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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

2.1. Rappel sur les objectifs de I’étude

L’objectif de notre travail a été d’évaluer l'effet des huiles essentielles extraites des
zestes de deux espéces d’agrumes (le citronnier variété Eureka et 'oranger variété
Valencia Late) sur le comportement d’'un coccinellidaeaphidiphage.Les huiles
essentielles étant en général toxiques a l'état pur, nous nous sommes poseé la
guestion de savoir si de faibles doses administrées aux individus adultes ou a des
larves agées peuvent induire un effet sublétal aprés une perturbation du
comportement des individus pendant un temps d’exposition connu, en comparaison
avec des individus non traités. Nous émettons les hypothesessuivantes :

1-leffet sublétal serait accentué en fonction des concentrations et des doses
utilisées.

2-I'effet sublétal dépendrait du temps d’exposition et du type de contact (direct ou
indirect) avec les solutions huileuses.

A cet effet, les différents tests ont été réalisés dans les conditions de laboratoire sur
les durées de développement des larves ainsi que sur le nombre et la taille des
pontes.

2.2. Présentation de la zone d’étude

L’essentiel du présent travail, précisément les récoltes du matériel végétal et du
matériel botanique, a été effectué dans la wilaya de Blida au niveau de I'atlas tellien
centralentre les zones de Soumaa, Bougara, et OuledSlama qui se situentau sud est
par rapport au chef-lieu. Cette zone est & vocation agrumicole par excellenceavec un
taux de 56% de la superficie agricole utile (SAU) de Blida, soit plus de 17.000 ha. Un
taux de 61% de la surface agrumicole de la wilaya est concentré dans sa partie
Centre, soit Boufarik, Oued EI-Alleug, Chebli et Ben Khelil, connues pour la fertilité et
la qualité de leur sol. L’agrumiculture est aussi pratiquée a hauteur de 23% dans la
zone ouest de Blida (Mouzaia et El-Affroun) et & 19% dans les communes de Meftah,
Larbaéa et Bougara, (Source www.lemidi-dz.com).

Le verger choisi dans la localité de Bougara s’étend sur une superficie del.3 Ha.ll se
trouve au niveau de l'Institut National Spécialisé en Formation Professionnelle de
Bougara (I.N.S.F.P), qui se situe a 25 Km du chef-lieu de la wilaya de Blida. |l
regroupe environ 330 arbres d’orangers ageés de 7 ans de différentes variétés greffés
sur Bigaradier. Le verger de citronnier de OuledSlama appartient a un exploitant
privé tandis que le verger de Soumaa se trouve au nhiveau de la station
expéerimentale de I'Université de Blida.

La zone d’étude se distribue dans I'étage subhumide a hiver doux, elle est soumise a
un climat de type méditerranéen. Néanmoins, entre les mois de février a juin de
lannée d'étude 2019, nous avons assisté a une variation accentuée des
températures et de la pluviométrie pendant la période printano estivale. Cette
derniere a été caractérisée par une alternance de périodes tres courtes
d’augmentation et de diminution brusque des températures de saison accompagnée
de pluies orageuses, notamment en avril.
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Fig.10 : Les trois stations d’études sur Google Maps (Anonyme, 2019).
2.3. Méthodologie utilisée sur le terrain pour la récolte des coccinelles

La récolte des coccinelles a été faite durant le mois de mars au niveau du verger de
Bougara et au niveau de différentes strates végétales de la faculté SNV a l'université
Saad Dahlebde Blida.

Les insectes ont été échantillonnés en utilisant la chasse a vue etle parapluie
japonais, sont les méthodes choisies dans toutes les stations et toutes les strates de
la végétation. Il est recommandé dans ces méthodes d'éviter les jours de vents.

2.3.1. Chasse a vue classique

BN by

Cette méthode consiste a échantillonner a vue plusieurs fois par semaine les
coccinelles aphidiphages rencontrées aléatoirement soit au niveau du sol, dans la
strate herbacée ou arborescente.La récolte s'étale durant toute la période allant du
mois de mars 2019 au mois de Mai 2019. Les individus récoltés a différents stades
de développement sont mis dans des flacons sur lesquels sont mentionnés la date et
le stade de développement (figure 10).

Fig.11 : La récolte des coccinelles par la méthode de chasse a vue (original, 2019).
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2.3.2. Le parapluie japonais

Le parapluie japonais (figure 11) sert a capturer les insectes ou autres arthropodes
qui vivent sur les branches des arbres et qui sont le plus souvent cachés a la vue par
la végeétation. Les espéces ciblées sont des chenilles, des punaises, des
coléoptéres, des perce-oreilles, des araignées, etc.

Fig.12: La récolte des coccinelles par la méthode du parapluie japonais

Le nombre total de récoltes des coccinelles est résumé comme suit : Deux especes
sont prises en considération (Adoniavariegata et Coccinellaalgerica).(Tableau 5)

Tableau 5 : les dates de la récolte des coccinelles.

Nombre de

Date de (,:occ[nelles Lieu de récolte

récolt récoltés (tout

ecotte stade confondu)

21-03-2019 50 Verger de Bougara (INFSP)
15-04-2019 7 Bougara (INFSP)
13-05-2019 13 Bougara (INFSP)
03-06-2019 30 Saad Dahleb Blida (station expérimentale et arbustes

d’ornement au niveau de la faculté

2.4. Méthodologies adoptées au laboratoire:

Les coccinelles aphidiphages récoltées de terrain a différents stades ont été mises
en élevage dans des boites de pétri au niveau de laboratoire de zoologie. La
descendance obtenue a fait 'objet des différents essais de traitements a base des
solutions d’huiles préalablement formulées. Les coccinelles utilisées proviennent en
totalité de récoltes réalisées dans les vergers d’agrumes et a partir de diverses
plantes herbacées spontanées et arbustives notamment le laurier rose.

2.4.1. Elevage des coccinelles au laboratoire :

L’élevage de C. algerica a été réalisé au niveau de laboratoire de zoologie du
département des Biotechnologies de la Faculté des Sciences de la Nature et de la
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Vie (Université de Blidal).Dans un premier temps, les coccinelles au nombre d’'une
cinquantaine d’individus sont mis en masse dans une boite en plastique avec une
alimentation aphidienne et des fleurs fraichement récoltées pour assurer un
complément nutritif a base du pollen. Puis, les couples de coccinelles obtenus ont
été répartis dansdes flacons en polystyréne étanche de 5.5 cm diametre, dotés d’un
bouchon de fermeture rapide avec des petits trous pour la ventilation (figure 12), a
raison d’un couple de coccinelles parflacon.

Dans chaque flacon, une quantité suffisante en pucerons est ajoutée
guotidiennement pour stimuler les accouplements et les pontes. Au bout de 3-4 jours,
les males sont retirés puis dés l'obtention des pontes, les ceufs sont transférés
délicatement a I'aide d’'un pinceau fin, vers d’autres boites de pétri afin de permettre
'éclosion des larves. Les jeunes larves nouvellement écloses sont recueillies
individuellement dans d’autres boites de pétri (figure 13). Chaque larveest observée
durant tout le temps de sa croissance pré-imaginale en présence d'une abondante
nourriture (pucerons seulement) pourévaluer les durées des différents stades de

développement.

Fig.13 : Flacons en polystyréne utilisés pour la collecte des coccinelles (original,
2019).

Fig.14 : Elevage des coccinelles dans les boites de pétri et les flacons (original,
2019).

Les coccinelles C. algericaont été alimentées chaque jour de pucerons verts des
agrumes en introduisant des feuilles d’agrumes infestées et fraichement prélevées
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soit du verger expérimental d’agrumes du département des biotechnologies soit du
verger d’agrumes de 'INSFP de Bougara.

Ainsi, nous observons pour chaque différent stade de développement de I'ceuf a
I'adulte le nombre de mues larvaires des 4 stades ainsi que les durées (en jours) de
chaque stade biologique dans les conditions de laboratoire.

Pendant toute la durée de I'levage, lesindividus de coccinelles consomment des
pucerons pour assurer leur croissance. Lorsque les larves muent au stade L3, nous
avons appliqué le traitement a base des solutions d’huiles essentielles formulées
pour étudier leur effet sur la croissance des larves. Les adultes de la 1° descendance
ont servi aux tests de fécondité ainsi qu’au test de répulsion. D’autres individus
adultes ont été utilisés pour estimer la toxicité des deux huiles essentielles utilisées

2.4.2. Méthodologie d’extraction des huiles essentielles

Les fruits d’oranger et de citronnier ont été récoltés au stade de maturation au niveau
du verger d’OuledSlama (figure 14) au mois de mars et mai 2019, respectivement.
L’extraction des huiles essentielles a été faite a partir des zestes a I'état frais dans
les 3 jours qui suivent la récolte des fruits.

by

L’extraction a été réalisée par hydrodistillation a l'aide d’'un dispositif de type
Clevenger. Avant I'emploi, 'appareil a été nettoyé a I'éthanol puis rincé a l'eau
distillée afin d’éliminer les poussiéres et les graisses probablement présentes dans
'appareil afin d’éviter toute contamination de I'huile au cours de I'extraction.

L’hydrodistillation ou entrainement a la vapeur, est une technique d’extraction dans
laquelle le solvant est I'eau. Le principe consiste a porter a ébullition dans un ballon
un mélange d’eau et de matériel végétal dont on souhaite extraire I'huile essentielle.
Les cellules végétales éclatent et liberent les molécules odorantes, lesquelles sont
alors entrainées par la vapeur d’eau créée. Elles passent par un réfrigérant a eau ou
elles sont condensées, puis sont récupérées dans un récipient.

Fig.15 : Récolte des fruits d’agrumes du verger de OuledSlama (Blida) (original,
2019).
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Les fruits ont été d'abord soigneusement lavés pour les débarrasser de la
poussiereL’huile essentielle est contenue dans I'’écorce, donc on commence par
peler lesfruits de citron et d’'orange pour ne récupérer que I'écorce.

On coupe I'écorce en petits morceaux afin d’en obtenir des zestes. On dispose le
tout dans un ballon a raison de 100 g de matériel végétal frais et 700 ml d’eau
distillée. Cet ensemble est porté a ébullition suivant un dispositif d’extraction pendant
une heure et 30 minutes et les huiles essentielles sont entrainées a la vapeur d’eau
(figure 15 a a d).

Aprés condensation et liquéfaction, I'’huile surmontant 'eau est séparée de I'eau, puis
séchée par congélation. Aprés extraction, le volume d’huile essentielle obtenu a été
mesuré puis conservé dans un flacon en verre fumé.

Le flacon a été couvert d’'un papier aluminium a I'abri de la lumiére puis conservé a
5°c au réfrigérateur jusqu'a son usage pour les tests biologiques.
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\‘ -
- -

Fig. 16: Etapes d’extraction des huiles essentielles étudiées (original, 2019).

