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Résumeé

Le présent travail concerne I'application d'un traitement a base d'huile essentielle
de citron (Citrus Lemon) sur le Varroa Jacobsoni, principal ennemi de I'abeille
tellienne (Apis mellifera Intermissa), Pour remédier a ce probléme qui affecte

notre apiculture et augmenter par la suite le rendement en produits apicoles.

Les résultats du traitement anti acarien a révélé une forte activité acaricide de
I’huile essentielle de citrus lemon. Sur le Varroa jacobsoni parasite de 1’abeille

domestique Apis mellifera dans la premiére semaine

Mots clés : huile essentielle, Citrus lemon, Varroa Jacobsoni, apiculture, Apis

mellifera



Abstract

Pre-treatment results

The present work concerns the application of a treatment based on lemon
essential oil (Citrus Lemon) on the Varroa Jacobsoni, main enemy of the tell
bee (Apis mellifera Intermissa), To remedy this problem which affects our
beekeeping and subsequently increase the yield of beekeeping products. The
results of the anti-mite treatment revealed a strong acaricidal activity of the
essential ofl of Citrus Lemon. On the Varroa jacobsoni parasite of the honeybee
Apis mellifera.

Keywords: essential oil, Citrus lemon, Varroa Jacobsoni, beekeeping, Apis

mellifera
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Introduction générale

Introduction

L’homme travaille avec les abeilles depuis des millénaires. Il a élevé 1’abeille domestique
Apis mellifera, pour tirer divers produits, le miel, la gelée royale, le pollen, la cire et la propolis
qui sont constitués d’une multitude de substance a actions trés variées, (Assedig et al., 2002).
Mais son role ne s’arréte pas 1a, puisqu’elle possede des fonctions indispensables a notre
agriculture (la pollinisation) ainsi qu’a I’environnement, jouant ainsi un role important dans la
survie de I’espéce végétale. (Charpentier,2013). Les abeilles soutiennent notre agriculture en
pollinisant les cultures et augmentent donc les rendements des semences et des fruits
(FAO,2011).

Les abeilles produisent des produits utilisés comme des produits phyto-thérapeutiques et
intégrés dans la production des cosmétiques. Sans I’abeille, nous risquons de perdre la nature,
la richesse de la faune et la flore et 1I’étre humain.

Ces dernieres années les apiculteurs s’inquictent sur la disparition de I’abeille qui devient un
fait reconnu, dont on peut penser que ce n’est pas le résultat d’un simple cycle temporel, mais
d’un ensemble de facteur défavorable d’ordre nutritionnelle tel que I’appauvrissement de
I’environnement en ressources nectariferes et pouliniéres, d’ordre climatique tel que, le
changement climatique et la fragmentation de I’espace vital, la pollution de I’air ainsi que le
brouillard électromagnétique (Wirz,2014). et d’ordre pathologique et toxicologique qui
concerne la probabilité d’intoxications résultant de I’utilisation parfois inadequate de pesticides
de toutes sortes, dont les effets conjugués peuvent se potentialiser de fagon imprévisible, qu’ils
soient a protéger les cultures ou a prevenir les agression parasitaires des abeilles
(acaricides)(Imdorf et al., 2010) et peut en résulter une plus grande fragilité des insectes
mellifere, qui deviennent plus sensible aux agressions de toutes sortes(Rerat,2006).

A cet effet ’homme a consacré des recherches approfondies pour bien comprendre les causes
de cette disparition.

Parmi les agents pathogénes de I’abeille domestique on s’est beaucoup focalisé¢ sur la
Varroase, qui est considérer comme 1’une des maladies la plus répandue et la plus dangereuse.
Le Varroa a été signalé pour la premiére fois a I’ile de java en 1904, cet acarien s’est propager
dans le monde entier par plusieurs facteurs tel que la vente des reines et des essaims, ainsi que
la transhumance qui ont favorisé la propagation de cette maladie (Fernandez, 1995). Il s'agit
d'une parasitose des abeilles adultes et du couvain, qui est due au développement et a la
multiplication d'un acarien ectoparasite Varroa jacobsoni (Ravazzi ,2007). Qui est considéré
actuellement, et a juste titre par tous les apiculteurs, comme étant le parasite le plus dangereux
de I’abeille domestique Apis mellifera. Il soumet a des agressions physiques, a des pertes
énormes en réduisent la quantité de la production apicole.

La varroase a traversé presque tout le territoire Algérien en 1981. Venue d’Asie via I’Europe,
elle met & présent le cap a ’ouest du Maghreb et au sud du Sahara. Sur son passage certains
apiculteurs algériens ont perdu de 30 a 50% de leur cheptel en 1991. Ainsi que la production
qui n’atteint seulement que 40 000 a 50 000 tonnes, Avec une consommation ne dépassant pas
les 200 a 350g par habitant (Ouyahiya,2003), qui font ces résultats sont insuffisantes pour
couvrir les besoins nationaux.

Depuis ’apparition de cette maladie, de nombreux travaux ont été réalisé afin de trouver un
traitement efficace pour limiter la croissance de cet acarien. Pour cela les apiculteurs disposent
de différentes méthodes qui comportent de nombreux inconvénients, comme la contamination
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des produits de la ruche ou la sélection de souches d’acariens résistantes aux molécules actives),
ces problémes rendent I’abeille plus fragile et favorise la propagation de cette maladie (Le
Conte et Faucon, 2002).

Face a cette situations plusieurs recherches ont été entreprises afin de mettre en place un
nouveau concept de lutte contre ce parasite, et pour cela plusieurs techniques apicoles ont été
utilisées pour lutter contre ce parasite, et parmi ses techniques la lutte biologique a base des
huiles essentielles des plantes aromatiques qui offrent une solution valide car leur présence est
normale dans I’ambiance de la ruche (Colin et al,1990).

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques
(Hamid et al., 2011), elles possedent de nombreuses propriétés qui indiquent leur immense
importance. Elles peuvent étre : anti-infectieuses, anti-inflammatoires, antispasmodiques,
antimicrobiennes, anti-oxydantes, cytotoxiques et anticancéreuses (Bardeau, 2009), les
essences de citron sont des agents antimicrobiens a large spectre (Randhawa et al., 2001), elles
ont des activités insecticides (Ayvaz et al., 2010) et sont utilisées comme pesticide dans la lutte
biologique contre les ravageurs, elles agissent sur le comportement et/ou le développement de
certains arthropodes et parfois étre mortelles, donc en cours d’utilisations il faut respecter la
posologie et le mode d’administration de ces extraites.

C’est dans ce contexte, que notre travail de mémoire s’inscrit, sur I’étude de I’huile
essentielle extraite de 1’écorce de I’espeéce Citrus limon, dans le but :
% D’extraire par hydrodistillation I’huile essentielle de 1’écorce du citron et d’estimer le
rendement d’extraction
% Etudier I’effet acaricide de I’huile essentielle de citronniers (Citrus lemon) sur le Varroa
jacobsoni le parasite de I’abeille Apis mellifera intermissa
s Determiner si la dose utilisés est efficace pour neutraliser ce parasite afin de protéger
I’abeille, qui est une des sources économiques importante en Algérie
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|- La vie de I’abeille
I-1. Historique

Il y a environ cent millions d’années, au cours du Crétacé, les premicres plantes a
fleurs(Angiospermes) apparaissent sur terre en procurant un apport de protéines et de glucides
au regne animal. C’est probablement au méme moment qu’ont émergé les insectes
pollinisateurs. lls ont résisté aux différents changements climatiques et ont Co-évolué
ensemble pour aboutir aujourd’hui a 250 000 espéces d’Angiospermes et 20 000 especes
d’insectes pollinisateurs dont les abeilles. Les deux plus anciens fossiles d’abeilles constitués
d’ambre ont été retrouvés aux Etats-Unis et dans la mer baltique et sont datés de cinquante &
quatre-vingt-seize millions d’années. L’abeille mellifére, quant a elle, est beaucoup plus
récente. Sa présence remonte en effet a environ 2 millions d’années (Adam, 1985) (Figure
n°1).

Figure n°01 : Abeille

I-2/Abeilles Algériennes
En Algérie, on a deux types de races d’abeilles :
I-2-1/ Races autochtones

Il existe en Algérie deux races ou sous especes d’abeilles autochtones
¢+ L’abeille Saharienne ou Apis mellifera Saharien sis (Baldenperger, 1922).

¢+ L’abeille Tellienne ou Apis mellifera Intermissa (Buttel-Reepen, 1906).

La race Intermissa est la plus répandue, son aire de répartition s’étend sur toute I’Afrique du
nord, du Maroc a la Tunisie (Cornet et al., 1988 ; Grissa et al., 1990 ; Barour et al., 2011 ;
Loucif - Ayad et al., 2014).
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Selon Cornet et al., (1988), la position systématique de cette race est :

Embranchement : Arthropodes
Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insectes
Sous — classe : Ptérygotes
Ordre : Hyménopteres
Sous - ordre : Apocrites
Section : Aculéates
Famille : Apidés
Genre :  Apis
Espéce : Apis mellifera
Sous — espece : Apis mellifera Intermissa

I-2-2/Races introduites

Des races Européennes ont été introduites en Afrique du nord, ce sont : Apis mellifera
intermissa, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasaca et Apis mellifera carnica.
L’introduction d’abeilles étrangéres a pour conséquences inévitables 1’apparition de familles
de races croisées, plus agressives et plus actives que des abeilles de races pures (Ahmim,
2008).

I-3/ Anatomie générale d’Apis mellifera

I-3-1/Morphologie externe

Le corps des abeilles est souvent en forme trapue ou elancée, avec une taille qui varie dans
la plupart des cas entre 5 a plus de 20 mm (Jacob-Remacle, 1990).

Généralement les abeilles sont distinguées des autres insectes par la présence de la pilosité
sur le corps, elles sont quelque fois presque dépourvues de poils (abeilles parasitées) mais
elles sont tres souvent tres poilues ou densément poilues comme chez les faux bourdons. Cette
fourrure de poil qui entoure le corps permet aux abeilles une meilleure résistance au froid et
c’est aussi un moyen de récolte de pollen. Il est également considéré comme un critere
important de différenciation (Bernard, 1951; Terzo et Rasmont, 2007).

Le corps d’abeille est divisé en trois parties : téte, thorax et abdomen. Il est recouvert d’une
membrane externe de chitine (cuticule), qui forme 1’exosquelette, cette couche gagne en
souplesse pour permettre les mouvements initiés par les muscles insérés sur la surface interne
de la cuticule (Le Conte, 2004; Biri, 2010) (Figure n°2).
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Figure n°02 : anatomie externe de I’abeille.

