parait intéressant de rappeler les principaux résultats que nous avons

obtenus.

L’ éude bactérienne de broyat de la cochenille et de suc cellulaire de la feuille infectée,
a montré que le broyat de cette cochenille a présenté des bactéries de forme coccigram
positive semblant étre des Staphylocoques et les bacilles Gram(+) ; Ces bactéries sont
différentes completement a celle déterminées dans le suc cellulaire, ce qui montre que ces

bactériessont spécifiques ala cochenilleP.Zizphi.

La réalisation des coupes histologiques indique que le trgjet du stylet de la cochenille
est intraou intercellulaire, il peut aler jusgu’au phloemeou il peut rencontrer la seve, ce

résultat expligque que cette cochenille est phloémophage.

Nous avons remarqué, a travers le dosage des protéines totaux et des acides aminés,
gue la teneur foliaire en acides aminés et en protéines ont été nettement supérieure dans les
feuilles saines que celle dans les feuilles infectées. Ce résultat explique I’impact des piqures
d insectes accompagneées des toxines libérées sur la qualité biochimique de feuilles.

La détermination de la forme et de certain caractéristique biochimique du contenu
bactériende Parlatoriazizyphi et des feuilles infectées,sont insuffisantes a la détermination
del’espéce bactérienne.Ainsi que, le dosage des ééments biochimiques réalisé n'est pas

suffisant de définir larelation nutritionnellepricise de cette cochenille avec sa plante hote

Il est donc souhaitable de poursuivre cette étude par un maximum de testes, pour aller
plusloin dans ladétermination de lafaune bactérienne spécifique a cette cochenille, ainsi de
déterminer leur réle en relation avec la survie de cette derniére. Il est nécessaire aussi de faire
des analyses foliaires qui touchent le maximum d’' ééments nutritifs, notammen,les ééments

minéraux, surtout les glucides éléments maeurs de la constitution de la seve, et les



composes issus du meétabolisme secondaire, pour mieux définir la relation nutritionnelleet

reproductive entre cette cochenille et sa plante hote.



Annexel : superficie et la production desagrumesdansles principales
wilayates d’ Algérie dansla période de 2005 42010 selon |.T.A.V