24.3. Essai de formulation de [I’huile essentielle d’oranger par
microencapsulation

Les huiles peuvent s'altérer pendant leur stockage avant utilisation. L'altération peut
étre physique et/ou chimique. L'encapsulation est un procédé potentiellement
bénéfique pour leur protection et leur bonne conservation (MADENE et al., 2006).

La microencapsulation consiste a construire une barriére fonctionnelle entre le noyau
(huile) et le matériau de membrane pour éviter les réactions chimiques et physiques,
et maintenir leurs propriétés biologiques, fonctionnelles et physicochimiques. La
microencapsulation a la capacité de protéger I'huile contre I'oxydation, et d’améliorer
la thermostabilité, par conséquent la durée de conservation des huiles. En outre, elle
peut également étre utile pour prévenir la volatilité et la libération des huiles
essentielles. Les étapes de préparation des microcapsules de I'HE du zeste
d’oranger sont résumées dans la figure 17.
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1g Algi + | d _ -
d;':]sti”égmate + 0 m O%g;u Le mélange est agité sur On prend 1ml de HE + 10ml d’éthanol
d’azidedesodium e pour diluer I'huile

agitateur pendant 3heures

on ajoute 20ml d’alginate
préparé sur l'agitateur et 5ml
d’huile diluée par petites
gouttes pendant 10 mn

Préparation de milieu qui va solidifier le mélange précédent par 2,5g de
CaCl2 + 50ml d’eau distillée sur I'agitateur

Finalement, le mélange d’huile
et l'alginate est prélevé avec
une seringue pour faciliter la
formation des microcapsules

Formation de premieres Miccrocapsules obtenues aprés 2h
microcapsules

Fig. 17 : Microencapsulationdes HE d’oranger (original, d’aprés Lopezet al. (2012) modifié.
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2.4.4. Préparation desformulations et des doses des huiles
essentielles d’oranger et de citronnier

Un test de toxicité a été effectué au préalable sur des coccinelles adultes pour
vérifier I'effet de toxicité des deux huiles essentielles utilisées a I'état pur. Nous
avons préparé au laboratoire, des dilutions a partir des solutions huileuses
formulées. Pour cela, nous avons choisi deux formulations pour l'huile essentielle
d’oranger (1% et 5%) et trois formulations pour I'huile essentielle de citronnier (1%,
3% et 5%). A la base, un volume fixe de 5 ml de mélange (HE+Tween 80/eau
distillée) est utilisé pour les différentes dilutions. Lesdifférentesétapes se succedent
comme suit

-On va préparer le solvant : 3g de Tween 80 + 100 ml de I'eau distillée(figure 17):

1-L’eau distillé (100 ml) 2-Tween 80

3-Le solvant préparé a base de 3g de tween 80 et I'eau distillée

Concernant 'HE d’oranger, nous avons dilué la solution mére formulée (SF) & 25%
en deux doses (figures 18):

e Dose 1:4ml SF +1ml de (Tween 80+eau distillée).
e Dose2:2,5ml D1+ 2,5ml de (Tween 80+eau distillée).

Concernant 'HE de citronnier, on a choisi 3 formulations : 1%,3% et 5%. Pour la
formulation a 1 % : on a ajouté 50 pl de HE + 4950 pL de (Tween 80+eau
distillé).Pour la formulation a 3 % : on a ajouté 150 pl de HE + 4850 pL de (Tween
80+eau distillé).Pour la formulation a 1 5 % : on a ajouté 250 ul de HE + 4750 pL de
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(tween+eau distillée), (figure 19). Pour diluer les 3 formulations, on va prendre quatre
doses suivantes pour chaque formulation :

Dose 1 : 0.5 ml de solution mere + 4.5 ml de I'eau distillée.
Dose 2 : 1ml de solution mére + 4ml de I'eau distillée.
Dose 3 : 1ml solution mére + 8 ml de 'eau distillée.

Dose 4 : 1 ml solution mére + 12 de I'eau distillé.

Fig. 18 : Préparation des dilutions D1 et D2 a partir de la solution mére formulée de I'He
d’orange (original, 2019).

1-On ajoute I'He avec le 2-On mélange les solutions 3-les 3 formulations des
solvantpour formulées par le Vortex. solutions huileuses
préparer les 3 formulations a part obtenues (F1, F2, F3)

de la S.M.

1- On va préparer la dilution de chaque dose, la solution obtenue est mélangée au Vortex
2-Nous obtenons les 4 dilutions (D1, D2, D3, D4) de chaque formulation (F1, F2 et F3)

Fig. 19 : Préparation des formulations et des dilutions a partir de la SMF formulée de I'He
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de citronnier.

2.4.5. Evaluation de la toxicité des Huiles essentielles de I’oranger et
ducitronnier

Un volume de 20 microlitre d’He pure de zeste d’orangerde zeste de citronniera été
répandue uniformément sur une feuille de laurier infestée par le puceron jaune
(Aphisnerii) a I'aide d'un mini-pulvérisateur manuel, chaque feuille infestée traitée a
été minutieusement placé dans une boite de Pétripuis on introduit un adulte de la
coccinelle aphidiphage(figure 20). Des observations continues ont été réalisées
régulierement pendant 2 heures.

1-Bouton flloral de laurier infesté 2-On disposedes puceronsa l'aide
par le puceron AphisNerii d’un pinceau sur des feuilles de
laurier non infestées.
\
/-

. &

4- On ajoute les adultes d’A.
variegatadans les boites de pétri

3- On pulvérise les feuilles
infestées par I’'He pur de deux
especes d’agrumes

| o

i

Fig. 20 : Etapes de l'essai pour I'évaluation de la toxicité des huiles essentielles de
zeste d’agrumes étudiées.

2.4.6. Etude de I'effet répulsif des Huiles essentielles de citronnier et d’oranger
sur les adultes d’A. variegata :

Les individus d’A. variegata sont issus de nymphes récoltées sur le feuillage du
laurier rose ou récoltés a proximité de colonies du puceron du laurier rose A. nerii au
niveau de plants d’ornement situés a la faculté SNV. Nous avons utilisé 36 adultes
de coccinelles tout sexe confondu,a raison de 3 adultes pour chaque dose décrite
précédemment. On a utilisé des boites de pétri compartimentées : un compartiment
pour le témoin et le deuxieme compartiment pour I’essai de traitement. On dispose
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dans chaque compartiment un demi disque de papier filtre imbibé de solution de
traitement et d’eau distillée, a raison d’'un volume de 400 microlitre par demi disque
(figure 21). L'observation de l'effet répulsif des solutions d’huile diluées est faite
pendant une heure et 30 minutes, ou on enregistre le nombre total d’adultes se
trouvant dans un compartiment considéré a un intervalle de 15 mn.

b f:a;f . pZ

b b 1-Boite de pétri compartimentée en 2
parties.

2- On imbibe le papier filtre par les
solutions de traitement d‘une part et
'eau distillée d’autre part.

3-On utilise 4 doses d1, d2, d3 et d4
pour chaque formulation : 1%,3%,5%.

@
W

, 4- On dispose un adulte sur le milieu

D de la boite avant chaque application.

v W L’'observation de l'effet répulsif se fait

— pendant 90 mn avec un intervalle de
P notation de 15 mn

Fig. 21 : Etapes de préparation pour I'évaluation de I'effet répulsif d’A. variegata

(Original, 2019)
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2.4.7. Essais de traitements a base des solutions d’HE formulées au
laboratoire

Les différents essais de traitement ont été testées selon 2 méthodes : par inhalation
du biproduit et par ingestion de la nourriture aphidienne traitée.

2.4.7.1.Essais de traitements par inhalation

Cette méthode a été appliquée sur les larves de Coccinellaalgerica de stade L3 par
les solutions formulées d’He d’oranger, pour étudier I'effet sur la croissance des
larves. Les larves utilisées sont gées entre 24h et 48h aprés la 2° mue larvaire. Un
nombre delO larvesa été considéré pour chaque dose (D1 :80%, D2 :50%), et 6
larves pour le témoin (Tween 80+eau distillée).

Nous avons utilisé des morceaux de papier filtre de l1cm carrégue nous avons
imprégné chacun par 10 microlitre de chaque dose préparée. Les différents papiers
filtre sont mis a sécher pendant 5 mn a température ambiante puis sont enroulées et
introduits séparément dans un eppendorf dont le couvercle a été perforé. Chaque
eppendorf est disposé dans une boite de pétricontenant une larve L3 de C. algerica
(figure 22 A a D).

A B C D E

Fig. 22 : Etapes de préparation de I'essai de traitement par inhalation

2.4.7.2. Essais de traitements par ingestion

Cette méthode a été appliquée sur les adultes de C. algericapar les solutions
huileuses d’He de 'oranger et de citronnier formulées pour étudier leur effet sur la
fécondité.

De jeunes feuilles de laurier non infestées ainsi que des pucerons de I'espéce
Aphisnerii (le puceron du laurier rose) récoltés de feuilles et rameaux avec boutons
floraux infestées ont été considérées quotidiennement durant la période de I'essai.

Un volume suffisant de chaque dilution préparée a été pulvérisé sur une feuille
d’agrume infestée par le puceron vert des agrumes (Aphisspiraecola) a I'aide d'un
mini-pulvérisateur manuel, de maniere a imbiber toute la surface foliare, chaque
feuille infestée traité ou non traité (témoin: avec I'eau distillée + le tween80) a été
minutieusement placé a l'aide d’une pince fine dans une boite de Pétri (figure 23).
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Le suivi a été realisé régulierement pendant 15 jours apres le traitement. On prend 5
adultes pour chaque dose et 3 adultes pour le témoin. Nous avons utilisé les doses
et les dilutions préparées et décrites précédemment a savoir deux doses pour I’'He du
zeste de l'oranger et quatre doses pour I'He du zeste de citronnier. Les adultes
femelles son agées de 2 a 3 jours aprés leur émergence, les individus sont
dispensés de nourriture pendant 24h juste avant I'application des traitements.

' Ld

“u

1-On prend 5 jeunes feuilles de laurier ~ 2-On pulvérise les feuilles par les solutions.
rose pour chaque dose et 3 feuilles On laisse sécher pendant 5 mn
pour le témoin.

3-On dispose des pucerons du laurier  4- Puis, on remet les feuilles dans les boites
sur les feuilles de laurier a I'aide d’un de pétri auxquelles on rajoute les adultes
pinceau.

Fig. 23 : Etapes de préparation de I'essai de traitement par ingestion

2.5. Parameétres étudiés
2.5.1. Evaluation du rendement en huiles essentielles extraites des zestes:

Le rendement en huiles essentielles est le rapport entre le poids d’huile essentielle
extraite et le poids de la masse du matériel végétal utilisé.

Le rendement est exprimé en pourcentage (%) (NDOYE FOE et al., 2016). Il est
calculé par la formule:

[ R%=PHe/Pmv }
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e R:le rendement en huiles essentielles (%).
e PHe: poids d’huile essentielle extraite (g).
e Pmv: poids de matériel végétal utilisé.(g)

La différence comparative entre les deux rendements a été analysée par les tests de
Wicoxon et de Monte Carlo (Past, vers. 9.1).