1-3-1.1 La téte

La téte est une capsule ovoide qui, extérieurement présente deux yeux composeés et trois
ocelles, deux antennes et les pieces buccales. Elle porte les principaux organes des sens et
renferme un cerveau d’un volume important, ainsi que les glandes hypophrygiennes, labiales
et mandibulaires (le conte,2006).

1-3-1.2/ Le thorax (mésosome)

C’est la partie la plus dure du corps (Riondet, 2013). Situé entre la téte et ’abdomen, le
thorax est constitué de trois segments communs a tous les insectes, plus une extension de
premier segment abdominal (spécifique de hyménopteres).il porte les éléments locomoteurs
de T’abeille : deux paires d’ailles membrancuses et trois paires de pattes, et contient des
muscles puissants pour les faire fonctionner. Trois paires d’orifices respiratoires appelés
stigmates débouchent symétriquement sur le c6té du thorax (le conte 2006).

1-3-1.3/ L’abdomen (métasome)
C’est la partie la plus grosse de I’abeille, il est composé de sept anneaux mobiles qui
peuvent s’allonger suivant le besoin (Fréres et Guillaume, 2011). Il renferme le systeme

respiratoire, circulatoire, digestif et un certain nombre de glandes. 1l se termine par ’appareil
vulnérant, appareil reproducteur et le rectum (Winston, 1993).
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I1-3-2/Morphologie interne
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Figure n°3 : morphologie interne de 1’abeille

1-3-2.1/Le Systéme circulatoire

Selon le conte (2006) c’est un systéme ouvert avec un vaisseau dorsal allant de I’extrémité
de I’abdomen a la téte : ’hémolymphe, prélevée dans I’abdomen, est projeté par cing
ventricules de la cavité abdominale dans I’aorte thoracique puis dans la téte, ou débouche le
canal de I’hémolymphe. Des muscles abdominaux, attachés aux diaphragmes ventral et
dorsal, aident a la circulation et au retour de I’hémolymphe vers les ventricules abdominaux.

Le role de systeme circulatoire est de transporter dans les différentes parties du corps de
I’abeille, les éléments nutritifs, les produits de dégradation cellulaires et les Oenocytes,
cellules qui participent a la défense de 1’organisme.

1-3-2-2/Le Systéme nerveux
Le systéme nerveux de I’abeille est constitué de deux ensembles complémentaires :
-le systéme nerveux central, avec le cerveau et la chaine nerveuse ventrale ;

-le systeme nerveux stomatogastrique, lié a I’activité et au fonctionnement des organes
internes, est ’équivalent du systéme nerveux sympathique des mammiféres. Ce systeme,
présent chez les insectes, a été peu décrit chez I’abeille (le conte, 2006).

1-3-2-3/Le Systéme respiratoire

Le systeme respiratoire, elle rejette 1’air par des orifices appelés stigmates, situés de
chaque cOté des segments thoraciques et abdominaux. Ses vingt stigmates forment une
structure complexe ou une valve et un systeme musculaire, qui permettent la fermeture d’une
chambre de poils filtrant I’air (le conte,2006).
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1-3-2-4/Le Systeme digestif

D’apres (Biri 2010), I’appareil digestif comprend, outre les piéces 1’appareil buccales, le
tube digestif qui s’¢tend de I’orifice buccal & I’orifice anal, situé au-dessous du vaisseau
dorsal (cceur) et au-dessus de la chaine ganglionnaire ventrale, le tube digestif est composé de
trois parties : ’intestin antérieur, 1’intestin moyen et ’intestin postérieur.

I-3-2-5/Le Systeme musculaire

L’appareil musculaire de I’abeille est constitué par des fibres musculaires striées,
entourées par une membrane transparente et élastique appelée sarcolemme. Gréace a ce
puissant systeme de propulsion, abeille peut parcourir 500m par minute (Biri,2010).

1-4/Les différentes castes d’une colonie d’abeille

Une ouvriére Une reine Un méle ou faux-bourdon

Figure n°04 : les castes d’une colonie d’abeille
I-4-1/La reine

Il y a en principe une seule reine par ruche. C’est la mere de toute la colonie. Elle se
caractérise par sa longue taille et son abdomen trés développe. La durée de vie de la reine est
de 3 a 4 ans (Martin,2009). Durant son stade larvaire, elle consomme uniquement de grandes
quantités de gelée royale pendant environ 4 a 6 jours lui permettant d’atteindre un poids
variant entre 178 et 292 mg a I’dge adulte (Winston, 1993). Née 16 jours aprées la ponte de
I’ceuf, elle mesure en moyenne 16 mm de long et son thorax atteint 4.5mm de diametre (Biri
2010). Une semaine aprés sa naissance, la reine s’accouple une seule fois avec 6 a 30 males
durant un vol d’accouplement (le vol nuptial), elle stocke le sperme dans un organe spécialisé
appelé spérmathéque, la reine peut pondre jusqu’a 2000 ceufs fécondés par jour, ils sont issus
de peres différents donnant naissance a une fratrie qui permet d’augmenter la diversité
génétique de la colonie (Oldroyd et al., 1995).

Elle posséde un dard lisse qui lui permet de piquer a plusieurs reprises pour éliminer les
concurrentes et une poche a venin plus grande. Ses principales fonctions sont la ponte des
ceufs et la régulation des activités de la colonie par la sécrétion des phéromones produite par
les glandes mandibulaires (stimulation de la production de cire, inhibition de la construction
d’alvéoles royales, inhibition du développement ovarien des ouvrieres) (le Conte, 2004)
(Figure n°4).
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I-4-2/les males ou faux bourdons

Ils sont environ plusieurs centaines par ruche (Paterson, 2008) Ils se caractérisent par un
gros abdomen, absence de dard et d’organes adaptés pour la récolte de nectar et de pollen
(Suchail,2001). Ils mesurent 15mm de long pesent 230 mg, sont plus trapus, plus velus que
les ouvrieres, leurs yeux sont plus gros et placés au-dessus de leur téte ne possédent pas de
dard. Ils naissent uniquement au printemps 24 jours aprés la ponte, et sont issus d’un ceuf non
fécondé, c’est ce que I’on appelle la parthénogénése, (Figure n°4)

Ils jouent un réle principalement dans la reproduction et peuvent également participer a la
ventilation en cas de forte chaleur (Belzunces et al., 1996).

Leur temps de vie au stade adulte ne dépasse pas 60 jours et souvent moins en cas
d’accouplement, qui peut leur étre fatal (Brown et Baer, 2005 ; Page et Peng, 2001).

Leur appareil génital est arraché lors de la fécondation. Incapables de butiner, ils puisent
dans les réserves de miel de la ruche. A 'automne, quand la nourriture devient moins
abondante, les faux-bourdons sont tués ou expulsés de la ruche. Ne sachant pas se nourrir
seuls, ils meurent.

I-4-3/les ouvrieres
Les ouvrieres sont issues d’ceufs fécondé€s et naissent 21 jours apres la ponte de I’ceuf.

Ce sont des femelles stériles (non reproductrices) mais possédent des organes spécialisés
pour la récolte de nourriture, la construction ou la défense du nid (Phan- Delegue, 1998).

En effet, a sa naissance I’ouvriére est nettoyeuse puis devient ciriére, magasiniére,
gardienne et butineuse jusqu’a la fin de ses jours (Spurgin, 2008). Deux catégories
d’ouvricres se succedent au cours de ’année : les abeilles d’été qui vivent environ quarante
jours (entre trois et six semaines) et les abeilles d’hiver qui survivent jusqu’au printemps
suivant, soit quatre a cinq mois. Les abeilles d’été voient leurs taches évoluer en fonction de
leur &ge (Le conte, 2004). (Figure n°4)

I-4.4 Leurs taches d’aprés le conte, (2006)

I-4.4.1. La nettoyeuse : se sont généralement les trés jeunes abeilles qui préparent les cellules
pour la ponte de la reine.

I-4.4.2. La nourrice : les ouvriéres nourrices, assument les différents soins indispensables au
développement du couvain. En particulier, elles produisent la nourriture nécessaire aux larves
et distribuent sélectivement en fonction de leur age et leur caste.

I- 4.4.3. L’architecte et la magonne : les travaux de construction réalisés par les abeilles a
I’intérieur de la ruche sont de type. Les alvéoles sont élaborées par un groupe d’ouvricres et
les réparations ultérieures, modifications et operculation de cellules constituent des activités
individuelles
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I-4.4.4. La manutentionnaire : lorsque la butineuse revient a la ruche avec son fardeau, elle
cherche a s’en décharger pour repartir butiner. Ce sont les ouvriéres manutentionnaires, dont
I’age moyen se situe vers 15 jours, qui vont gérer le devenir du butin, en particulier le miel et
le pollen

I-4.4.5 La ventileuse : les abeilles pratiquent la ventilation pour gérer le micro climat de la
colonie, en particulier la température. Elles utilisent aussi cette technique pendent
I’essaimage, lors de rappel qui sert a regrouper les abeilles.

1-4.4.6. La gardienne : les gardiennes assurent un r6le fondamental de défense.

1-4.4.7. La butineuse : le comportement de butinage est développé par les abeilles les plus
ageées et vise a récolter les éléments nutritifs nécessaires a la colonie : nectar, pollen et eau,
ainsi qu’a propolis utilise dans la construction du nid.

1-5/Le cycle de développement d’abeilles

Les abeilles sont dites insectes holométaboles ou a métamorphose compléete. Elles sont
complétement différentes a I’état larvaire et a 1’état adulte (Biri, 2010)

Le cycle de développement d’une abeille adulte quel que soit son caste est identique et
passe par trois étapes : stade de I’ceuf, stade larvaire, stade nymphal (Prost, 2005 ; Von
Frisch, 2011) mais la durée de développement est variable ; ainsi la reine a le cycle le plus
court, les faux-bourdons ont le cycle le plus long, par contre les ouvrieres ont le cycle
intermédiaire (Prost, 2005). Ces durées de vie sont des moyennes, puisqu’elles sont
différentes en fonction des sous-espéces d’abeilles. Elles varient également en fonction de
facteurs environnementaux comme la température (la température idéale nid pour le
développement du couvain est de 35°C), ’humidité et la nutrition du couvain (Winston,
1993). Ainsi dépendante de facteurs génétiques (Le Conte,2011) (Figure n°5)

Oeuf Larve Pupe Adulte
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I-6/Ruche au fil des saisons

Le nombre d’individus de la colonie varie selon la saison et la force de chaque ruche.
Ce nombre est de 20 000 a 60 000 individus durant la belle saison (printemps), et il chute a
15 000 jusqu'a 5000 en hiver (Ravazzi, 1996).
Au printemps, les abeilles sortent de la ruche et commencent a butiner des les premieres
floraisons. La reine reprend ses pontes, et de jeunes abeilles remplacent celles de C’est : la
phase de développement.