Wilayas 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Sup (Ha) | Prod(gx) | Sup | Prod(gx) | Sup |[Prod(gx)| Sup | Prod(gx) | Sup Prod Sup Prod
(Ha) (Ha) (Ha) (Ha) | (9% (Ha) (9x)
Ain-Defla 2358 72220 2400 74400 2320 74400 | 2360 91265 2264 | 92155 2237 92910
Alger 5065 501170 | 4948 | 511190 5117 | 535690 | 5118 | 666584 | 5116 | 659820 | 5139 | 704000
Béaa 1890 160820 1999 157790 2023 | 143900 | 2018 | 151128 | 2066 | 171212 | 2074,6 | 197374
Blida 15809 2055110 | 16304 | 2474960 | 16422 | 2298150 | 16524 | 2273641 | 16970 | 2660519 | 17072 | 3056000
Bouira 421 21120 480 18735 458 36270 444 31240 412 31755 416 35100
Medea 42 9470 42 3465 57 4175 57 4380 53 6630 53 2100
Tipaza 3578 375730 | 3599 | 485680 | 3587 | 504135 | 3692 | 618645 | 3786 | 680000 | 3814 | 695000
Tizi-Ouzou 1349 157850 1348 167390 1345 | 177315 | 1341 | 168860 | 1343 | 181319 | 1348 | 202000
Total Centre | 30512 | 3353490 | 31120 | 3893610 | 31329 | 3774035 | 31554 | 4005743 | 32010 | 4483410| 32154 | 4984484
Ain- 483 13970 483 16585 483 15145 483 19920 483 25480 482 18600
Temouchent
Mascara 4232 124430 | 4200 175300 | 4250 | 113100 | 4256 | 189700 | 4262 | 198395 | 4262 | 221177
M ostaganem 4079 589900 | 4166 | 627000 | 4235 | 762825 | 4440 | 727120 | 4547 | 901125 | 4593 | 339600
Oran 674 22870 450 20820 460 22395 453 16425 253 17290 224 17100
Relizane 4417 372520 | 4535 | 363320 | 4537 | 625200 | 4544 | 613800 | 4528 | 884680 | 4530 | 1024400
Sidi-Bel- 7 300 12 120 12 100 11 165 9 195 9,5 220
Abbes
Tlemcen 2446 132000 2478 121200 2476 | 113200 | 2477 | 120070 | 2403 | 140700 | 2403 | 145000
Total Ouest 16338 1255990 | 16324 | 1324345 | 16453 | 1651965 | 16664 | 1687200 | 16485 | 2167865 | 16504 | 1766097
Annaba 520 56990 492 59275 493 55765 492 58205 520 56000 492 61342,5
El-Tarf 2127 242000 | 2165 | 265000 | 2133 | 246570 | 2042 | 267408 | 2093 | 268700 | 2091,5 | 236580,5
Guelma 835 34120 837 39760 856 43755 871 47690 873 56960 873 84180
Jijel 415 18470 394 15265 352 16945 359 19819 324 26615 | 336,25 | 22831
Skikda 2214 216000 2257 | 245000 2290 | 253600 | 2386 | 259700 | 2447 | 318900 | 2448 | 368310
Souk Ahras 0 0 0 0 8 0 6 15 8 105 8 120
Tota Est 6111 567580 | 6145 | 624300 | 6132 | 616635 | 6156 | 652837 | 6265 | 727280 | 6248,8 | 773364
Total Général | 52961 5177060 | 53589 | 5842255 | 53914 | 6042635 | 54374 | 6345780 | 54760 | 7378555 | 54906 | 7523945




Annexe II : Matériels et produits utilisés

1/L es milieux de cultures:

1.1/ Les milieux solides:

1/gélose nutritif :

-extratdeviande ... 1g
-extraitdelevure ... 29
SPEPLONE. .. e 59
-chlorurede sodium.............covviiiiiiiiiiee e, 59
BH e 7,4

SPEPLONE. ..ot e 10g
-extratdeviande..........oooiii i, 1g
-Mannital........ 10g
ANACH 759
FAGA 15¢g
BB vt e 1dm?®

LB e B, 8

3/ Milieu hecktoen :

-protéase- PEPLONe ......ccovvvvrereeiie e e en e .. 129

-extraitdelevure..........coooiiiii 39
SlaCtOSE. . e 12g
S O 1 (01 < PR 129
SSAlICING. .o 29
-Citrate defer et d’ammonium....................c.coe. 1,59




Annexe II : Matériels et produits utilisés

-selshiliaires......ooo e 99
-fuchsineacide...........ccooviiii i 0, 1g

-bleu de bromothymal..............................0, 065g

FAGA 13g
-chlorurede sodium.............cooovviiiiiiiiiee e 59
-thiosulfate de sodium........ 59

BH e 7,5

4/Citrate de ssmmons:

-Citratede sodium................eeeeeee e eennnn. 1,09
-bleu de bromothymol .................ccoiiiiniin, 0,08g
-chlorurede sodium.............cooviiiiiiiiineenn 5,09
-sulfate de magnéssium...............................0,29
-hydrogénophosphate de potassium................ 1,0g

-dihydrogénophosphate d’ ammonium..............1,0g

SAGA-AGAN. 15,09
BH e 71
5/Kligler-Hajna :

SPEptone. ... 15g

-Exxtraitdeviande..................cceeiieeeenn .39

-Extraitdelevure............cooooiii 39
-Peptone pepsiquedeviande..................cceee. 59
SGlUCOSE. .. .ttt 1g



Annexe II : Matériels et produits utilisés

-Rougedephénol.............ccoooviiini e, 25mg
-chlorurede sodium.............covviiiiiiin e, 59
-Sulfateferreux..........coocovvvviiiiineneennen..0,29

-Thiosulfate de sodium.............................0,3g

1.2/ Lesmilieux liquides :

Bouillon Clarck et Lubs:

-Peptone.......oi 59
SGlUCOSE. .. .ttt e 59
-Hydrogenophosphate de potassium................ 5g.