2.5.2. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles étudiées

L’évaluation de la toxicité des HE des zestes d’oranger et de citronnier est calculée
sur la base du rapport du nombre d’individus morts aprés 2h d’exposition sur le
nombre d’individus total traités et par rapport aux témoins non traités, le tout est
rapporté en pourcentage.

2.5.3. Evaluation du taux de répulsion des huiles essentielles étudiées
Le pourcentage de répulsion(PR) est calculé comme suit :
PR (%)= [(Nh20-Nhe) / (Nh20+Nhe)] x100 d’aprés NERIO et al. (2009)

ou Nh2o représente le nombre de coccinelles présentes sur le demi-disque imbibé
d’eau distillée et Nhe le nombre de coccinelles présentes sur le demi-disque traité
avec la solution d’huile essentielle formulée et diluée aux différentes doses pour
chaque formulation.

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile est calculé et attribué a 'une
desdifférentes classes de pourcentages de répulsion variant de 0 a V (MC DONALD
et al, 1970),

Classe 0 PR = 0,1% Trés faiblement répulsif
Classe 1 0,1% < PR =< 20% Faiblement répulsif
Classe Il 20% < PR = 40% Modérément répulsif
Classe Il 40% < PR < 60% Moyennement répulsif
Classe IV 60% < PR < 80% Reépulsif

Classe V 80% < PR £ 100% Trés répulsif

Les taux de répulsion respectifs enregistrés aux différents intervalles temporels pris
en considération ont fait 'objet d’'une analyse de variance sans interaction (ANOVA,
modéle linéaire général, Systat vers. 12).

2.5.4.Evaluation des effets par inhalation et par ingestion des huiles
essentielles étudiées

Les huiles essentielles ont des effets toxiques sur les insectes on générale soit par
inhalation ou par ingestion elles se présents un risque de toxicité sur la faune
auxiliaires, dans ce travail on a essayé de voir I'effet subletal des huile essentiel de
citronnier et d’'oranger formulée a des faibles dose.
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On peut voir également que les traitements par ingestion ont provoqué une réduction
du nombre d’ceufs pondus et desperturbationsparaport I'effet par inhalation.
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3.1. Résultats des durées de développement de C. algericadans les conditions
d’élevage au laboratoire

Les femelles adultes de C. algerica qui se sont accouplées pondent des ceufs ovales,
de couleur jaune-orange, mesurant 1a 2 mm lls sont souvent regroupés et le nombre
d’ceufs par ponte est variable. D’aprés nos observations, I'éclosion des ceufs dure en
moyenne 6 a 8 jours, le développement larvaire dure 10 a 12 jours alors que la
nymphose a duré de 9,4 a 10 jours.

Les durées des différents stades enregistrées au cours de nos observations se
rapprochent de ceux de Bendar et Bakari (2015) qui ont étudié également le
développement de C. algerica au laboratoire. Ces auteurs ont noté des durées
respectives de 6,6 + 1,14 jrs du stade L1 au stade L2 ; 6,8 jours = 1,30 jours du stade
L2 au stade L3 ; 5,4 £ 0,54 jours et 9,4 + 1,14 jours du stade L3 au stade L4 (figure
24).

Durée inter stades (jrs)|

12
10 T
2
S 8
S
w 6 -
\(‘D
2 4 -
a

0 T T 1
L1alL2 L2alL3 L3 a4 L4 Nymphe
Stades de développement

Fig.24 : Durées des stades de développement de C. algerica au laboratoire (d’aprés
Bendar et Bakari, 2015).

La durée totale du développement larvaire enregistrée par ces mémes auteurs parait
similaire a celle qui a été trouvée pendant notre expérimentation en plus de la durée
des éclosions des ceufs soit 18 jours.

D’aprés Rahmouni et al. (2017), la durée moyenne du développement larvaire de C.
algerica sous serre est de 18 jours (a 20°c- 27°c et 65 a 70% d’humidité relative) et
de 11 jours au laboratoire une température variant entre 25°C et 30°C et une
humidité relative de 65% a 75%.

D’apres les mémes auteurs, les différences de durée du développement sont les plus
marquées pour les L2 et L3 selon les apports alimentaires disponibles.
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3.2. Rendements obtenus en huiles essentielles

Le rendement d’extraction en huile essentielle des deux plantes étudiées exprimés
en pourcentage de poids par rapport a I'écorce des fruits, est de 0.15% pour I'He
d’orange (fruits matures) et de 0.061% pour I’'He de citronnier (fruits verts).

Selon Bouhali (2015), le zeste frais de C. sinensis donne un rendement plus élevé
d’HE que le zeste sec (respectivement 0.50£0.01% et 0.391£0.09%). Le rendement
d’extraction du zeste frais trouvé par Bendar et Bakari (2015) est de 0,733. Des
rendements significativement élevés sont obtenus par Bousbia (2011) lors de
I'hydrodistillation des écorces de C. sinensis. Var. Valencia (1.1%)

D’aprés Himed et al., (2016), le rendement des huiles essentielles est influencé par
le mode d’extraction en comparant les rendements obtenus par les méthodes
d’hydrodistillation et de pression a froid.

Ben Miri et al.,(2018) et Djenane.(2015) ont trouvé des valeurs de 0,62% et 0,70%
respectivement avec I’'HE de I'écorce de citron frais de la variété Eureka. Notons que
les teneurs en HE obtenues dans notre cas sont bien en dessous des différentes
teneurs en HE rapportés par ces auteurs Cette différence peut étre due a différents
facteurs intrinséques a la plante et surtout d’autres paramétres tels la période de la
récolte, le climat, la variété, son degré de fraicheur et des facteurs liés a
I'expérimentation selon (Djenane, 2015).

3.3. Formulation de I'huile essentielle d’oranger par microencapsulation

L’objectif de I'encapsulation est de préserver la stabilité des composés bioactifs
pendant le traitement et le stockage, et ralentir les processus de dégradation telle
'oxydation ou l'hydrolyse jusqu'a ce que le produit soit libéré aux sites désirés
(MCCLEMENTS et LESMES, 2009). D’apres DESAI et PARK, (2005),
I'encapsulation a un bénéfice pour la modification des caractéristiques physiques du
produit original pour faciliter sa manipulation,aider a séparer les composants du
mélange qui réagirait autrement entre eux et pour fournir une concentration adéquate
et une dispersion uniforme d'un agent actif.

Les propriétés des produits encapsulés dépendent en grande partie de la taille de la
capsule, des matériaux d’enrobage, des ingrédients actifs et des techniques de
production (Abdellaoui, 2018).

Le diamétre moyen obtenu aprés séchage des microcapsules conservées a l'abri de
la lumiére se stabilise apres 15 jours. A la fin de la préparation de la formulation les
capsules avaient un diametre de 10mm. Ce dernier atteint un diametre de 0,95 mm
au bout d’'une semaine et il se stabilise aprés 2 semaines avec un diameétre de 0,92
mm en moyenne (tableau 6, figure 25).
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Tableau 6 : Diametres de microcapsules mesurés selon le temps de séchage.

Semaines Diamétre moyen (N=10 mirocapsules)
1 semaine 0,95 mm
2 semaines 0,92 mm

Fig.25 : Microcapsules de 'HE du zeste d’oranger observées a la loupe binoculaire

3.4. Etude de la toxicité des huiles essentielles étudiées

(a gauche) etaumicroscope (a droite).

Les deux huiles essentielles appliquées a I'état pure directement sur les feuilles
infestées de pucerons ont conduit a la mortalité non seulement des pucerons mais
aussi des coccinelles prédatrices C. algerica.

Nous avons observé un effet de choc sur les aphides, qui a été atteint des la
premiére demi-heure aprées I'application. Concernant les adultes de C. algerica, nous
avons constaté différents comportements suivis par la mortalité des individus (tab.7.a

et 7b).

Tableau .7a. Effet de I'huile essentielle pure de zeste d’oranger sur les adultes de C.
algerica. (T1 a T4 correspondent aux différents temps d’observation aprés
traitement : 15mn, 30mn, 45mn, 1 heure).

Adulte T1 T2 T3 T4
Al Crise crise Crise Mort
A2 Crise crise Crise Mort
A3 Crise crise Mort Mort
A4 Mort mort Mort Mort
A5 Crise crise Crise Mort
Toxicité % 20 20 40 100

L’effet de choc de 'huile essentielle pure d’oranger s’est manifesté en moyenne a
partir de 45 mn apres le contact par ingestion du bioproduit (tab.7.a).
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De la méme maniere, I'effet de I'huile essentielle pure de citronnier apparait en
moyenne d’aprés nos observations au bout de 30 mn et peut s’étendre jusqu'a 1
heure apres application, temps aprés lequel nous avons obtenu 100% de mortalité
(Tab. 7.b).

Tableau 7b. Effet de I'huile essentielle pure de citronnier sur les adultes de C.
algerica.Aux différents temps d’observation apres traitement.

Adulte 10 min 20 min 30 min 1h
Al Crise mort Mort Mort
A2 Mort mort Mort Mort
A3 Crise crise Mort Mort
A4 Crise Crise Crise Mort
A5 Crise Crise Crise Mort
Toxicité % |20 40 60 100

Aprés 1 heure d’exposition, tous les individus testés sont morts confirmant la toxicité
huiles essentielles pures étudiées. En effet, nous avons constaté une mortalité de
100% (tableau 7a et b, figure 26).

Fig.26. Adulte de C.algerica et individus du puceron A. nerii aprés application de
I'huile essentielle pure.

3.5. Etude de I'effet des traitements a base des solutions formulées des huiles
essentielles étudiées sur la durée de développement larvaire.

3.5.1. Effet de I’huile essentielle d’oranger par inhalation sur les larves de C.
algerica:

Les larves de C. algerica ayant été traitées par inhalation des solutions d’huiles
essentielles d’oranger se sont développées en larves L4 au bout d’'un intervalle de 5
a 7 jours (6 jours en moyenne).
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Les nymphes apparaissent entre 7 et 14 jours (7 jours en moyenne) et les adultes
entre 13 et 15 jours (14 jours en moyenne) (figure nombre d’individus L3 ayant atteint
les différents stadesL4, nymphe et adulte est faible par rapport au nombre total
d’individus observé, (26 larves L3) apres inhalation du bioproduit (figure 27).
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Fig. 27 : Durée de développement des L3 de C. algerica sous I'effet de I'application
de 'HE d’oranger par inhalation (N= 26 L3).

3.5.2. Effet de I'huile essentielle d’oranger par ingestion sur la fécondité des
adultes deC. algerica etA. variegata

Le nombre de ponte des coccinelles C. algerica et A. variegata ayant ingéré des
pucerons traités est négligeable a nul comparativement au témoin non traité (tableau
8).

Tableau 8 :Fécondité desdeux especes de coccinelles étudiées sous I'effet des HE
formulées de I'oranger au laboratoire.