En mai — juin, les abeilles sont trés nombreuses (plus de 40 000) ; les ouvrieres élévent
alors les larves de reines. Peu avant la naissance, la vieille reine quitte la ruche avec une partie
des abeilles et crée une nouvelle colonie. C’est : la phase d’essaimage.

Du printemps au milieu de 1’été, les abeilles profitent au maximum des fleurs melliféres
pour stocker le miel.

En ao(t, la reine réduit sa ponte, la colonie diminue, les faux-bourdons sont expulsés de la
ruche, c’est : la phase de préparation a ’hivernage.

En automne, les abeilles butinent les derniéres fleurs, la reine reprend sa ponte pour faire
naitre les abeilles qui traverseront 1’hiver.

En hiver, les abeilles restent a I’abri dans la ruche. La colonie est réduite et se serre en
grappe autour de la reine qui a cessé de pondre, se nourrissant sur les réserves accumulées au
printemps, la température est maintenue au centre de la grappe a 34°-35°C. C’est : la phase
d’hivernage (Prost, 1990).

I-7 Roéle d’ Abeilles (Apis mellifera)
I-7-1 Role de pollinisateur

Les abeilles participent a la reproduction de plus de la moitié des espéces de plantes a
fleurs (Prost, 1990). 80% des plantes ont absolument besoin des abeilles pour étre fécondées,
et sans elles, il Ny aurait plus de fruits ou de légumes (Diemer, 1988). Elles favorisent la
diversité et I’amélioration de rendements de nombreuses plantes cultivées en quantités et en
qualités.

I-7-2 Role économique

En butinant les fleurs a la recherche de nectar et de pollen, I’abeille participe activement a
la pollinisation de la flore sauvage tel que : I’aubépine (Crataegus oxyacantha), 1’églantier
(Rosa canina), le sorbier (Sorbus domestica) mais également des plantes cultivées, favorisant
ainsi leur reproduction et améliorant les récoltes (Toullec, 2008).

I-7-3/R0le de bio-indicateur

En observant la mortalité des abeilles et en détectant les résidus de pesticides, métaux
lourds ou molécules radioactives dans les produits de la ruche, ’abeille domestique permet
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ainsi de détecter les polluants organiques et inorganiques dans son environnement
(Toullec,2008).

« Si abeille disparaissait de la surface du globe, [’homme n’aurait plus que quatre
années A vivre » — Albert Einstein.

1-8/ Maladies de I’abeille

Comme tous les étres vivants, les abeilles sont menacées par des maladies, les plus
dangereuses qui sont :

I-8-1 /Maladies du couvain
I-8-1-1 /La loque américaine

La loque américaine est une maladie contagieuse grave qui affecte les larves d’abeille
operculées. Elle est due a une bactérie dénommée Paenibaillus larvea, et se caractérise
cliniquement par la mort, la putréfaction et la dessiccation des larves atteintes.
111-8-1-2 La loque européenne

La loque européenne est une maladie infectieuse et contagieuse du couvain d’abeille moins
dangereuse que la logque américaine. Les trois castes d’abeilles sont atteintes par la maladie
elle affecte le couvain, principalement avant 1’operculation.
I-8-2/Maladies des adultes
I-8-2-1/La nosémose

La nosémose est une maladie parasitaire des abeilles adultes. Elles sont dues a un
protozoaire (animal unicellulaire), Nosema apis, qui se développe dans le tube digestif de
I’abeille au niveau de I’intestin moyen. C’est une des cinq maladies réputées légalement
contagieuses de I’abeille. (Brabangons,2006).
I-8-2-2/L’acariose

L’acariose des trachées est une maladies contagieuse grave provoquée par un acarien,
parasite interne qui se localise dans les trachées de I’abeille : Aarapis woodi. Ce parasite
s’attaque aux trois castes d’abeilles adultes: reine, abeilles, faux bourdons.

(Brabancgons,2006).

1-8-3/Maladies du couvain et des adultes
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I-8-3-1/Les mycoses

Les mycoses sont des maladies dues & des champignons pathogenes.la principale mycose
de I’abeille affecte le couvain. Elle est la conséquence du développement dans les larves

d’Ascospahaera apis, qui provoque leur mort et ’apparition du couvain platre ou calcifie.
(Brabancgons,2006)

I-8-3-2/La fausse teigne

I1'y a deux fausse teignes, especes voisines de papillons, capables de parasiter les ruches ou
les rayons stockes. Elles ne sont pas cause de mortalité directe mais profitent de
I’affaiblissement des colonies pour se développer. (Brabangons,2006).

1-8-3-3/Le Varroa

Parasite habituel de I'abeille domestique ayant été vehiculé sur I'ensemble des continents
par des transferts d'abeilles reproductrices ou de ruches, reste une des causes initiales ou
partielles envisageables comme affaiblissant les abeilles et propageant des infections virales
associées (Chauzat et al., 2010 ; Topolska et al., 2010 ; Martin et al., 2012).

I-8-3-4 Les virus

A ce jour, une vingtaine de virus sont identifiés comme de possibles causes de maladies
chez I’abeille. Ces virus subissent généralement a I’état latent dans les colonies et c’est
souvent leur association avec d’autres facteurs qui déclenche des maladies virales.
(Brabancons, 2006).
I-8-4/ Les petits prédateurs

L’abeille, comme tout étre vivant, a nombre d’ennemis : des prédateurs qui la chassent,
mais aussi des animaux vivant en parasites au détriment de la colonie en consommant miel ou
pollen, ou encore simplement des perturbateurs de la vie de la ruche. (Brabancons,2006)

Exemple : les oiseaux (guépier), les reptiles et les insectes (fourmis).
I- 8-5/ Les mammiferes

Certains mammiféres sont des ennemis occasionnels de 1’abeille, soit par les perturbations
qu’ils causent dans les colonies pendant I’hiver, soit par la consommation des abeilles ou des
provisions des ruchées. (Brabangons,2006). Exemple : I’ours les souris...etc.).

I- 9. Facteurs environnementaux favorisant les pathologies

D’aprés Fernandez et Coinneau, (2007) les apports en pollen doivent étre suffisants et
variés pour satisfaire les besoins qualitatifs et quantitatifs de la colonie mais aussi les cultures
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intensives jouent un réle important dans la perte de la biodiversité car ils se caractérisent par
des grandes surfaces de monocultures, traitées par des herbicides donc totalement dépourvus
de flore sauvage. La généralisation des traitements phytosanitaires (dés le début des années
1950) pése sur la flore et la faune agricole. La plupart des insecticides agissent sur le systeme
nerveux. Les abeilles ne se ramassent plus a la pelle devant les ruches mais celles-ci se
dépeuplent lentement (Toullec, 2008). Le réchauffement climatique provoque aussi une
évolution de la flore et par conséquent une évolution, voire la disparition de la faune
pollinisatrice Associée (Haubruge et al., 2006).
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I1- La Varroase
11-1. Généralité

La varroase est une maladie parasitaire grave, trés contagieuse, qui atteint les abeilles
adultes et le couvain; elle est due au développement et a la multiplication d'un acarien
(ectoparasite) macroscopique (visible a I’ceil nu), Varroa jacobsoni (Oudemans,1904).

Le Varroa a été découvert pour la premiére fois en Inde (sur I’ile de Java) par JACOBSONI
en 1904, et décrit par le hollandais Edward Oudemans d’ou le nom scientifique : Varroa
jacobsoni Oudemans. L’hote d’origine de Varroa est 1’abeille d’Asie Apis cerana (Colin et
al.,1983).

Dés lors la parasitose a connu une extension de plus en plus rapide. Au gré des
transhumances et des échanges commerciaux. L’infestation de nouvelles colonies étant
autorisée par la phorésie. Le Varroa était détecté dans ’ensemble des républiques soviétiques
avant la fin des années 1960(Colin et al.,1983).

Le passage du parasite sur Apis mellifera semble dater des années 1960. Car, dans la région
soviétique d'Oussouri, Poltev fit une étude approfondie sur une maladie inhabituelle des
abeilles mellifiques mais cet excellent clinicien ne conclut pas a la présence de Varroa
jacobsoni entre les années 1946 et 1963. Et c'est en 1964 que l'acarien fut découvert sur Apis
mellifera dans cette méme zone alors qu’il ne constitue pas aujourd’hui une menace pour Apis
cerana. (Donzé ;1995 in Wendeling ,2012).

En 1980, Varroa Jacobsoni atteint les rivages méditerranéens par la Grece et la Yougoslavie
Sur les autres fronts, Varroa atteint le continent africain par la Tunisie, vraisemblablement en
1975, a la suite de I’importation de plusieurs centaines de colonies en Provences de Romanie.
La parasitose gagne du terrain vers 1’ouest en Algérie, mais aussi I’est et le sud en direction de
la Libye. (Figure 06) (vanille boin,1991), aujourd’hui le Varroa Jacobsoni touche une trés
grande partie du monde.
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Figure n° 06 : Répartition de le Varroa dans le monde (FERNANDEZ ,2001)
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11--2. L’agent causal de la varroase

Le Varroa est le principal ravageur des abeilles, car il occupe le premier rang dans le monde
arabe et le monde en termes d'importance parmi les maladies et ravageurs les plus nuisibles
pour les abeilles. (Figure n°07)

Le danger du parasite réside dans la vitesse de sa reproduction et de sa propagation,
provoquant la destruction des colonies d’abeilles. (Colin et al.,1999)

Figure n° 07 : Vue microscopique du Varroa Jacobsoni (MARTIN,1994)
I1- 3. Systématique de Varroa

Selon Edward Oudemans,1904, le Varroa Jacobsoni appartienent a :

Régne Animal
Sous régne Métazoaires
Embranchement Arthropodes
Sous embranchement Chélicérates
Classe Arachnides
Ordre Gamazidas
Sous ordre Mesostigmates
Famille Varroadaes
Sous famille Varroanas
Genre Varroa
Espéce Varroa Jacobsoni

(Edward Oudemans,1904)

Le genre Varroa est composé de quatre éspeces ;Varroa jacobsoni (décrite par Oudemans en
1904), Varroa underwoodi ( décrite par Ddelfinado-baker et aggarwale en 1987), Varroa
rindereri ( décrite par De Guzman et Delfinado-baker en 1995) et Varroa destructor (décrit par
Anderson et Trueman en 2000). (Treilles, 2002).