-Eaudistillée............coooiiii U



Annexe II : Matériels et produits utilisés

2/Matérid utiliser delaboratoire:

La loupe binoculaire: a éé utilisée pour effectuer les prélévements des femelles adultes de la
cochenille noire.

Leréfrigérateur: aété utilisée pour conserver les milieux de cultures.

L’ étuve : utilisée pour I’incubation des cultures effectuer.

L’autoclave: on I’ utilise pour la stérilisation des milieux de cultures utilisé et les tubes a essai.
L e bégue benzene : utilise pour stériliser la zone de manipulation.

Centrifugeuse.

Agitateur Vortex: pour homogénéiser |les solutions.

Tubesa de 1ml.

Pipettes (1ml, 2ml, 5ml)

Pipettes pasteurs.

Portoir pour 10 tubes a .

7]



Annexe III : La préparation des différentes dilutions de I'extrait
foliaire et de broyat de la cochenille

0,1ml d’inoculum (feuille ou cochenille)

N

N—

1 ml de la dilution 1/100

\ 0.1

/lel

N

9
ml

N~

) (~——_
9
9
m
| ml
N— N—  —

1 ml de la dilution 1/1000

9
ml

N——

L

N

ml

N—

1 ml de la dilution 1/10000

ml

Dilution i
1/100 ,/0.1 /lil ) 0.1
~N
C ] ~—
— N ~—
Dilution 1iml 1ml
Iml
1/1000
M M 3
9 9 9
ml ml ml
N— Q N—
Dilution /\
1/10 000
1ml 1ml 1ml
— — N
9 9 9
ml ml ml
N~ — L/
Dilution
1/100 000 |
Im
) > —
9 9 9
ml ml ml
q N— ~

/l_\lml

N

ml

N—

9
ml

N—

Schémadela préparation desdilutions.

ml

10ml de I'eau
physiologique



Annexe IIII: Le microtome

Microtome manuel Leica RM2125RTS

Nous utilisons le microtome Leica pour réaliser des coupes de grande qualité pour un
diagnostic précis. Le microtome manuel Leica RM2125 RTS dispose des fonctions
essentielles nécessaires pour réaliser des coupes de maniére rentable et plus slire et pour

optimiser lesflux de travail.

LemicrotomelLeica

VL esdifférentes pieces du Microtome::

Le microtome Leicaavec
stabilité Power Base

Deux pas de dégrossi ssage pour
Systeme d’ orientation de 8° un travail efficace

76




Annexe IIII: Le microtome

2/Caractéristiquestechniquesdu Leica:

2-1/Information générale

*Plage de réglage de |’ épaisseur de coupe : 0,5a60 um

* Avance horizontale totale de I’ objet : 25 mm

*Course verticale de |’ objet : 59 mm

*Rétraction de |’ échantillon : MARCHE/ARRET Sens de rotation du volant du
*mouvement approximatif : sélectionnable par | utilisateur

*Qrientation de |’ objet : XY —8°

* Epaisseur de dégrossissage : 10 um, 50 um

2-2/Dimensions :

*Dimensions (L x P x H): 438 mm x 472 mm x 265 mm, 17,24” x 18,58" x 10,43"
*Poids (sans accessoires) : 29 kg, 63,9 Ibs

]



AnnexeV : Le courbe Etalon de protéine et des acides aminés

D.O 35

25 /
s /
0’5 /

0 T T T T T 1
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

concentration

L e courbe étalon de protéine.

0,45
0,4 e
0,35 /
y
0,25
/
0,15
/
0,05 /

0 T T T T 1

D.O

Concentration

L e courbe étalon des acides aminés
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