Especes de Nombre Nombre total

Coccinelles d’'individu  Total Pontes  d’ceufs/ponte
S

C. algerica 50 4 54

C.algerica traités 20 0 0

Adoniavariegata 20 3 30

Adoniavariegata traités 30 1 apres 7jrs 5

d’accouplemen
t
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Il est de 4 pontes avec un nombre d’ceufs pondus par ponte de 13,5 ceufs en
moyenne chez C. algerica. Chez les femelles d’A. variegata , le nombre de pontes
obtenues chez les individus témoins est de 3 pontes a raison de 10 ceufs en
moyenne par ponte. Par contre, il 'y a aucune ponte de C. algerica observée pour
les adultes traités par ingestion des différentes doses d’huiles formulées, les femelles
d’A. variegata traitées pondent une seul fois aprés 7 jours d’accouplement (tableau
8).

3.6. Etude de I'effet répulsif des solutions huileuses des zestes d’oranger et de
citronnier

3.6.1. Etude de I'effet répulsif des solutions huileuses des zestes du citronnier

Les pourcentages de répulsion des solutions d’'HE formulées et diluées du zeste de
citronnier sont représentés dans les figures 28, 29 et 30.

mD1(1%) ®D2(1%) =D3(1%) ®D4(1%)  HE citronnier
120

100 -

(o)
o

N
o

Taux de répulsion %
N (o)
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o
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Tl T2 T3 T4 T5 T6
Temps d'observation

Fig. 28 :Evolution du taux de répulsion temporelde 'HE formulé a 1% du citronnier
sur lesadultes d’A. variegata au laboratoire.

On peut constater d’aprés la figure 28 :

-Un taux de répulsionstable(30%)pour les 4 dosesaux temps T1 et T4,

-Les résultats sont stablesau temps T2sauf pour la 4 *"dose

-Au temps T5, le taux de répulsion & D1 et D3 est stable (30%) il augmente avec D2
et D4 a 100%.
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L’effet temporel de répulsion de 'HE formulée du citronnier a 3% est donné dans la
figure 29.
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Fig.29 :Evolution du taux de répulsion temporel de 'HE formulé a 3% du citronnier
sur les adultes d’A. variegata au laboratoire.

Pour la formulation de 3% les 4 doses sont stables pour T1 et T5, pour le T4 et T3
les 3 doses sont stables mais la D3 est de 100%, et au tempsT2, I'effet répulsif des
doses D2 et D3 est de 30% , I'effet répulsif des doses Dlet D4 augmente a 100%.

L’effet temporel de répulsion de 'HE formulée du citronnier a 3% est donné dans la
figure 30.
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Fig.30 :Evolution du taux de répulsion temporel de 'HE formulé a 5% du citronnier
sur les adultes d’A. variegata au laboratoire.
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La comparaison des effets des 4 doses sur le taux de répulsion montre qu’au
tempsT6 la répulsion se stabilise a 30%.Aux temps T1, T4 et T5, les doses D1 etD4
induisent 100% de répulsion.L’effet répulsif sous I'effet de la dose D2 de 100% est
observé aux temps T2, T3 et T5. Au temps T6 il reste stable sous I'effet de toutes les
doses (figure 30).

3.6.2. Etude de I'effet répulsif des solutions huileuses des zestes de I’oranger

Les pourcentages de répulsion des solutions d’'HE formulées et diluées du zeste de
citronnier sont représentés dans la figures 31.
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Fig .31 : Evolution de taux de répulsion temporelle des adultes pour les 3
formulations d’huile d’orange.

Plus précisément, on constate que le taux de répulsion des coccinelles avec le
traitement d’huile formulée et diluée d’'orange est de 100% les HE formulées a 5%,
3% et 1% aux temps T1, T5 et T6. De méme, la dose formulée a 3% a induit un effet
similaire au temps T2.

3.6.3. Classes de répulsion des solutions huileuses des zestes de I’oranger et
du citronnier

41



Résultats et discussion générale

Aprés une durée d’exposition de 90 mn aux solutions huileuses par effet d’inhalation,
nous avons établi et classé les taux moyens de répulsion selon(MC DONALD et al.,
1970) (tableau 9 a et b).

Tableau 9a: Classes de répulsion des doses et des dilutions des solutions huileuses
formulées du zeste d’oranger.

Dose % \ Classe de répulsion

SM (HE 25 %) Répulsif

D1 (5%) faiblement répulsif
D2 (1,14%) trés faiblement répulsif

Tableau 9b: Classes de répulsion des doses et des dilutions des solutions huileuses
formulées du zeste de citronnier.

Formulation | doses % classe de répulsion
D1 100% Modérément répulsif
D275% Trés faiblement répulsif

F1 (1%) 32520% Tr(:as fa?blement rcji'puls?f

5% Tres faiblement répulsif

D1 100% Trés faiblement répulsif
D275% faiblement répulsif

F2 (3%) D350% moyennement répulsif
D4 25% Tres faiblement répulsif
D1 100% Répulsif

F3 (5%) D275% faiblement répulsif
D350% faiblement répulsif
D4 25% Tres faiblement répulsif

De maniere globale, les solutions huileuses formulées sont répulsives aussi bien en
ce qui concerne l'huile essentielle de l'oranger formulée a 25% que pour I'huile
essentielle de citronnier formulée a 5% a la dose D1 (100%) (Tableau 9 a et b). Les
autres doses et dilutions ont manifesté une répulsion faible a trés faible a 'égard des
adultes d’A. variegata. Par contre, d’aprés nos observations, I'huile essentielle du
zeste de citronnier Eureka formulée a 1%a manifesté un effet modéré a la dose D1
(100%), alors que la méme huile formulée a 3% a engendré un effet répulsif moyen a
la dose de 50% (tableau 9b).
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3.6.4. Analyse comparative des effets répulsifs des solutions huileuses
étudiées a I’égard d’A. variegata

L’analyse de la variance sans interactions entre facteurs, nous a permis d’évaluer
I'effet de la formulation huileuse testée, des doses et du temps d’exposition sur les
variations des effets répulsifs des deux HE étudiées a I'égard de la coccinelle
aphidiphageAdoniavariegata (tableau 10 et figure 32).
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Fig. 32 :Analyse comparative de I'effet de répulsion des huiles
essentiellesétudiées(ANOVA, GLM, Systat vers.12).

Nous remarquons que de I'HE de citronnier formulée a 5% a induit un effet répulsif
plus élevé que celui de la méme huile formulée respectivement a 3% et a 1%. Les
dilutions D1 et D4 manifestent une répulsion plus élevée. L’effet répulsif de I'huile
formulée augmente par ailleurs en fonction du temps d’exposition jusqu’a 45 mn
apres application du biproduit (figure 32).

La différence est marginalement significative (p= 0,078, F ratio= 2,77) pour le acteur
facteur formulation d’aprés nos résultats (tableau 10). Cependant, les effets répulsifs
semblent similaires sous l'effet des facteurs doses et temps d’exposition pusque
nous n’avons pas enregistré de différences significatives (P> 5%, tableau 10).

Tableau 10 :Résultats de I'analyse de variance (ANOVA) sans interactions relatifs a
la comparaison des taux de répulsion des solutions huileuses étudiées (Modele
GLM, Systat. Vers. 12).

P=10,078
Formulation | 4 815,296 2 2 407,648 2,577 (différence
marginale)
Dose 3 704,074 3 1234,691| 1,322 P= 0,268 NS
Temps 3 704,074 5 740,815 0,793 P=0,556NS
Erreur 191 500,630 205 934,149
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3.7. Discussion générale :

Nous avons appréhendé dans le présent travail I'étude des effets de I'application
d’'un traitement biologique a base d’huiles essentielles extraites des pelures de
citronnier et d’oranger sur la répulsion, la croissance et la fécondité d’'un modéle de
coccinellidae aphidiphage.

L’hypothése de notre recherche était fondée sur la question de savoir si les
applications des doses sélectionnées des He étudiées avaient un effet sublétal sur
cette espéce aphidiphage.

Les huiles essentielles se présentent généralement sous forme de mélanges
complexe dont il est nécésssaire de connaitre avec précision avec la composition
avant toute étape de valorisation la caractérisation d’'une huile essentielle est une
opération indispensable lorsque lI'on souhaite la controler,lacommercialisation,ou
mettre en évidence son éventuelle spécificité un examen systématique des
découvertes phytochimiques répertoriées,en utilisant la base de données
NAPRALERT (Natural products Alert Database),révéle que seulement 2 a 5% des
espéces végétales ont été examinées en détail d’'un point de vue phytochimique.

3.7.1. Le rendement des huiles essentielles des espéces d’agrumes étudiées :

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par
les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (CSEKE et
KAUFMAN ,1999).

L’extraction de I'huile essentielle d’'orange et de citronnier a été faite par I'utilisation
de technique d’hydrodistillation par clevenger.

Le rendement des huiles essentielles est : 0.15% pour I'He d’orange et 0.061% pour
I'He de citronnier. La nature lipophile de I'huile essentielle peut dégrader la couche
cireuse et causer des pertes en eau d’air. Les trachées et les sacs d’air sont enduits
de cette couche cireuse et sont affectées par I'huile essentielle ce qui peut entrainer
I'asphyxie des insectes (WIGGLESWORTH, 1972).

3.7.2. Effet des produits biologiques testés :

Les pesticides peuvent affecter I'expression ou l'activité des transporteurs ABC,
premiére barriere de l'organisme vis-a-vis des xénobiotiques. lls peuvent moduler
lactivité ou I'expression de certains cytochromes P450 impliqués dans la
détoxication de nombreux composeés exogenes. L'impact d'un pesticide sur ces deux
systemes cellulaires peut modifier leur propre biodisponibilité ou celle dautres
pesticides. De plus. la plupart des pesticides possédent des propriétés pro-oxydantes
et certains composés agissent sur l'activité de voies de signalisation impliquées dans
la régulation de la croissance et de la survie cellulaire (VIAU, 2002).
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Les produits toxiques aux insectes adultes sont ceux qui provoquent une forte
mortalité dans la population a faible concentration (KETOH ET AL., 2004). En
considérant le faible nombre d’études qui leur a été consacré, on peut penser que les
extraits de plantes ont peu d’'impacts négatifs sur les auxiliaires en comparaison a
ceux occasionneés par les insecticides de syntheése. En effet, leur application permet
de maintenir un équilibre écologique entre ravageurs et auxiliaires (MOCHIAH ET
AL., 2011). Comparé aux insecticides de synthese, AMOABENG ET AL. (2013) ont,
par exemple, constaté que la population des auxiliaires
(CoccinellamagnificaRedtenbacher, Episyrphusbalteatus De Geer) et des araignées
prédatrices était plus importante sur les parcelles de chou traitées avec des extraits
de plants que des insecticides de synthése. Similairement, des taux de parasitisme
élevés de P. xylostella, notamment par les hyménoptéres
OomyzussokolowskiiKurdjumov et Apanteleslitae Nixon, ont été enregistrés dans les
parcelles de chou traitées avec un produit a base d’A. indica comparé a celles
traitées au diméthoate (SOW ET AL., 2015). Cet équilibre écologique est beaucoup
plus en faveur de la lutte biologique que le déséquilibre écologique causé par 'usage
des pesticides de synthese.