11--4. Morphologie
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11--4.1. La forme mature
11- 4.1.1 La femelle

Elle représente la forme de dissémination et de résistance de I'espece hors du couvain
d'abeilles. (Colin et al., 1999) (Figure n°08)

e Forme du corps elliptique avec une légére concavité de la partie supérieure de la
carapace; plat (marron)

e Couleur Le brun jaunatre foncé devient brun foncé avec I'age.

e Hauteur 1100 microns (1,1 mm)

e Largeur 1600 microns (1,6 mm)

e Plaque dorsale une chitine trés dure recouverte de soies centraux en plumes et d'un
plus grand nombre de soies droits pointus.

e Aspect abdominal Il est composé de plusieurs feuilles séparées par une fine membrane
interne entre elles, ce qui permet une expansion pendant l'alimentation et pendant la
formation des ceufs.

e L'idiosome est constitué de plusieurs plaques cuticulaires. Il porte ventralement quatre
paires de pattes courtes et puissantes, chacune terminée par une ventouse. La premiére
paire de pattes porte des sensilles chemoréceptrices.

e Le gnathosome se trouve en avant du corps et fait légerement saillie. Les pédipalpes
mobiles recouverts de nombreux poils servent d'organes du toucher. Sous les
pédipalpes, l'orifice gnathosomal s'ouvre entre les chélicéres qui ont un double rdle
sensitif et mécanique dans la perforation de la cuticule de Iabeille. Un pharynx
musculeux permet la succion de I'nemolymphe de I'hote apres la pigdre.

A l'extrémité postérieure se situe l'orifice anal. Les deux stigmates respiratoires sont placés

ventralement et antérieurement; ils sont entourés par un peritreme muni d'un tube péritrémal
mobile. L'orifice génital est caché par la plaque ventrale.

P
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Figure n° 08 : Vue ventrale (a gauche) et dorsale d’une femelle adulte V. Jacobsoni ;, méle
adulte en vue ventrale (en bas) (Rémy Vandame et Marc Colin,1999).
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11-4.2. La forme immature
I1-4.2.1 Le male

Les formes immatures de Varroa jacobsoni n'existent qu’a l'intérieur du couvain operculé

e Forme du corps poire, sphérique Sa carapace est molle. (Colin et al., 1999).

e Couleur: blanc jaunatre

e Hauteur: 750 microns (0,7 mm)

e Largeur: 870 microns (0.8 mm)

e Taille: légérement plus petite que la femelle.

e Plaque dorsale: entiérement recouverte de capillaires.

e Son appareil buccal n'est pas adapté a la succion de I'hémolymphe. Les chélicéres
modifiées permettent le transport des spermatophores. La bouche du male est primitive,
sténographique et dépend de la nutrition des autres.

II- 4.2.2. Les ceufs Sont blanchatres, entourés d'une enveloppe contenant le vitellus. 1ls
mesurent 0,5 mm.

11-4.2.3. La larve est immobile et enfermée dans la membrane de I'ceuf, elle est grossierement
sphérique. Elle présente un corps piriforme et mesure 0,5 mm de large et 0.7 de long. Elle ne
possede que trois paires de pattes et les chéliceres. (Colin et al., 1999). (Figure n°09)

I1- 4.2.4. Les protonymphes issues des larves sont mobiles, mesurant 0,6 mm de longueur et
0.5 mm de large. Son corps est globuleux de couleur blanc perlée. Il est tres difficile de
distinguer males et femelles a ce stade. (Colin et al., 1999). (Figure n°09)

I1- 4.2.5. Les deutonymphes leur femelles ont & peu prés la forme et la taille de I'adulte, Le
corps devient ellipsoide mais sont de coloration blanche; il en est de méme pour les
deutonymphes males qui ressemblent a I'adulte mais sont plus petits et de forme piriforme par
rapport a la femelle. (Colin et al., 1999). (Figure n°09)
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Figure n° 09 : Composition d’une famille V. Jacobsoni observée dans une alvéole de couvain
d’ouvrieres approximativement 11 jours aprés ’operculation (Rosenkranz et al., 2010).

11-5. La dynamique du Varroa
11-5.1. Cycle évolutif

Le cycle du Varroa se fait dans la cellule aprés operculation. C'est donc un parasite de
I'adulte et du couvain dont la présence est nécessaire pour son développement.

Seule la femelle est hématophage, quant au male, il ne sert qu'a la reproduction.

La femelle Varroa se nourrit par piqlre de I’hémolymphe (le sang) de I’abeille. La reine, les
ouvrieres et les faux-bourdons sont tous touchés et a tous les stades de leur développement
(larve, nymphe, abeille adulte). La durée de vie d’un parasite est adaptée au cycle de vie de
I’abeille. En été, la femelle Varroa vit entre un et deux mois, en hiver, entre six et huit mois. Le
male meurt aprés 1’accouplement (Shutler, 2014). Le cycle du développement du Varroa
comporte deux périodes : (Figure n°10)
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Figure n°10 : cycle évolutif du Varroa Jacobsoni (MARTIN,1994)
11-5.1.1. Période hors couvain

Elle est appelée phorétique, pendant cette période 1’acarien est sur I’abeille adulte (Figure
:10). Cette période est courte, environ une semaine quand il y a de I’élevage, mais trés longue
jusqu'a quatre mois en absence de couvain. Il se nourrit de ’hémolymphe de 1’abeille et
I’affaiblit. Pendant la phorésie, la transmission de la varroase se fait par le butinage, la dérive,
le pillage et surtout I’essaimage (Ellis et Zettelnalen, 2010). La phorésie constitue une phase
d’attente, en attendant I’infestation du couvain pour un nouveau cycle de reproduction (Al
Ghzawi, 1993 in Wendling, 2012).

11-5.1.2. Période dans le couvain

La femelle Varroa se loge dans une cellule occupée par une larve juste avant son
operculation, elle est appelée : femelle fondatrice, elle se place sous la larve dans la bouillie
larvaire, et en cas de forte infestation, plusieurs femelles peuvent se loger dans la méme
alvéole. Elle préfere les cellules de couvain male qu’elle distingue a I’odeur (Colin, 1982 et
Iftandis, 1988).

La femelle ponde de deux a huit ceufs, le premier pondu 60 heures aprés operculation
donnera un male, les autres des femelles toutes les 30 heures environ, Une fondatrice peut
effectuer plusieurs cycles de ponte, elle atteint ’age adulte en 7 a 8 jours, le male Varroa
atteint I’age adulte en 5 a 7 jours (Colin, 1982 et Robaux, 1986).

Avant que I’abeille ne sorte de la cellule, les males doivent féconder les femelles, seules les
femelles fécondées peuvent parasiter les abeilles adultes et survivre en dehors du couvain. Les
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males ainsi que les femelles non fécondées ne survivent pas, quand la jeune abeille adulte
émerge, ils meurent de faim ou de déshydratation et sont jetées par les ouvrieres au fond de la
ruche lors du nettoyage de la cellule. Le Varroa peut ensuite étre facilement transporté par les
abeilles d’une colonie a une autre, et le cycle de reproduction recommence.

11-5.2. Augmentation de P’infestation de Varroa Jacobsoni

L’augmentation de la population du Varroa suit celle de la colonie d’abeille. La situation
devient critique en fin d’été quand le couvain diminue alors que le rythme de reproduction de
Varroa continue. L’infestation est @ son minimum en hiver, elle augmente au cours de la saison
apicole ou les cellules du couvain male sont beaucoup plus infestées que celles du couvain des
ouvriéres et elle atteint son paroxysme en automne (Boot, 1995).

11-5.2.1. Effets du V. Jacobsoni sur ’abeille

Le Varroa se nourrit de I’hémolymphe, il prive I’abeille de nombreuses cellules sanguines et
de protéines (Colin, 1999). La gelee produite par les nourrices est alors de moins bonne qualité
ce qui nuit au développement du couvain (Pinto et al., 2011).

La durée de vie des abeilles est réduite, car le parasite diminue leur capacité de vol ainsi que
leur activité dans la ruche (Fernandez et Coinneau, 2007).

Le Varroa par son role de vecteur injecte les virus qu’il porte directement dans
I’hémolymphe de I’abeille.

L'acarien peut aussi transporter des agents pathogenes qui compliquent la parasitose.
L’abeille, une fois parasitée par un acarien et infestée par un virus, pourrait en effet étre plus
sensible aux effets toxiques des pesticides présents dans I’environnement. (Adjlane,2012),
permis les virus :

» APV (Acute Paralysés Virus) qui est responsable de la mort de grosses abeilles
infectées par Varroa.

Virus de paralysie chronique CPV (moins)
Noircissement des abeilles (virus Arkansas).

Virus de la couvée.

Virus du Cachemire.

» Virus DWV qui provoque la déformation des ailes.

Ainsi la varroase est souvent associée au développement d’autres maladies telles que : la
maladie des ailes déformée (Figure 11), la paralysie aigue et la loque (Bowen-Walker et al.,
1999),

YV VYV
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Figure n° 11 : Abeille saine (a gauche) et abeille parasitée par Varroa (a droite) (Wendeling,

2012).

11-5.2.1.1. Symptdmes apparents

Les abeilles sont inefficaces pour voler car les abeilles rampent contre les cellules.
(Figure n°12)

Incapacité de répondre a la nutrition de l'automne et de I'hiver.

Incapacité a collecter le nectar et le pollen.

Les ailes ont cessé de grandir.

Palais abdominal.

Abeilles marchant effrayantes.

Une infection grave provoque la mort de la couvée, donnant des symptdmes similaires a
la maladie de la couvée européenne.

Diminution de la production de miel en raison du mangue des ouvrieres.
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11-5.2.2. Effet de Varroa Jacobsoni sur la colonie

La colonie d’abeille parait normale quand I’infestation par Varroa est faible, mais lorsque
I’infestation est importante on assiste a une diminution brutale du nombre d’abeille.

Le couvain est en mosaique et il parait négligé, des alvéoles ouvertes et des alvéoles vides
(Figures :13). Les réserves en miel et pollen apparaissent disproportionnées par rapport a la
force de la colonie. La mort de la colonie survient la plupart du temps pendant I’hiver
(Wendeling, 2012)

Figure n°13 : Couvain d’ouvricres parasité par V. Jacobsoni (Wendeling, 2012).
11-6. Facteurs qui augmentent I'infection

» Le climat temperé

L'absence de toute légitime défense des abeilles contre le parasite.