Les chercheurs ont fait des tests d’évaluation de toxicité en laboratoire, au stade
adulte et momie, sachant que lors d'un traitement chimique au champ, ces stades
courent le risque d’exposition a des pesticides. Ainsi le mode d'application
d’insecticides en laboratoire varie en fonction du stade de développement auquel
sont exposés les parasitoides. Il est généralement admis que le principal risque
d'exposition des parasitoides aux insecticides se situe chez les adultes lorsqu'ils
parcourent le feuillage traité, a la recherche d'insectes hétes. Chez les insectes
parasitoides, les effets sublétaux les plus étudiés sont les effets sur la fécondité
(KRESPI, 1990) et la longévité des femelles adultes et sur le taux de parasitisme
gu'elles provoquent dans la population d'insectes hotes (DELORME. 1976; ELZEN,
1989).

Des effets apparaissent dans le comportement de ponte. L'exposition a des résidus
d’insecticide peut affecter tous les comportements participant au succes parasitaire,
méme a des doses n'entrainant aucune mortalité.

3.7.3. Evaluation de I'effet des traitements a base des huiles essentielles du
citronnier et d’orange sur C.algerica :

Les traitements foliaires de l'huile essentielle d’E.globulusréalisés au sein des
canopées, ont induit globalement une toxicité importante sur les larves de S.
subvillosus, caractérisée par une diminution populationnelle brusque observée deux
jours seulement aprés I'application du biopesticide. Les abondances populationnelles
des deux groupes taxinomiques aphides-coccinelles diminuent considérablement
dans le temps, d’abord avec un effet de choc durant les deux jours qui succédent a
'application puis un effet retard avec des abondances presque nulles durant une
période de 5 jours chez les coccinellidae prédatrices qui ont été particulierement
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sensibles aux traitements. Les deux formulations appliquées aux doses de 9 ml/l et
12 ml/l ont induit des effets similaires

La composition et le rendement des huiles essentielles peuvent varier selon I'age, le
cycle végétatif de l'organe, et le mode d'extraction, les facteurs climatiques et la
nature du sol.

Une huile essentielle est trés fluctuante dans sa composition, sur laquelle intervient
un grand nombre de paramétres, d'origine intrinseque (génétique, stade végétatif),
d'origine extrinséque (sol, climat, latitude) ou d'ordre technologique c'est-a-dire lié
aux techniques d'exploitation du matériel végétal.

En effet, de profondes modifications s'operent lors du séchage, du stockage, de
I'extraction et du conditionnement (EVANS, 1998). L’effet des huiles sur les insectes
n‘est donc pas systématique car on observe des réponses différentes suivant
'espéce d’insecte et d’huile essentielle. Les effets des molécules bioactives peuvent
varier en fonction des plantes, de la molécule elle-méme, de la dose utilisée, de la
fréquence et de l'opportunité du traitement, (ROLLAND, 2004 ; CETKOVIC et al.,
2007, SIDDHURAJU et BECKER, 2007).

La toxicité temporelle des solutions des deux huiles essentielles du citronnier et
d'oranger ont été évaluées dans les conditions du laboratoire sur C.algerica en
relation avec les dilutions appliquées.

L'abondance des arthropodes est toujours affectée négativement par la: régimes de
gestion des ravageurs intensifs (SUCKLING et al., 1999; BROWN et SCHMITT,
2001; SIMON et al., 2007). llsemble par ailleurs que les effets (1&6 dilutions
axhuilaeassemblies et dos polyphénols du pamplemoussier et d'oranger soient
différents.

TROMBETTA ET AL., (2002), SATRANI, (2008),) expliquent que l'activité insecticide
pourrait étre attribuée a l'effet des composés majoritaires, notamment les
constituants phénoliques. La toxicité des huiles essentielles du citronnier, de I'orange
douce et du pamplemoussier administrées par inhalation aux doses testées (5, 9, 13
et 17 pl) sur les adultes de la mouche méditerranéenne des fruits
Ceratitiscapitataserait liée probablement au citral et 5.7 diméthoxycoumarine et le
linalol, d’aprés BACHI, (2012).

Il N’y a pas eu d’effet toxique des deux formulations de I'huile essentielle testée sur
les larves de C.Algérica prédateur phidiphage également, étant donné que les
pourcentages des individus survivants restent en dessus de 60%, apres 5 jours
d’exposition aux traitements.

Notre expérimentation reste sujette a une complémentarité pour vérifier cet effet du
produit biologique puisque les larves entrent en nymphose majoritairement des 48h
aprés application des traitements,L’hypothése d’'une réaction d’évitement du produit
en tant que résistance des larves, pourrait expliquer leur entrée en nymphose. Des
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observations supplémentaires apres la nymphose nous ont permis de constater que
des adultes ont émergé des nymphes. D’aprés Maynard-Smith (1989), certains
insectes développent une résistance qui se concrétise en une pénétration réduite
d’'un xénobiotique donné dans l'organisme en relation avec une modification
structurale de la cuticule. Dans une expérience étudiée en laboratoire sur les effets
d'un savon insecticide sur la survie du parasitoide des pucerons, Aphidius colemani,
Tremblay, (2006) a montré que le savon n'a pas eu deffet sur la survie des
parasitoides immatures. Les guépes qui ont été en contact avec des pucerons traités
au savon n'‘ont pas pondu autant dans ces derniers que dans les témoins, ce qui
indigue que les guépes ont détecté et évité les pucerons traités au savon.
Probablement, dans notre expérimentation, les larves auraient évité d’'ingérer par
ailleurs des pucerons présents sur les jeunes pousses traitées, dans le traitement
indirect.
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Résumé

Résumé

Le présent travail a porté sur I'étude des effets de I'application d’'un traitement
biologique a base d’huiles essentielles (He) extraites des pelures de citronnier
(Eureka) et d’oranger ( Valencia Late)de la région sud est de Blida sur la toxicité, la
répulsion,la croissance et la fécondité d’'un modéle de coccinellidaeaphidiphage.

Le rendement d’extraction par hydrodistillationen huile essentielle est de 0.15% pour
I'He d’orange (fruits matures) et de 0.061% pour I’'He de citronnier (fruits verts). Ces
huiles essentielles utilisées a I'état pur entrainent un effet Iétal total aprés 1 heure
d’exposition des coccinelles au bioproduit. L’huile essentielle de I'oranger formulée a
25% ainsi que I'huile essentielle de citronnier formulée a 5% a la dose de 100% sont
répulsives sur les adultes d’Adoniavariegatagoeze. L’huile essentielle du zeste de
citronnier Eureka formulée a 1% a manifesté un effet modéré a la dose D1 (100%),
alors que la méme huile formulée a 3% a engendré un effet répulsif moyen a la dose
de 50%.Les formulations a 5% et a 1,14% del'He du zeste d’oranger n’ont pas agi
sur la croissance des larves de stade L3 de C. algerica par contre elle provoque des
perturbations sur la fécondité de C.algericaetA. variegata.

Mots clés :Citrus lemon var.Eureka,Citrus sinensisvar.Valencialate, coccinelliade
aphidiphage,huiles essentielles.



Résumé

Abstract

The present work focused on the study of the effects of biological treatment based on
essential oils (He) extracted from the lemon (Eureka) and orange (Valencia Late)
peels of the southeast of Blida regionon the toxicity, repulsion, growth and fecundity
of a model of aphidiphagouscoccinellidae.

The hydrodistillation extraction yield in essential oil is 0.15% for orange He (mature
fruits) and 0.061% for lemon grass (green fruits). These essential oils used in a pure
state cause a total lethal effect after 1 hour of exposure of ladybugs to the
bioproduct. The essential oil of orange formulated at 25% as well as the essential oll
of lemon tree formulated at 5% at the dose of 100% are repulsive on the adults of
Adoniavariegatagoeze. Eureka 1% lemon zest essential oil showed a moderate
effect at D1 (100%), while the same 3% formulation resulted in a 50% average
repellency. The formulations at 5% and at 1.14% of orange peel did not affect the
growth of C. algerica L3 larvaestage, but it also caused disturbances in the fertility of
C. algerica. andA. variegata.

Key words: Eureka, Valencia late, Coccinellaalgerica, A.variegataa, essential oils.
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Introduction générale

Depuis Il'antiquité ; I'agriculture joue un rble trés important dans la civilisation
humaine et dans la révolution socio-économique dans le monde entier. La protection
phytosanitaire des cultures demeure alors un facteur essentiel pour satisfaire les
besoins alimentaires ou énergétiques d’'une population mondiale en constante
augmentation.

De nos jours, l'utilisation massive des produits phytosanitaires chimiques a conduit
essentiellement a I'apparition de bio-agresseurs résistants. La mauvaise réponse
pour lutter contre ceux-ci est d’augmenter la quantité et la frequence d’application du
produit phytosanitaire utilisé. De plus, les pesticides chimiques sont non spécifiques,
polluants pour I'environnement et trés néfastes pour la santé(EKSTROM et EKBOM,
2011).

La contrainte potentielle liée aux traitements chimiques réside également en la
perturbation des populations d’insectes bénéfiques qui sont importants dans le
processus de régulation naturelle et de lutte biologique, (BELLOWS et al ., 1985 ;
TRUMPER et HOLT,1998).HILL et FOSTER (1998) et STANYARD et al,.(1998),
mentionnent que [l'utilisation de pesticides a large spectre d’action en vergers
engendre des instabilités dans les populations des ennemis naturels prédateurs et
parasitoides qui sont bénéfigues pour la culture, ce qui a pour conséquence
d’augmenter les populations de phytophages. Cette observation a été faite par
exemple sur les populations de coccinelles, de syrphes et d’araignées prédatrices
apres traitement des parcelles de chou avec un insecticide a base d’émamectine
benzoate (AMOABENG ET AL, 2013).

L’utilisationcomme insecticides des substances naturelles actives a base des extraits
botaniques,est connue depuis longtemps (CROSPY, 1966 ;LATEUR,2002).Les
plantes de la famille de Meliaceae, Rutaceae,Asteraceae,Labiateae et
Canellaceaecomptent parmi les principales familles les plus prometteuses comme
source de bioinsecticides, (JACOBSEN, 1989).Les biopesticides a base d’huiles
essentielles forment une classe de pesticides intéressante puisqu’'en étant
constituées de plusieurs composés a mécanismes d’actionmultiples, elles ont des
modes d’application variés et plusieurs formulations sont déjadisponibles sur le
marché des produits phytosanitaires (CHIASSON ET BELOIN, 2007).

Les biopesticides a base d’huiles essentielles présentent plusieurs caractéristiques
d’intérét. Plusieurs sont aussi efficaces que les produits de synthese. lls ont en
général une efficacité a large spectre, mais avec une spécificité pour certaines
classes ou ordres d’insectes. En étant trés peu rémanents, ils peuvent étre appliqués
jusqu’au moment de la récolte. Les formulations sont stables a la température
ambiante et les huiles essentielles brutes peuvent étre entreposées pendant
plusieurs années. Actuellement, il est possible d’isoler et d’identifier des composés
auparavant inconnus; ceci permet le développement de nouveaux meélanges pouvant
avoir un effet additif ou synergique,(CHIASSON ET BELOIN, 2007).
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Les Rutacées (appelés également Agrumes) donnent des fruits qui sont parmi les
plus consomméset contenant de nombreuses glandes a essences odorantes.Les
fleurs et les feuilles de l'oranger sont utilisées par exemple en parfumerie et en
pharmacopée.

Dans les directives de la FAO sur les données relatives a | ‘évaluation biologique
pour I‘homologation des pesticides figurent les éléments de base de | ‘évaluation
biologique dont ceux liés aux effets non intentionnels ou indésirables, par exemple
sur les auxiliaires ou autres organismes non Vvisés, sur les cultures suivantes, sur
d’autres plantes, ou sur les parties des plantes traitées destinée sa la reproduction
(semences, boutures, marcottes) (EOPP, 1989). Diverses études s’intéressent
depuis les derniéres décennies a la protection biologique des cultures d’intérét ou
mineures moyennant ['utilisation des pesticides d’origine botanique et leurs impacts
sur la faune globale non cible. Beaucoup d'effort a été donc concentré sur les
matériaux dérivés de plante pour les produits potentiellement utiles en tant qu'agents
commerciaux de lutte contre les insectes (KIM ET AL, 2003).Néanmoins, peu de
travaux a notre connaissance, sont documentéssur les effetsdirects ou secondaires
sur les coccinellidae prédateursprécisément.Les spécialistes considérent les huiles
essentielles comme des sources de signaux chimiques permettant a la plante de
contréler ou réguler son environnement. Par exemple, ces huiles conferent un réle
défensif contre les champignons et microorganismes et attractif vis-a- vis des
insectes pollinisateurs.

Dans notre approche, nous nous sommes intéressés a I'étude comparée de I'effet
des huiles essentielles extraites des Citrus vis-a-vis d’'un modéle de coccinellidae
aphidiphage. Les pucerons ou aphides sont des homoptéres ravageurs potentielsde
nombreuses cultures plants d’ornement et essences forestiéres. lls apparaissent le
plus souvent sur la face inférieure des feuilles et sur les jeunes pousses des
agrumes. Sous leur action, les jeunes pousses s’enroulent, puis la partie la plus
tendre des feuilles prend une forme incurvée. Leurs dégats sur la partie foliaire des
arbres se manifestent par une sécrétion d’exsudat ou miellat sur lequel se développe
la fumagine. Certaines espéces aphidiennes sont par ailleurs vectrices de maladies
virales. C’est pourquoi une meilleure prise de conscience de I'importance des
aphidiphages tant sur leur conservation que sur leur protection s’impose.

Le document de ce mémoire est structuré en deux parties bibliographique et
expérimentale. La premiere partie est une synthése bibliographiqgue comprenant des
données générales sur les coccinelles prédatrices aphidiphages et leur intérét dans
les stratégies de protection biologique ainsi que des généralités sur les huiles
essentielles et leur intérét en phytoprotection. Dans la seconde partie expérimentale
structurée en deux parties également, nous avons expligué notre démarche
expérimentale et nous avons analysés nos résultats argumentés par des
discussions. Enfin, nous avons terminé notre étude par une conclusion et des
perspectives.
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1. Généralités sur les coccinellidae prédateurs
1.1 Introduction

Les Coccinellidae (Latreille, 1807), sont une famille d'insectes de l'ordre des
coléopteres, appelés aussi coccinelles, ou encore familierement ou régionalement
bétes a bon Dieu.

Ce taxon monophylétigue(Magro et al, 2010) regroupe environ 6000 especes
réparties dans le monde entier, (Kovar, 2005 ;Chazeau et al, 1990).Les coccinelles
sont classées, d'aprés leur régime alimentaire, en insectes polyphages
(phytophages, prédateurs aphidiphages ou coccidiphages), ce qui est un des
facteurs principaux de leur succés évolutif. La famille des Coccinellidae comprend
des especes de coléoptéres avec des habitudes entomophages qui sont considérés
d'importance économique dans le contréle des populations d'insectes.

Les espéeces appartenant au genre Coccinella ont été signalées comme prédatrices
dediversesespeces de ravageurs. L’espéce Coccinellaseptempunctata L., est
rapportée comme étant un excellent ennemi naturel de pucerons, ce qui explique son
utilisation dans les programmes de contrbéle biologique principalement contre les
espéeces aphidiennesqui attaquent les cultures de pommes de terre, mais, sorgho,
luzerne, blé et noix.

1.2. Taxonomie générale

Les Coccinelles font partie duDomaine: Eukaryota, Royaume: Metazoa, Phylum:
Arthropoda, Subphylum: Uniramia, Classe: Insecta, Ordre: Coleoptera, Sous-ordre
Polyphaga, Infra-ordre : Cucujiformia, Super-famille : Cucujoidea

1.3. Morphologie

Les coccinelles sont relativement difficiles a caractériser au niveau de la famille. Elles
se présentent sous quelques formes peu caractéristigues et les criteres
morphologiques confirmant leur appartenance a cette famille sont parfois
difficilement visibles a I'ceil nu (VANDENBERG, 2002). Les coccinelles se
différencient des autres Cucujoidae par les palpes maxillaires dont le dernier
segment est sécuriforme.

A titre dexemple; nous donnons la description de la coccinelle
aphidiphageCoccinellaseptempunctata(la coccinelle a 7 points)(Figure 01). Ce petit
insecte mesure entre 5 et 8 mm. Elle est ronde et bombée, brillante et lisse, pourvue
de courtes pattes munies de petits crochets.Ses courtes antennes lui servent a

3
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s'orienter.Le pronotum est noir avec deux taches blanches.Ses élytres sont rouges
avec sur chacune d'elles 3 points noirs plus un point sur la jonction des deux ailes,

Les adultes possedent des glandes répulsives sécrétant une substance orangée
malodorante destinées a faire fuir les prédateurs.

Les antennes

La coccinelle s'oriente surtout grace a ses deux
ntennes qui

Les pattes
Elles permettent a la coccinelle de \
its

Les mandibules

- Farties bt SS insectes.

Les élytres

Ce sont les deux premiéres ailes, dur-
cies. Celles-cine b pas d le

—

Les ailes

Les ailes postérieures membra-
neuses lui servent a voler et se

Fig.01 : Morphologie externe de C.septempunctata(LINNAEUS
1758) (COUTENCEAU, 2014).

1.4. Les différents stades du développement de Coccinellaseptumpunctata

La description des différents stades préimaginaux de I'espéce aphidiphage C.
septempunctata est présentée dans le tableau 1.

Au printemps, le méle et la femelle s'accouplent. Au moment de la ponte, la femelle
choisit une feuille envahie de pucerons et s'y installe pour pondre ses ceufs
généralement placés par groupes de 10 a 30, de préférence dans le feuillage ou les
colonies de pucerons. Il a également été observé que la femelle a la capacité d'éviter
la ponte chez les plantes ou se trouvent des larves de coccinelles (HEMPTINNE et
al, 1994).

Les larves sont de couleur bleu métallique et peuvent dévorer plusieurs centaines de
pucerons pendant les 3 semaines que dure leur développement.

4
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Tableau 01 : Description des différents stades biologiques de C. Septempunctata

Les oceufs sont allongés, ovales et
pondus sur les plantes (figure 02),
souvent preés des proies. Elles prennent
environ 4 jours a éclore (Figure 02), bien
que laugmentation de la température
ambiante réduise la durée du stade de
lceuf;a 15 ° C, I'éclosion prend 10,3
jours, contre 1,8 jour a 35 ° C
(MAJEURS et KEARNS, 1989)

Fig.02 : CEufs de coccinelle et éclosions des larves
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La larve comprend quatre stade (figure

L2

03) la durée et la taille varient selon les

especes et la température. Elle présente
une morphologie assez comparable.
Corps allonges hérissé de tubercule en
relief et munie de longues pattes. Téte

hypognathe  transversale,  sétifére,

L4

[égerement rétrécie a ces deux
extrémités.

Fig.03 : les quatre stades larvaire Source original
2019

La larve du quatrieme stade ne se
nourrit pas pendant au moins 24
heures avant la nymphose (figure
04). La pointe de I'abdomen est
attachée au substrat de la plante; il est|  Fig 04 :larve en 4°™ stade durant I'attachement
immobile et penché. C'est I'étape de la et prépupe, Site internet

pré-pupe. (figure 04).

Le stade pupal dure 8,4 jours. Ce
stade n'est pas complétement
immobile car il est capable de soulever
et d'abaisser la région antérieure en S Jj
réponse au danger percu (Majerus et o X720
Kearns, 1989 ).(figure 05) Fig .05 : Nymphe original 2019 et Pupe finale
orange pale. Site internet

La pupe se scinde pour permettre a
l'adulte d'émerger. A leur apparition, les
ailes et les élytres sont trés mous et a
peine pigmentés avec une couleur jaune
péale (figure 06). La coloration se
développe avec le temps et la couleur
rouge du fond s’intensifie au cours des
semaines et des mois, (figure10). Les| Fig.06 : Adulte aprés I'émergence, originale
couleurs sombres proviennent des 2019

mélanines et les plus claires des
caroténes (Majerus et Kearns, 1989 ).

1.5.Cycle biologique et nombre de générations

La majorité des coccinelles sont actives entre le mois de mai et juillet, c'est aussi la
période de multiplication (reproduction) de toutes les coccinelles (SAHARAOUI,
1994). Leur cycle de développement comprend 4 stades larvaires séparés du stade
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adulte par un stade nymphal (SAHARAOQUI, 1998) (figure 07). La durée du cycle
dépend des conditions climatiques (température, humidité relative et photopériode) et
de l'abondance de la nourriture, et dure un mois environ chez la plupart des
coccinelles, (IPERTI, 1986). Dans un cycle on peut rencontrer jusqu'a trois
générations par an.

14-21 jours

7-9 jours

5-6 jours

3- mue larvaire

2-3 iours

Fig .7 :Cycle de vie de C septempunctata.

1.6. Le régime alimentaire de C.septempunctata

L’espéceC. septempunctata est capable de se développer sur une large gamme de
pucerons.MAJERUS ET KEARNS, (1989 ) et HODEK ET HONEK (1996)affirment
gue plus de 20 espéces de pucerons sont une proie essentielle pour cette
coccinelle. Au laboratoire, la consommation quotidienne moyenne de pucerons a été
enregistrée: 32 individus de Hyalopteruspruni, 41 de Schizaphisgraminum, 134 a
250 individus de S. graminum ont été consommeés par larve ( VARVARA et al.
1982 ). SATTAR et al. (2008) ontrapporté que la consommation moyenne
d' Aphisgossypii par C. septempunctata adulte était de 77,8 pucerons * 5,15 et que
21,9; 55,9 ; 107,4 et 227,3 pucerons étaient consommés par une seule larve au
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cours desl1®, 2° 3° et 4° stades, respectivement.Lorsque les proies des pucerons
( Acyrthosiphonpisum ) ont été retirées, KAJITA ET EVANS (2009) ont montré que C.
septempunctata réduisait la ponte.