> Le cycle de vie du parasite est court (7-8) jours par rapport au cycle de vie des abeilles
(21 jours pour les ouvrieres, 23 jours pour le male) afin que le parasite puisse terminer
le cycle de vie dans le couvain.

> Les cellules elles-mémes protégent Varroa en été et en hiver.

» Les cellules faibles sont au centre de la distribution des infections. Quant aux cellules
fortes, la température 35°C au couvain n'est pas adaptée a la croissance des parasites.

A\

11-7. Evaluation de I’infestation par Varroa Jacobsoni (Dépistage)

Il existe trois fagons pour évaluer I’infestation par Varroa, directement dans le couvain, et
sur les abeilles et indirectement par la chute naturelle de Varroa. La méthode visuelle est trop
impreécise, toutefois elle peut donner une impression générale du degré d’infestation (Develin,
2001 in Giovenazzo, 2011).

«» Examen du couvain

Cette méthode consiste a prélever les acariens qui se trouvent dans les cellules du couvain
operculé, elle donne une idée sur le taux d’infestation de celui-ci, en effet 50 a 90 % des
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Varroas se trouvent dans les cellules operculées du couvain (Rosenkranz et al., 2010).
L’opercule protege ainsi la plus grande partie de la population lors de I’application des
traitements ponctuels peu rémanents.

®,

< Examen de ’abeille

Le principe est de ramasser 150 a 300 abeilles par colonie, les mettre dans un bocal
contenant de 1’alcool ou bien de I’eau plus un détergent, agiter et compter le nombre de Varroa
tombé. Leur pourcentage par rapport aux abeilles prélevées nous donne le degré d’infestation
de la colonie (Cantin, 2012) Un Varroa visible sur une abeille égal 5 a 10 Varroas présents
dans le couvain (Martin, 1994).

0,

«» Chute naturelle

Sur le plancher de la ruche, on place un plateau enduit de graisse protégé d’une grille pour
empécher le nettoyage spontané des ruches par les abeilles. Cette meéthode est plus
représentative, son avantage est qu’on puisse récolter les Varroas morts a n’importe quelle
période de I’année (Labeste, 2013, Ghomari, 2014). Elle est plus précise que les deux
précédentes, elle ne nécessite pas 1’ouverture de la ruche. C’est une méthode qui consiste a
établir un taux moyen de Varroa par jour, ainsi 24 Varroas observés sur six jours = 4 Varroas
par jours (Rosenkranz et al., 2010).

11-8. Moyens de lutte contre le Varroa Jacobsoni

Les stratégies de lutte contre le Varroa utilisé actuellement peuvent étre réparties en trois
grandes catégories, les deux premiéres étant les plus largement employées : les méthodes
chimiques a base d’acaricides de synthese, les méthodes biologiques a base d’acides organiques
ou d’huiles essentielles et les méthodes mécaniques. (Mondet et al., 2016).

11-8.1. Lutte par traitements acaricides (chimiques)

Le contrdle du parasite a été réalisé par ’utilisation d’acaricides efficaces contre I’acarien et
tolérés par I’abeille Apis mellifera (Wendeling, 2012), Les qualités recherchées pour un
traitement sont:

v Une bonne efficacité vis-a-vis de I’agent a traiter.

v Une innocuité pour ’abeille, n’entrainant pas une résistance.

v" Une innocuité pour le manipulateur et ne contamine pas les produits de la ruche
(Colin, 2011 in Wendeling, 2012).

Les acaricides les plus utilisés dans le monde sont a base de fluvinate [Apistan, Klarton],
d’amitraz [Apivar], de fluméthrine [Bayvarol] et de coumaphose [Perizin]. Ces produits ont une
activité comprise entre 50 et 99 % et dans la plupart des cas seuls les Varroas phorétiques sont
accessibles par ces substances thérapeutiques (Faucon et al.,2007). Malheureusement,
I’apparition de la résistance de Varroa a été constatée dans plusieurs pays surtout vis-a-vis du
fluvinate [Apistan, Klarton. D’autres acaricides ont I’inconvénient de laisser des résidus
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importants dans les cires d’abeilles tels que le Perizin qui Se retrouve dans les cires et nuit au
développement des larves d’abeilles (Bacher, 2006).

L’alternance des molécules accroit I’action du traitement, et actuellement il est nécessaire de
faire deux traitements, le premier en fin de récolte du miel et le second en hiver ou on a un
faible nombre de couvain.

11-8.2. Lutte par traitements biologiques

Ces traitements « biologiques » ont une efficacité plus irréguliere et plus faibles que les
acaricides, toutefois, leurs résidus présentent moins de nocivité pour la santé, ils permettent
d’élargir la palette des traitements et de réduire 1’apparition de résistance de Varroa (Clément,
2011). Ces traitements se font soit :

Par application d’acides organiques qui sont présents naturellement dans le miel tels que :
I’acide formique et I’acide oxalique (Adjlane, 2016).

La manipulation de ces produits nécessite beaucoup de précautions et un respect du protocole
d’utilisation, car ils ont montré une toxicité pour ’'Homme et pour I’abeille.

Le mode d’application de I’acide oxalique est : dégouttement, pulvérisation, évaporation ou
bien par insertion de bandelettes (Boucher, 2004). L’application de I’acide formique se fait par
insertion de bandelettes imbibees, il est conseillé en hiver car un traitement au printemps
augmente la concentration de ’acide formique dans le miel (Bogdavov et al., 2002).

Soit par application des huiles essentielles extraites directement des plantes comme le
traitement par fumigation du Thym (Ghomari et al., 2014) et le traitement par la méthode

« Pose des langes » en utilisant ’huile essentielle d’Eucalyptus seule ou mélangée a d’autres
huiles essentielles (Labeste,2013 ; Habbi-Cherifi, 2014).

Le thymol ayant donné les meilleurs résultats (Imdorf et al., 1999), plusieurs acaricides a base
de thymol ont fait leur apparition et sont utilises pour la lutte contre Varroa, les plus courants
sont : Apilifvar, Apiguard et Thymovar

Plusieurs travaux ont été effectués par les chercheurs du monde entier notamment en
Algérie, afin d’étudier I’efficacité des huiles essentielles contre Varroa Jacobsoni des abeilles

11-8.3. Lutte par traitements mécaniques

La méthode de la lutte mécanique est de plus en plus utilisée, ’apiculteur peut lui méme
réaliser ces différentes techniques telles que :

Equiper les ruches d’un plateau grillagé pour que les Varroa qui chutent au fond de la ruche
restent prisonniers de ces plateaux (Labeste, 2013, Ghomari et al., 2014).

Bloquer la ponte de la reine ainsi on perturbe et on interrompt la multiplication des femelles
Varroas (Giacomelli et al., 2016).

> Retirer et détruire le couvain des males apres operculation, ce qui permettra de diminuer

I’infestation (Calderone, 2005).
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> Former de jeunes nucleis par essaimage, ainsi la quantité de Varroa sera répartie entre deux
colonies ce qui réduira le taux d’infestation (Charriere et al., 1998 in Wendeling, 2012).
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I11- L’huile essentielle de citronnier

I11-1. Citronnier

Le Citronnier est un espéce de petits arbres de la famille des rutacées, cultivée dans les
régions méditerranéennes et subtropicales pour son fruit le Citron, dont le jus et utilisés
principalement comme condiment, I’origine de 1’espéce est un hybride entre cédratier et
I’orange amére. Il croit en tout cas spontanément d’ou il a été successivement répandu, par les
arabes, dans toutes les contrées qu’ils soumirent a leur domination. Les croisés le trouverent en
Syrie et en Palestine vers la fin du Xle siécles et le rapportérent en Sicile. (Praloron,1971).

Les noms communs de citron

e Arabe : el karess (Delille,2007)
e Frangais : citronnier (Delili,2007)
e Anglais : lemon (Teuscher et al,2005)

111-1.2 Différentes variétés du citron
Les varietés du citron sont trés nombreuses, voici quelques-unes parmi les plus intéressantes :
s MEYER ou (Citrus Meyer)

Le Citrus Meyer est un fruit hybride entre un citronnier et un oranger ou un mandarinier,
comme 1’en attestent ses couleurs en parties orangées, il est décrit comme étant plus résistant
au froid que les autres variétés mais le cas n’est pas toujours vérifié, sa floraison est tres
abondantes, les fruits ont une peau lisse et fine, ils se teintent d’orange a maturité ainsi que la
pulpe, trés juteux, il est moins acide que les citrons jaunes, c’est un citronnier qui peut se
cultiver en pot car il reste alors de petite taille ( Polése,2008).

« Citron de Menton

Le citron est présent & menton (Alpes-Maritimes), depuis le XV siécle jusqu’a la premicre
guerre mondiale, cette ville fut le haut lieu européen de flambée des prix de terrain eurent raison
des derniers vergers.la production existe toujours mais reste confidentielle et on trouve
occasionnellement le citron de menton sur les étals en hiver principale saison pendant laquelle
ce citronnier fructifie(Polése,2008).

% Citron panaché (Albo-variegata)

Est tres apprécié pour ses couleurs magnétiques, principalement au printemps, ses feuilles
vertes sont panachées de jaune clair, et ses jeunes pousses de couleur créme sont teintés de rosé.
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Les fruits sont également verts panachée de jaune de rosissent a maturité.la pulpe rosée est
juteuse et peu acide.il proviendrait d’'une mutation d’un citronnier Eureka (Polése,2008).

«+ Citrus lemon. L

Le Citrus lemon est un Fruit issu d’une hybridation naturelle entre cédrat (Citrus medica), et
I’orange amére (Citrus bigaradier).

C’est la variété la plus cultivés en bassin méditerranéen dont I’Espagne est le plus producteur
et exportateur, 1l parait le plus intéressant en Algérie comme fruit de 4 saisons, avec un beau
fruit oblong, a base arrondie, chaire dense, fine, peu ou pas de pépins, la maturation tardive a
lieu de mai a octobre (Truet,1940), c’est la variété la plus disponible en marché.

111-1.3. Description botanique du citronnier

Le citronnier est une plante medicinale importante de la famille des rutacées, originaire du
bassin mediterranéen et répandu particulierement en Italie, en Espagne, et Chypre
(Mohanpriya et al., 2013 ; Leroy, 2016).