Ces auteurs suggérent que les réactions rapides aux changements dans la
disponibilité des proies démontrées par C. septempunctata contribuent a la plus
grande abondance et au succes reproducteur de cette espéce.

Les coccinellidaeaphidiphages tels que C. septempunctata se nourrissent d'autres
types d'aliments. TRILTSCH (1999) a découvert des spores de champignons
(principalement des conidies d’Alternaria), du pollen et des thrips, ainsi que d'autres
arthropodes.

DIXON ET GUO (1993) ont déterminé les effets directs et indirects de lI'abondance
des pucerons sur la taille des ceufs de C. septempunctata. Il a été constaté que
lorsque la disponibilité des proiesvariait, le nombre d'ceufs produits par jour avaient
tendance a varier, mais pas la taille des ceufs. Il a également été démontré que la
densité de I'héte avait un effet important sur la consommation de pucerons a tous les
stades larvaires. SOLANGI et al. (2007) ont constaté que la consommation de larves
de C. septempunctata augmentait de maniére significative avec I'augmentation de la
densité du puceron de la moutarde, Lipaphiserysimi.

1.6. Ennemis naturels

Divers prédateurs et parasitoides ont été répertoriées attaquant C.
septempunctata ; MAJERUS (1994) . En raison de la taille relativement grande d'une
larve de C. septempunctata, celle-ci peut contenir jusqu'a
six Homalotyluseytelweini (MAJERUS ET KEARNS, 1989 ). (Tableau 02).

Tableau 02 : Apercu sur les ennemis naturel descoccinellidae prédateurs

Ennemi naturel Type Les etapes Références
de lavie
Araneusdiadematus Prédateur Majerus, 1994
Araneusquadratus Prédateur Majerus, 1994
. R Agent Ghazavi et al.,
Beauveriabrongniartii pathogéne 2005
Dinocampus coccinelles Parasite Adultes Hodek, 1973
. . Agent
GregarinaDasguptai pathogéne



https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#F2E0B0C8-0487-46EA-A8B4-FFD63ED2DC40
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#C5D2B19D-A1F0-4CA1-856A-BF792082518E
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#2A362D5A-8D13-433D-8267-32DA88B62CE4
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#3EDECF2B-ADCA-42E6-A636-8EE9DA37EC81
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#3EDECF2B-ADCA-42E6-A636-8EE9DA37EC81
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#4F6E5A3B-EB5B-49F0-B3DB-9A6F00F423C8
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#48A5FF76-D73D-4AFE-89B1-CAB702159EE9
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.cabi.org/isc/datasheet/11733&xid=25657,15700002,15700021,15700186,15700191,15700253,15700256,15700259&usg=ALkJrhiTcR6XKgNyl6MKfIo4Fk8QXrS47w#9A881F12-271D-459C-A129-A2B3DBB4E6D2

Chapitre 1 :Synthese bibliographique

. Agent Harwood et al.,
Hesperomycesvirescens pathogéne 2006
Hexamermis Parasite Rubtsov, 1971

- : Majerus et
Homalotyluseytelweinii Parasite Larves Kearns, 1989
Homalotylusflaminius Parasite Larves Myartseva, 1981

: Majerus et
Oomyzusscaposus Parasite Larves Kearns, 1989
Pachyneuronsolitarium Parasite
: . Agent Pacioni et Frizzi,
Paecilomycesfarinosus pathogéne Adultes 1977

Philodromuscespitum Préedateur

Phalacrotophoraberolinensis | Parasite Chrysalides | Disney et al., 1994

1.7. Importance de CoccinellaSeptempunctataet autres coccinellidae
prédateurs en tant qu'agent de contrdle biologique

La coccinelle la plus connue est Coccinellaseptempunctata. Adalia (Adalia)
bipunctata est aussi fréequemment rencontrée comme Propyleaquatuordecimpuncta.
Ces trois especes sont surtout utiles contre les pucerons. D'autres cocinelles sont
intéressantes en lutte biologique, par exemple le genre Chilochorus plutdt
consommateur de cochenilles, ainsi Chilocorusbipustulatus (Linnaeus 1758) est utile
contre les cochenilles Diaspididae de méme que Clitostethusarcuatus (Rossi 1794)
qui se nourrit d'aleurodes.

Les genres Scymnus et Nephus sont des prédateurs de cochenilles et de pucerons
alors que Stethoruspusillus (Herbst 1797) (ancien nom S. punctillum), espéce de
petite taille est consommatrice d'acariens. Exochomus quadripustulatus est une
espéece polyphage principalement prédatrice de pucerons et cochenilles mais qui
peut aussi consommer des acariens, du pollen et du nectar.

Rodoliacardinalis (Mulsant 1850), coccinelle australienne a été le premier exemple
d'utilisation d'une Coccinellidae en lutte biologique et ce contre la cochenille
australienne (Iceryapurchasi) dées le XIXéme siécle.

C. septempunctata a été utilisé avec succés dans programmes de contrble
biologique des pucerons, principalement en Europe et en Asie; a cause de sa valeur
en tant que régulateur des populations de pucerons, cette I'espece a été introduite
aux Etats-Unis en 1956; dans ce pays, cette espéce a un impact économique
significatif en réduisant les populations de pucerons. Certaines des caractéristiques
qui le conferent comme un bon agent de contréle sont :

» Capacité prédatrice élevée.
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» Adaptation aux différents climats.
» L'adulte a la capacité de survivre longtemps périodes de consommation de
nectar et de pollen, qui implique qu'il ne migre pas quand proie.

1.8.Impact sur la biodiversité et valeur économique

HODDLE (2004) indique que C. septempunctata a influencé la distribution et
'abondance des concurrents coccinellidae indigenes en réduisant leur survie dans
les habitats locaux, en influant sur la dynamique de dispersion et ['utilisation de
I'nabitat.

C. septempunctata a été largement introduit en tant qu'agent de lutte biologique pour
lutter contre les pucerons dans des conditions de serre (par exemple, YARKULOV,
1978 ; VALERIO et al.,, 2007 ) . La capacité de C. septempunctata a réguler et a
contrbler les pucerons sur le terrain a été bien documentée, souvent dans le cadre
d'un complexe d'ennemis naturels (SHANTHI et al., 2009 ). Il est souvent considéré
comme un ennemi naturel se produisant sur le terrain dans une grande variété de
cultures, telles que les grenadiers (OZTURK et al, 2005), les cerisiers (Prunus
Crassus ) (OZKAN et al., 2005) et les champs de moutarde, ( VEKARIA ET PATEL,
2005 ), et l'arachide ( SAHAYARAJ ET MARTIN, 2003) et le haricot ( Vicia faba
minor ) ( SADEJ, 2000 ).

La capacité de C. septempunctata a réduire les populations de pucerons dans des
conditions naturelles sur le terrain et dans des environnements protégés est
largement reconnue et cette espece a été largement introduite en tant qu’agent de
lutte biologique,Ullah (1977) a étudié les effets des pesticides pour contrdler A.
gossypii sur C. septempunctata et a découvert que le monocrotophos était tres
toxique pour les prédateurs. De méme, Ahmad et al, (2009) ont signalé que le
fenazaquin et le quinalphos étaient tres toxiques pour les adultes de C.
septempunctata.

2. Généralités sur les huiles essentielles
2.1. Définition

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par
les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Elles
contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules
peu complexes, soit des monoterpénes avec leurs phénols reliés, et des terpenes
plus complexes, dont les sesquiterpenes. Ces essences aromatiques sont élaborées
par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les parties de la
plante (BRUNETON, 1999).

Pour PADRINI ET LUCHERONI, (1996), les huiles essentielles (HE) appelées aussi
essences, sont des mélanges de substances aromatiques produites par de
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nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules gouttelettes dans les
feuilles, la peau des fruits, la résine, les bois. Elles sont présentes en petites
quantités par rapport a la masse du végétal,elles sont odorantes et tres volatiles.

2.2. Localisation

Les HE peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, dans les fleurs les
feuilles, les rizhomes, les fruits,les racines,les graineset moinsdans des
écorces(YAHYAQUI, 2005) ; (BRUNETTON, 1987).

Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes
les parties de la plantes. (BOUAMER et al, 2004). La synthése et 'accumulation des
HE sont généralement associées a la présence de poils sécréteurs et decanaux
sécréteurs qui existent dans de nombreuses familles botaniques. D’aprés BELKOU
et al,2005),une méme espéce peut renfermer des huiles essentielles de composition
différente selon la localisation dans la plante.

2.3. Composition chimique

Les HE sont constitués principalement de deux groupes de composés odorants
distincts les mono et les sesquiterpenes, et descomposés aromatiques dérivés du
phénylpropane(KURKIN, 2003).

2.3. Procédés d’extraction

La majorité des HE sont obtenus par distillation par entrainement a la vapeur d’eau
sous basse pression. Le procédé consiste a faire traverser par de la vapeur d’eau
une cuve remplie de plantes aromatiques. A la sortie de la cuve de distillation et sous
pression contrblée, la vapeur d’eau enrichie d’HE traverse un serpentin ou elle se
condense. A la sortie, un essencier (appelé autrefois vase florentin) recueille I'eau et
'huile essentielle.La différence de densité entre les deux liquides permet une
séparation aisée de I'HE recueille par débordement. D’autres procédés d’extraction
(par enfleurage, par solvant) ont été décrits (ZIHRI ET BAUDOUX,2005).

2.4. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur utilisation.De
plus en plus populaire, il tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie.

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la
peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol),
allergéne (huiles riches en cinnamaldéhyde(SMITH et al, 2000) ou phototoxique
(huiles de citrus contenant des furocoumarines(NAGANUMA et al, 1985).
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Les HE contenant surtout des phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau,les
yeux et les muqueuses.Ce sont : Cannelle de Ceylan,Basilic exotique,Menthe,Clou
de girofle,Niaouli,Thym a thymol,Marjolaine, Sarriette.(MEYNADIER, RAOSON ET
PEYRON, 1997). Les cétones comme l'a-thujone sont particulierement toxiques pour
les tissus nerveux (FRANCHOMME et al, 1990].

L’administration de 2g de menthol (extrait HE Menthe) est mortel et 10 g d’eucalyptol
peut également entrainer la mort. Il est donc indispensable que les huiles
essentielles soient particulierement diluées pour éviter tout accident,(VASSART,
2009).