Ce sont des arbres ou arbustes pouvant atteindre 5 a 10m de haut, ils peuvent vivre entre 50
et 80ans. Les feuilles sont cireuses et coriaces, alternes et possedent souvent un petiole, de
forme ovale leur limbe est entier ou irrégulierement denté, elles sont persistantes. Le fruit est
une baie, ronde ou allongée. L’écorce du fruit comprend dans sa partie la plus externe un
épicarpe dénommée le zeste coloré en jaune remplis de 1’huile essentielles (Anton et Lobstein,
2005). (Figure n°14)

Figure N° 14 : feuilles, inflorescences et fruits de citron (Jardiland, 2016)
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Le citron a un large spectre d’activité biologique, y compris les activités antibactérienne,
antifongique, antidiabétique, anticancéreuse et antivirales (Burt, 2004).

I11-1.4. Structure anatomique du citron

Tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique présentée sur la
(Figure n° 15) (Ramful et al., 2010).

D’un point de vue botanique les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe
structuré en trois parties bien différenciées : I’épicarpe (Flavédo), mésocarpe (Albédo) et
I’endocarpe (pulpe).

< Cuticule

%{ Flavedo (épicarpe)
\¥7 Albedo (mésocarpe)
Sac a jus
O( Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)

Pe A

A

Pépin

A

Carpelle (Segment)

Membrane Carpellaire

A

Figure n° 15 : Caractéristiques morphologiques d’un Citrus (Duan et al., 2014).
I11-1.5. Systématique de citron
La classification scientifique du citron est représentée dans le tableau

Tableau 2 : systématique du citron (Quignard,2001)

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes

Classe Eudicotylédones

Ordre Rutales

Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espéce citrus Limonum
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I11-1.6. Composition biochimique du citron

Les principaux constituants chimiques du citron sont regroupés dans le tableau:
Tableau N° 3 : Principaux constituants chimique de citron (Goetz, 2014).

Matiére Famille des constituants Constituants chimiques
Flavone Citroflavonoides
Acide organiques Acide citrique. acide malique

Jus Hydrate de carbone Saccharose, glucose
Vitamines Vitamine C (acide ascorbique)
Minéraux Sodium. calcium, phosphore. zine
Ecorce de citron Huile essentielle 90%. D-lilm‘onéne (11?9110te11?é{le cyclique)
0.4% P-pmeéne. 9.6% y-terpméne

I11-1.7.- Production du citron
111-1.7.1- Production mondiale et algérienne

Selon I’organisation pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture des Nations Unies les principaux
pays producteurs de citron et de limes sont I’Inde, le Mexique I’ Argentine et I’Espagne avec un
taux de 13 millions de tonnes (FAO, 2017), la production de citrons obtenue en Algeérie durant
la saison 2011-2012 est de 760 823 tonnes (MADRP, 2012).

111-2 Généralité sur les Huiles essentielles
111-2.1 Historique

L’usage des essences et des huiles essentielles est trés ancien. Plusieurs siécles avant JC, en
Egypte, ou moyen orient et en chine, les plantes aromatiques et les résines odorantes étaient
utilisés pour les cérémonies religieuses et les soins, ils brulaient myrte et encens pour traiter les
maladies respiratoires et préconisaient des bains a cedre et oliban pour les troubles circulatoires
(Scimeca et Tetau,2006 ; willem,2006)

En 1931, Gattefossé fut le premier a démontrer les relations structure / activité des molécules
aromatiques et a établir les grandes propriétés des ardmes naturels comme étant antitoxiques,
antiseptiques, tonifiantes, stimulantes et calmantes etc.(Bardeau,1976)

Durant la guerre de (1939 _1945), le Dr. Jean Valnet guérissait les blessures de guerre en
utilisant des HE. Les notions curatives des HE ont été vulgarisées par son premier livre (publié
en 1964) : « ’aromathérapie, traitement des maladies par les essences des plantes »
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111-2.2 Définitions des Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont définies comme étant des produits de composition chimique
assez complexe renfermant les principes volatils contenues dans les végétaux. Ces huiles sont
a la fois des parfums et des remedes naturels. (Bruneton,1999)

Selon Duquenois (1979), il n’existe pas de définition standard pour 1’huile essentielle, « la
notion d’huile essentielle peut varier avec le point de vue auquel se placent des personnes de
formations professionnelles aussi dissemblables que des botanistes, des physicochimistes, des
industriels, des parfumeurs ou des pharmacologues ».

AFNOR a établi la définition suivante pour les huiles essentielles : « ce sont des produits
obtenus a partir d’une matiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau Soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par distillation a sec et qui sont
sépareés de la phase aqueuse par des procédés physiques (AFNOR ,2000).

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ses composés, de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au
parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagee par la plante (Anton et Lobstein,2005).

111-2.3. Marché mondial des huiles essentielles

Ces dernieres années, le marché mondial des huiles essentielles est en nette évolution.
Quelque 3000 huiles essentielles sont connues, dont environ 300 sont d’une importance
commerciale (Bégin et al., 2000 in Bessah et al., 2015).

Les quantités d’huiles essentielles produites dans le monde sont trés variables. La production
annuelle de certaines huiles essentielles est de 35.000 tonnes, alors que celle des autres peuvent
atteindre quelques kilogrammes (Igbal, 1993 in Bessah et al., 2015).

Les principaux importateurs et exportateurs en volume et en valeur sont la Chine, Hong
Kong et les Etats-Unis. La Chine domine le marché des exportations avec pres de 33% du
marché mondial que ce soit en volume ou en valeur (période 2004-2014). Les Etats-Unis sont
les premiers importateurs mondiaux avec plus de 10% du marché mondial des importations en
volume ou en valeur durant la méme période. De nouveaux pays émergent sur ces marchés.
Ainsi, ’Egypte connait une expansion rapide des exportations en volume et en valeur durant la
moyenne des deux périodes considérées 1994-2003 et 2004-2014 avec un taux croissant annuel
de 8% jusqu’a 2014. En valeur, ’Egypte prend la sixieéme position sur le marché mondial des
exportations au cours de la période 2004-2014, en passant de 2% a 6% du marché mondial. Un
autre pays tiers méditerranéen, le Maroc, gagne également des parts du marché mondial des
exportations atteignant 2,5% du marché en 2014 (lbert et al., 2016).

En Algérie, en dépit de la richesse floristique et tenant compte de I’'importation croissante
d’huiles essentielles et d’extraits de plante, il apparait que la filicre des huiles essentielles est
peu développée malgré les fortes potentialités, ce qui explique que notre pays reste absent de la
scene internationale des échanges de plantes aromatiques et médicinales. (Bessah et al., 2015,
Ibert et al., 2016).
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I11-2.4. Localisation et le role des HE dans la plante

Les HE sont produits dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général
dans des structures histologiques spécialisees. Elles sont alors stockées dans des cellules a HE
(lauraceae), dans des poils sécréteurs(Geraniaceae), dans des poches sécrétrices (myrtaceae) ou
dans des canaux excréteurs(asteraceae). (Salle,1991)

Seules les parties sécrétrices ou les plus concentrées en HE de la plante qui seront récoltées
durant la période ou le rendement est optimal. (Deysson,1978)

Les huiles essentielles ont quatre principaux roles :

> Protection de la plante contre les déprédateurs (insectes) (Bakkali et al.,2008)

» Attraction des insectes pollinisateurs (Hameurlaine,2009), les apiaceae sont connu par
ce fait(Djarri,2011)

> Inhibe la germination de la graine des espéces qui partagent le méme espace elle peut
méme constituer des supports de communication par le transfert de messages
biologiques sélectifs (Bruneton,2009)

> Elles ont aussi un réle dans les échanges calorifiques dans les phénoménes capillaires
(bruneton,1999)

111-2.5. Composition chimique des HE

Jusqu’a présent, plus de 3000constituants ont été isolés a partir des HE, ces derniers sont des
mélanges complexes et éminemment variables de constituants qui appartiennent a deux
groupes :

e Composés terpéniques.
e Composés aromatique dérivés du phenylpropane.

Les HE peuvent également renfermer divers produits issus de processus de dégradation
mettant en jeu des constituants non volatils (Croteau et al.,2000)

» Les composés terpéniques

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels mais de nombreux dérives (alcools, aldéhydes,
cétones, acides), de structure apparentée, sont considérés comme des composés terpéniques.

Ils sont présents, dans les végétaux, dont ils sont souvent les constituants “de senteurs”
(térébenthine, camphre, menthol, Citronnelle); on les extrait sous forme d’huiles essentielles
pour la parfumerie.

Certains d’entre eux ont un role biologique important (hormones, vitamines).

Les terpenes sont de structure cyclique ou de chaine ouverte, leur particularité structurale la
plus importante et la présence dans leur squelette d’unité isopréniques a 5 atomes de carbones
ou plus (C5H2), (Bruneton,1999 ; Hernandez Ochoa,2005).

» Les composés aromatiques
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Les composés aromatiques dérivés du phénol propane (C6-C3) sont beaucoup moins
fréquent que les précédents. Ce sont tres souvent des allyles et propenylphénols, parfois des
aldéhydes (bardeau,2009).

111-2.6. Propriétés des huiles essentielles
111-2.6.1. Propriétés physico-chimiques
D’aprés Bruneton (2009), les principales propriétés physico-chimiques des HE sont

> Généralement liquide a température ambiante.

> Volatiles et tres rarement colorées.

» Leur densité est en générale inférieur a celle de I’eau.
» Leur indice de réfraction élevé.

» Sont solubles dans les solvants organiques.

111-2.6.2. Propriétés biologiques

Les HE possedent de nombreuses activités biologiques (ziming Wang et al,2005), I’activité
biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux groupes fonctionnels
des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a leurs
effets synergiques (Dorman et Deans,2000)

Plusieurs travaux ont mis en évidence les differentes activités biologiques des HE, en
particulier  leurs  pouvoirs antifongiques (Nait  Achour,2012), antibactériens
(Hameurlaine,2009) et antioxydants (bouzouita et al,2008 ; Hussain et al,2010)

Quelque propriéte biologique seulement sont reconnues et proviennent d’un usage
traditionnel validé : il s’agit des propriétés antiseptiques, stimulantes et digestives a 1’intérieur
et, a ’extérieur de ’organisme de I’homme, des propriétés antiseptiques et cicatrisantes et plus
faiblement antalgiques.