2.6. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

Différents secteurs utilisent les HE a [I'état naturel ou sous forme d’isolats
(substances pures isolées d’'HE)tels que le pinénne,la scarole,le linalol,le citral,le
safrol,comme matiere premiere pour la synthese des principes actifs des
médicaments, des vitamines, des substances odorantes,des parfums et des produits
de cosmétologies. Elles sont donc utilisées dans plusieurs domaines :en
thérapeutique,en parfumerie ou cosmeétologie,en agro-alimentaire
(BRUNETON,1993 ; HUARD.1999 ; GAUCHER —-LUSSON, 2001 ; MULLER,.2003).

2.7. Liste des huiles essentielles autorisées en Europe et des utilisations
autorisées en France

Nous donnons dans le tableau 3 des indications sur les différentes huiles
essentielles autorisées en Europe et celles d’autorisation frangaise.

D’aprés le tableau 3, I'huile essentielle d’orange douce est autorisée en tant
gu’insecticide en Belgique, a Chypre et en France.

En France, le boinsecticide commercialisé a base d’'HE d’orange douce est utilisé
sur les cultures fruitieres et légumieres, les cultures ornementales et plantes
aromatiques ainsi que sur le tabac et la vigne. Cet insecticide (LIMOCIDE/PREV-AM)
est utilisé contre les aleurodes et cicadelles ainsi que les thrips mais aussi contre
I'oidium et le mildiou.

Tableau 03: Liste des huiles essentielles autorisées en Europe et des
utilisationsautorisées en France. (EU.pesticides data : base, 2009).
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Substance | Autorisée Pays d’autorisation Autorisations francaise

2(;13\{'2 entant que Produit _ cultures Usage

essentielle commercial

de:

Orange Insecticide Belgique,chypre,France | LIMOCIDE/PREV- | -Cultures Aleurode

douce AM fruitiéres - | Cicadelle
Cultures Oidium
[égumiéres - | Rouille
Cultures blanche
ornementales | Thrips du
-PPAM — | tabac

Tabac- Vigne | Mildiou

2.8. Présentation des espéces d’agrumes étudiées et leurs principes actifs
2.8.1. Le citronnierCitrus limon (L.) Burman
L’appartenance taxonomique du citronnier est la suivante :

% Régne :Plantae
+« Division :Magnoliophyta
% Classe :Magnoliopsida
+«» Ordre :Terebenthales
s Famille :Rutaceae
+ Genre : Citrus

La feuille de citronnier est persistante, elle est de couleur verte brillante sur la face
supérieure et peu nervurée. Les fleurs se situent en bouquets sur les rameauxet a
l'aisselle des feuilles. Le fruit (citron)est une baie limoniforme (ovoide) de 5a10 cm,
les pépins sont fusiformes de couleur blanche, ils proviennent de deux rangs
d'ovules et sont le plus souvent exalbumés.

La peau du citron est appelée écorce ou zeste. Elle est brillante et d’'une couleur
verte au jaune selon la maturité du fruit. Elle est utilisée pour son arome et son
amertume dans les préparations culinaires et pharmaceutiques ou en parfumerie.

Les variétés de citronnier les plus exploitées sont sélectionnées selon le rendement
en fruits, la qualité du jus de citron et la résistance de I'arbre.Les principales variétés
de Citrus limon (L.) Burman sont : Eureka (citronnier 4 saisons), Lisbon, Femminello,
Monachello et Verna.

Le Citronnier des 4 saisons est le citronnier le plus fructifere. Il produit en abondance
des fleurs et des fruits sur le méme plant toute I'année.Son feuillage persistant et
aromatique est comestible, comme les fleurs blanches. Avec sa croissance rapide,
cette variété d’agrumes produits facilement et rapidement de nouvelles jeunes
feuilles qui sont de couleur brune.La peau lisse est tres riche en huiles essentielles.
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Les principes actifs du zeste de citron sont composés par une fraction volatile et une
fraction non volatile (FRANCHOMME, 2017).

Fraction volatile

« Monoterpénes :

-limonene (54-72 % et jusqu'a 80 %), a- et y-terpinénes (0,7 % et 2,9-14 %),
paracymene (0,3-1,1 %), a- et B-phellandrénes (0,2 % et 0,8 %), terpinoléne (0,6-1,2
%)

e Sesquiterpénes : B-bisabolene (2,5-4 %)

e Alcoolsaliphatiques. : hexanol, octanol, nonanol, décanol, 3-hexéene-1-ol, n-
heptanol

o Aldéhydes (2-3 %) : hexanal, heptanal (0,04 %), octanal (0,15 %), nonanal
(0,07-0,3 %), géranial (0,6 %)

e Coumarines et furocoumarines (> 1,5 %) : scopolétine, ombelliférone,
bergamottine, bergaptole, bergaptene, citroptene, 8-géranoxy-psoraléne, 5-
géranoxy-8-méthoxypsoralene

Le limonéne (60 a 75%) représente un composé majoritaire accompagné de B-
pinéne (11a 13%) et de y-terpinéne (8 a 10%) (HAUBRUGE et al., 1989).

Fraction non volatile (environ 2 & 4 %) flavonoides, caroténoides, stéroides ;
coumarines
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Fig.08 : Le citronnier : caractéristiques botaniques générales et zeste (écorce du
fruit) (Source Wikipédia)

2.8.2. L’oranger Citrus sinensis (L.) Osbeck, 1765et ses principes actifs

L’espece Citrus sinensis présente la classification systématique suivante :

e

" Régne : Plantae

X/
*

% Classe : Equisetopsida
% Sous-classe : Magnoliidae
% Super-ordre :  Rosanae
% Ordre: Sapindales

% Famille : Rutaceae

» Genre: Citrus

L’oranger est un agrume trés décoratif, pouvant atteindre 10métres environ, avec un
feuillage vert sombre persistant. Les fruits sont de forme et de coloration variable
suivant les variétés, (FARHAT et alL, 2010). C’est une baie charnue contenant des
pépins et dontl'épicarpe (zeste) contient de nombreuses glandes a essences.

Les orangers peuvent étre considérés comme des plantes médicinales.On utilise en
phytothérapie des extraits de leurs fleurs, de leurs feuilles et de leurs fruits et en
aromathérapie les huiles essentielles distillées a partir des fleurs, des feuilles et des
jeunes rameaux, des écorces des fruits (huile essentielle d'orange).
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On distingue de nombreuses variétés d’orange douce. Certaines variétés sont sans
pépin comme par exemple I'orange Navel, d’autres ont une chair rouge comme les
oranges sanguines.

L'orange de Valence (Valencia late) ou de Murcie (Espagne) (fig. 09), variété
tardive est une orange douce utilisée pour la production de jus d'orange. D’aprés
COLOMBO (2004), l'orange douce «Valencia Late» est une espéce originaire du
Viétnam, d’Inde et de Chine méridionale.

Onanigede Male

Fig.09 : Présentation des caractérstiques botaniques de I'oranger C. sinensis et du
fruit de I'oranger Valencia Late

D’aprés BOUSBIA (2011), Thuile essentielle de zeste dorange contient
majoritairement des monoterpenes dont 83 a 90% de Limonéne suivis par des esters
(2,9% de I'huile), des aldéhydes (1,8% de I'huile) et enfin des aldéhydes et des
alcools) (Tableau 04).

Tableau 04 : Taux des constituants les plus importants des huiles essentielles issues
des peaux de fruits d’Agrumes (Source BOUSBIA, 2011)

Constituants HE zeste d’Orange
Monoterpenes .
-91 (9 huil
(Total) 89 — 91 (% de I'huile)
d-limonéne 83-90
Hydrocarbures
a-pinene 0,5
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Chapitre 1 :Synthese bibliographique

B-pinéne 1,0
Myrcene 2,0
y-terpinéne 0,1
p-cyméne -
Aldehydes 1,8 (% de I’huile)
Heptanal 3,0 % des aldéhydes
Octanal 39,0
Nonanal 5,0
Décanal 42,0
Citral 0,05 - 0,2 (% de I'huile)
Alcools 0,9 (% de I’huile)
Octanol 2,8
Décanol -
Linalol 5,3 (% de I'huile)
Esters 2,9 (% de I’huile)
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Conclusion

Les composantes des pesticides chimiques ne permettent pas de sélectionner les
insectes cibles, elles affectent toutes les espéces avoisinantes ce qui provoque entre
autres la destruction d’insectes utiles (entomofaune auxiliaire ou non cible),
favorisant ainsi un déséquilibre de la chaine alimentaire et la pullulation d’'un certain
nombre de ravageurs reconnus comme secondaires, (SELLAMI et al. 2015).

Cette étude nous a permis de mettre en évidence les effets des huiles essentielles
des zestes de citronnier et doranger a [I'égard des espéces de
ooccinellidaeaphiphages étudiées(CoccinellaalgericaKovar et
AdoniavariegataGoeze) au laboratoire.Les risques de toxicité et leurs effets existent
envers les coccinelles en tant qu’insectes utiles, il est important d’établir une
méthodologie permettant d’évaluer correctement cette contrainte au laboratoire, pour
nous munir d'une stratégie de prévention dans le contexte pratique a travers
l'utilisation de produits biologiques. Les effets observés peuvent varier en fonction de
'importance des insectes auxiliaires, du produit et de la dose utilisés, de la fréquence
et de I'opportunité du traitement.

L'utilisation des biopesticides dans le cadre de la lutte intégrée est le plus souvent
indispensable pour assurer une production abondante, réguliere et de qualité. Les
insecticides sont élaborés pour tuer les ravageurs. Cependant, la fagon de les utiliser
n'est pas toujours compatible avec les activités des abeilles et des parasitoides, et
peut perturber leurs actions.

L’analyse bibliographique des effets sublétaux des insecticides montre que les
bioinsecticides risquent de modifier les équilibres écologiques. Tout ceci démontre le
besoin de certaines précisions sur les différentes méthodologies appliquées lors des
évaluations des effetssublétaux pour approfondir les connaissances dans ces
domaines, quand il est nécessaire d‘appliquer les plus faibles doses induisant I'effet
biocide souhaité chez I'organisme nuisible et une reprise biocénotique chez
I'organisme auxiliaire avec de faibles conséquences sur ces traits de vie majeurs.

Nous avons contribué a déterminer la toxicité aigué chez C. algeria. Compte tenu de
'importance et I'efficacité des coccinelles en tant qu’auxiliaires des plantes.

Nos résultats ont montré que I'application des huiles pures des zestes de I'oranger et
du citronnier induisent une toxicité traduite par un effet |étal total apres une heure
d’exposition vis a vis des proies et des adultes eux-mémes ainsi qu'une perturbation
des pontes.

D’autres recherches doivent étre effectuées comme I'évaluation de I'importance des
coccinelles dans I'amélioration de la production, et les effets de traitements sur les
coccinelles en plein champ. Toutefois, I'évaluation de la toxicité des biopesticides sur
les insectes non cibles en laboratoire telle que nous 'avons réalisée dans ce travail,
ne peut pas encore étre envisagée en routine en Algérie.
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