111-2.6.3. Propriétés pharmacologiques

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants en proportion souvent
variables, d’ou la difficult¢ de mener des études pharmacologiques rigoureuses, quelques
propriétés principales peuvent cependant étre dégagées. Un grand nombre d’huiles essentielles
présentent des propriétés « digestives » ou des propriétés antiseptiques, sédatives et irritantes
(Seguin et al.,2001).

111-2.6.4. Propriétés thérapeutiques

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un certain
nombre de maladies.

Le terme aromathérapie vient du chimiste francais René-Maurice Gattefossé, qui a utilisé

I’HE de lavande pendant la premiére guerre mondiale pour soigner des blessures et des
infections. (Roulier,1992).
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Les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes (infections
d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine dentaire,
plusieurs HE ont donné des résultats cliniques tres satisfaisantes dans la désinfection de la pulpe
dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries (Kato et al,1990), La listerine
qui est une solution constituée d’HE de thymol et d’eucalyptol posséde une grande activité
bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque dentaire (Kato et al,1990).

Les HE du citronnier sont le fuit médicinal par excellence. En temps de grippe, les médecins
grecs latins et arabes en servaient, ils le considéraient, aussi comme antidote des venins et
poisons, comme un préventif des épidémies(Babo,2006).

- 111-2.7. Principales utilisation des HE

Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles, peuvent avoir d’intéressantes applications
dans différents secteurs a savoir :
» En industrie agroalimentaire

L’oxydation des lipides est un probleme récurrent dans les aliments parce qu’elle implique
des altérations organoleptiques. Pour éviter ce phénomene, les industriels rajoutent a leur recette
différents conservation de synthése. Les chercheurs ont travaillé sur 1’effet antioxydant des
huiles essentielles extraites de plantes ou de fruits. Ils ont conclu que certaines huiles
essentielles peuvent jouer un rdle essentiel pour limiter 1’oxydation des lipides selon le type
d’aliment et les conditions de stockage (Fernandez et Chemat,2012).

» En pharmaceutique

Le lecteur découvrira plus loin les propriétés pharmacologiques de quelques huiles
essentielles utilisés en thérapeutique. Ce sont principalement les propriétés antiseptiques et
antifongiques qui sont reconnues par les autorités sanitaires (kaloustian et Minaglou, 2012).
Elles sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui leur donne une place
parmi les moyens thérapeutiques de desinfection. Elles sont utilisées dans le traitement des
affections bactériennes et fongiques de la cavité buccale et les soins dentaire (Bekhechi et
Abdelouahid,2010).

Souvent, les huiles essentielles sont rajoutées dans la formulation des spécialités
pharmaceutiques, pour masquer le mauvais godt des médicaments et pour donner un caractere
plus agréable a la consommation (kaloustian et Minaglou, 2012).

» En parfumerie

C’est le principal débouché des HE. La cosmétologie et le secteur des produits d’hygieénes
sont aussi consommateurs méme si le cout élevé des produits naturels conduit a privilégier
parfois les produits synthétiques. Elles sont intégrées dans des analgésiques, pour la peau, les
produits solaires ainsi que de nombreux produits d’ambiance comme les liquides pour pots-
pourris (Couderc,2001).
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111-2.8. Modes d’extraction

Les huiles essentielles sont obtenues avec des rendements trés faibles (environ 1%) ; ce qui
les rend des substances fragiles, précieuses et rares. Il existe différentes méthodes pour les
extraire, le choix de la méthode la plus adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére
végetale a traiter. (Samate Abdoul, 2001).

111-2.8.1. Hydro distillation

L’appareil utilisé est de type Clevenger. Il est constitué¢ d’un chauffe ballon, d’une colonne
de condensation de la vapeur (réfrigérant) et d’un collecteur en verre qui regoit les extraits de
la distillation. L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre
brun fermé hermétiquement et a I’ombre (Fadil et al.,2015) (Figure n°16).

Thermometre

Ballon a fond
rond avec tube a
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élévateur ballon

Figure n° 16 : photo d’un Clevenger (hydrodistillation) (Fadil et al.,2015)
111-2.9. Analyse des huiles essentielles
111-2.9.1. Analyse des caractéristiques physico-chimiques

Selon Buchbauer (2000), c’est la connaissance détaillée des constituants de 1’huile
essentielle qui menera a une utilisation appropriée. Selon la pharmacopée Francaise et
Européenne, le controle des huiles essentielles s’effectue par différents essais. Ce contrdle a
pour but de définir les caractéristiques physico-chimiques de I’huile essenticlle ; ces
caracteristiques propres a chaque huile seront ensuite utilisées pour décrire I’huile essentielle
et servir de critéere de qualité. Les méthodes de détermination des caractéristiques physico-
chimiques sont décrites dans le recueil de normes publié par 1’Association Francaise de
Normalisation (AFNOR, 1996), qui sont identiques aux normes internationales de
I’Organisation Internationale de Standardisation (1SO, 1977).

53
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La normalisation des huiles essentielles concerne :

- Les propriétés organoleptiques : couleur, aspect, odeur...

- Les caractéristiques physicochimiques : densité, indice d’acide, miscibilité dans
I’éthanol. ..

- Le profil chromatographique et la quantification relative des différents constituants

111-2.10. Toxicité des HE

Les huiles essentielles de plantes aromatiques sont des médicaments a tres fortes
concentration en principe actifs, elles n’ont pas tout a fait les mémes indications que les plantes
dont elles sont issues, et surtout elles doivent étre prises avec précaution, sans jamais dépasser
la dose prescrite, soit en général de deux a cing gouttes, d’une a trois fois par jour(Ollier,2011).
De plus, une dilution dans d’autres huiles appelées bases (comme ’huile d’amande douce) est
nécessaire pour diminuer la concentration des principes actifs et éviter ainsi tout trouble
dermatologique ou physiologique (Ollier,2011).

Il existe un risque de toxicité aigiie lié a une ingestion massive. En particulier la neurotoxique
des huiles essentielles a thuyone (thuya, absinthe, tanaisie, sauge officinale) ou a pinocamphone
(hysope) : ce sont les cétones qui induisent des crises épileptiformes, des troubles psychiques
et sensoriels nécessitant parfois 1’hospitalisation ; d’autres causes d’intoxications sont
¢galement observées par I’ingestion a fortes doses de camphre, menthol (risque de spasme de
la glotte chez le jeune enfant). (Koziol,2015).

I11-2.11. Conservation des huiles essentielles

L’instabilité relative des molécules qui composent les huiles essentielles, rend leur
conservation delicate [Bruneton, 1993]. Trois facteurs interviennent dans leur altération

e Latempérature : obligation de stockage a basse température (entre 4°C et 25°C).

e Lalumiére : les stocker dans 1’obscurité et dans un récipient opaque brun de préférence.

e L’oxygene : les flacons doivent étre entierement remplis et fermés de facon étanche,
La durée de conservation admise est de 2 a 5 ans.

111.3- L’Huile essentielle du citron

Les HE de citron sont utilisés a la fin du moyen age ou les expéditions maritimes battaient
leur plein, les marins étaient souvent atteints du scorbut, une carence en vitamine C.

L’huile essentielle, préparée a partir des épicarpes de Citrus limon est un peu moins riche en
carbures mono terpéniques que celle d’orange amere (92 a 95%) et sa teneur en limonene oscille
entre 60 et 75%, ce carbure monocyclique est accompagné d’environ 8 a 12 de B-pinéne et 8 a
10% de y-terpéne. On note la présence d’aldéhydes aliphatiques (0,2 a 0,5%) et aldéhydes mono
terpéniques 2 a 3% (Bruneton, 1999).
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111.3.1- Apports et propriétés thérapeutiques du citronnier

Le citron est le fruit médicinal par excellence. En temps de grippe, les médecins grecs. Latin
et arabes en servaient, ils considéraient, aussi comme antidote de venins et poisons et comme
un préventif des épidémies (Babo,2006).

Aujourd’hui on connait bien toutes les qualités du citron, son suc contient de 1’acide citrique,
de I’acide malique, des citrates de potassium et de calcium. (25mg/100g) Contient aussi environ
8% de glucides, des matiéres pectiques, de mucilage, des sels minéraux, des oligoéléments et
de la vitamine C (52 mg / 100g).

Le jus de citron contient essentiellement trois acides : malique, ascorbique et citrique.

(Anton et silano,2001), Sans oublier, les hétérosides flavonoiques exercant une action
vitaminique. Par distillation du zeste, on tire une essence trés parfumée, et trés antiseptique,
donc le citron est considéré comme un bon antiseptique, dépuratif, et carminatif, un tonique
général de I’organisme et de I’appareil digestif, I’essence de citron est notamment utile pour
traiter I'hypertension, les varices, la mauvaise circulation sanguine, en usage interne. (Santo et
al., 2011; Karimi et al., 2012).

En usage externe, il donne de trés bons résultats sur les maladies inflammatoires de la bouche
et de la gorge, c’est aussi un vieux cosmetique, qui adoucit la peau, les mains et tonifie les
ongles fragiles, les eaux grasses. Ainsi qu’il éclaircit le teint et estompe les taches de rousseur
(Chevalier et al.2004, Delille,2007).

En plus, il est antihnémorragique, antiscorbutique, antipyrétique, et carminative. Il est utilisé
aussi contre les piqures d’insectes, d’aphtes, d’angines et d’engelures (, Bardeau ,2009).

Le citronnier possede un effet photo toxique, aprés une application cutanée, il est impératif
de ne pas s’exposés au soleil, bien évidement 1’application cutanés doit étre faite apres dilution.

V- Activité biologique des Huiles essentielles

| V- 1 Activité antimicrobienne
IV-.1.1 Introduction

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles ont été reconnues depuis des siécles
et avec la demande croissante de changements dans la législation, les tendances de
consommation et I’isolement croissant des pathogénes résistants aux antibiotiques, alternatives
aux produits chimiques des bactéricides doivent étre trouvés (Fisher et Phillips,2008).

Les huiles essentielles sont utilisées pour leur propriété antiseptique contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne dont beaucoup de ces huiles ont des activités antibactériennes
remarquables contre un large spectre (De Biller Berck, 2007, Pirbalouti et al.,2010). Elles
agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif. Toutefois,
les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement lié
a la nature de leur paroi cellulaire, (Daouda, 2015).
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Les huiles essentielles agissent selon deux modes d’action, soit bactériostatique en bloquant
la multiplication des cellules bactériennes, soit bactéricide en les tuant. Il existe plusieurs tests
pour la détermination de 1’activité antibactérienne d’une HE. Cependant, il n’existe pas de tests
standards pour pouvoir comparer entre les différentes études. Le choix de la méthode a une
grande influence sur les résultats.

IV- 1.2 Techniques d’évaluation de I’activité antimicrobienne
V- 1.2.1. Méthode de diffusion par disque

C’est une technique utilisée en bactériologie médicale appelée antibiogramme,
aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore des disques (Pibiri,
2006). Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles sur un milieu
solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Elle permet de mettre en évidence I’effet antibactérien
de T'huile ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilit¢ de ces bactéries
(Bouguerra et al., 2014). (Figure n°17)
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Figure n°17 : Méthode d’antibiogramme (Bouguerra et al., 2014).
IV- 1.2.2. Micro-atmosphere

C’est une technique dérivée de la méthode précédente. Le protocole des Micro atmosphére
est techniqguement proche de celle des aromatogrammes, la différence réside principalement
dans la position du disque imprégné. Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au
centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-Ci
n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé. L’huile s’évapore dans I’atmosphere de la
boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés (Pibiri, 2005).
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1V-1.2.3 Méthode de dilution

La méthode de dilution consiste a faire une série de dilution d’une gamme de concentration
en huile essentielle a laquelle une suspension bactérienne est inoculée. Le but est de déterminer
la concentration la plus faible de I’'HE qui inhibe la croissance de la bactérie testée exprimée en
pL/ml ou mg/ml. Cette technique est utilisée pour les bactéries qui ont présenté une sensibilité
aux HE par les méthodes de diffusion. (Figure 18)

1V- 1.2.4. Détermination des CMI et CMB

La CMI par définition correspond a la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance bactérienne (Burt, 2004) (Figure 18).

La technique consiste a introduire I’inoculum dans une gamme de concentration
décroissante en huile essentielle. L’ensemble des tubes inoculés est incubé a la température
optimale de la croissance du germe pendant 24h a 48 h. Apreés incubation, 1’observation de la
gamme permet d’accéder a la CMI de I’'HE qui est le premier tube dépourvu de croissance
bactérienne. Difféerentes techniques de dilution sont utilisées pour la détermination de la CMI,
a savoir la macro dilution en milieu liquide (Singh, Shushni, et Belkheir, 2011).

La CMI n’est pas totalement bactéricides, une partiec de I’inoculum est capable de se
développer apres disparition du compose inhibiteur. Ceci a amené a definir un autre parametre

- la concentration minimale bactéricide (CMB).
Incubation l
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Figure n°18 : Méthode de la détermination des CMI en milieu liquide (Burt et al.,2007)
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La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la concentration en HE
nécessaire a laquelle I'action bactéricide est totale. Elle est rapportée comme étant la plus faible
concentration ou aucune croissance n'est observée aprées repiquage en milieu nutritif frais
(Singh et al., 2011) ou bien la concentration capable d’engendrer 99,9% de mortalité des
cellules bactériennes initiales (Ponce et al., 2005).). Le test de la CMB succéde directement au
test de la CMI. En fait, la méme gamme de concentration réalisée par la technique de dilution
par la CMI est utilisée pour déterminer la CMB de I’huile essentielle a tester. La méthode
consiste a faire des prélévements des cultures n’ayant pas donné de développement bactérien
(résultat du test de la CMI) sur un milieu de culture neuf. Puis, les géloses ensemencées sont
incubées a la température optimale du germe pendant 24 a 48 h. Aprés incubation, la CMB est
considérée comme étant la concentration minimale en HE pour laquelle aucun développement
bactérien n’est observé.
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1- Objectifs du travail

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet acaricide de I‘huile essentielle du citronnier
(Citrus lemon), sur le Varroa Jacobsoni le parasite de I’abeille Apis mellifera intermissa par
I’estimation de la mortalité provoquée par la dose de (0.25%) et savoir si la dose est efficace
pour neutraliser ce parasite afin de protéger 1’abeille.

2. Présentation de site

Notre étude a été réalisée au niveau de la station expérimentale du département des
biotechnologies, Facultés des sciences de la nature et de la vie, Université Blida I.
Le rucher comporte dix ruches installées dans un verger constitue d’orangers entouré par les
arbres d’eucalyptus et les amandiers (Figure n°19)

Figure n°® 19 : le site de travail (station expérimentale)
2.1. -Les conditions de travail
Nos essaies ont été effectués a 10H du matin, en présence d’ensoleillement, absence des

vents, des pluies et de ’abreuvement pour diminuer I’excitation des abeilles et les protéger du
changement brusque de I’environnement de la ruche.
3. Matériel biologique
3.1-materiel végétal

Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par les écorces (zestes) du

citron (Citrus limon). Une quantité de 8 kg utilisés est achetés au niveau du marché local de
Blida, au mois de décembre 2019. (Figure n°20)
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Figure n°20 : citron jaune (Citrus lemon) (photo personnelle ,2019)
3.2- matériel animal
3.2.1 les abeilles (espéce hote de I’acarien)

Nous avons utilisé dans notre étude les abeilles qui appartiennent a I’espéce d’Apis mellifera
intermissa (Figure n°21)

Figure n° 21 : présentation de la colonie d’Apis mellifera intermissa

3.2.2-Le parasite

L’acarien ectoparasite de ’abeille Apis mellifera est le Varroa jacobsoni qui provoque la
varroase. (Figure n°22)
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Le Varroa

Figure n°22 : abeille infestées par le Varroa
4. Matériel non biologique
4.1 matériel apicole
a. les ruches

10 ruches disposés en ligne a coté de verger d’agrumes du département des biotechnologies
(Figure n°23)

Figure n°23 : Disposition de rucher (photo personnelle,2020
5.Méthodes
5.1.1 préparation de la matiére premiéere
v" Laver soigneusement le citron, afin d’éliminer aux mieux les produits de conservation

généralement pulvérises des agrumes.
v’ Les éplucher en évitant de prendre la partie interne blanche de la peau. (Figure n°24)
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Figure n°24 : les écorces de citron (photo personnelle,2020)
5.1.2 Extraction de I’huile essentielle du citron

L’extraction des huiles essentielles est réalisée par une appareil d’hydrodistillation de type
Clevenger (Figure n°25)

5.1.2.1-Hydrodistillation

Cette méthode consiste a immerger directement la partie de la plante a extraire dans I’eau
chauffée jusqu’a I’ébullition pendant 3 heures, I'eau se vaporise. Cette vapeur casse les cellules
végétales, libérant les molécules d'intérét. Les plus volatiles d'entre elles sont emportées avec
la vapeur.

Ces derniers sont hétérogenes sont alors condensées a I’aide d’un réfrigérant. Le distillant
est ensuite récuperé dans un erlenmeyer (Fackari et al., 2005)

L’eau et molécule aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent en une
phase aqueuse et une phase organique. (Lucchesi,2005).

a. Mode opératoire (refait deux fois)

Validé dans laboratoire d’amélioration des plantes de département des biotechnologies,
Université Saad Dahleb, Blida.

* Mettre 400g des épluches de citron dans un ballon monocol d’un litre puis verser 2/3
d’eau distillée

Placer sur le ballon un tube coudé et un réfrigérant a eau.

Porter I’ensemble a ébullition pendant 2 heures gréce a un chauffe ballon

Les vapeurs chargées de substances volatiles traversent le réfrigérant se condensent
puis sont récupérées par la méthode de décantation en utilisant une ampoule a décanter.

K/
L X4

7
X4

D)

7
X4

D)
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Figure 25 : Montage d’hydrodistillation de type Clevenger (photo personnelle,2020
b. Conservation de ’HE obtenue

La conservation de I’'HE exige certaines précautions indispensables (Burt,2004), il faut la
conserver a une température voisine de 4°c, dans un flacon en verre hermétiquement pour la
préserver de I’air et de la lumiere.

c. Rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR, le rendement des huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le
rapport entre la masse de 1’huile essentielles (MHE) obtenu apres extraction et la masse de la
matiere végétale (MV) utilisée.il est donné par la formule suivante : (Bouguerra et al.,

2014).

RHE%= (MHE/MV) x100

RHE : rendement de I’huile essentielle en pourcentage.

MHE : masse de I’huile essentielle extraite en gramme.

d.1 Préparation de la dilution des huiles essentielles

Les concentrations préparées pour I’huile de Citronnier s’est déroulée au niveau de laboratoire
de biotechnologies des productions végétales, département des biotechnologies, Faculté SNV,
Blida I.

d.1.1 Mode opératoire

v' Mettre la balance en 0.00g et pesé 5g de tween 80 dans le bécher

Ajouter un peu de I’eau distillée puis les mettre dans la fiole jaugée de 500 ml
Compléter a remplir la fiole jusqu’a I’indice 500ml

A P’aide d’une baguette en verre mélanger le tween avec 1’eau

Fermer la fiole et faire des mouvements circulaires et agiter délicatement jusqu’a
I’obtention d’une solution homogene de tween 80 a 1%

ASNRNENRN
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d.1.2. Préparation de la dose
Préparation de solution a 0.25%

v’ Préparer un volume de 100 ml de solution mére et mélanger avec 25% de HE
successivement dans une fiole jaugee de 100ml

v’ Faire un mouvement circulaire et agiter délicatement jusqu’a la solution sera homogéne

v Le mélange est conservé dans un flacon en verre

E-Tests de toxicité

Ensuite, nous avons réalisé un test de toxicité pour savoir si la dose préparé est efficace pour
neutraliser ce parasite afin de protéger 1’abeille.

Méthode

v Couper un morceau de papier mouchoir et le mettre au fond de la boite pétrie
v Mettre 1ml de HE puis ajouter les abeilles dans la boite
v' Laisser les 10 minutes et vérifier si les abeilles meurent.

6. Etude de la mortalité du Varroa Jacobsoni
Objectif : L’¢étude de I’efficacité de HE de Citrus lemon sur les acariens de Varroa jacobsoni
Mode opératoire (labeste,2013)

Nous avons preparé des laniéres en papier buvard de 18cm de long et de 5 cm de largeur

Laver les plagues de 20cm*20cm avec de 1’eau pour éliminer tous traces de saleté

Prendre un peu de graisse et la bien chauffé au paume des mains

Glisser les paumes des mains graissées sur toute la surface des plaques surtout aux

extréemités

Coller les bandes de papier buvard parallélement

Mettre la dose de 1ml de solution 0.25% HE de Citrus lemon sur chaque bande avec

une seringue

v" Mettre les plaques au fond de la ruche délicatement et remettre le trou de vol (Figure
26)

v Laisser I’huile se vaporiser et récupérer les plaques aprés 7 jours du début de
I’expérimentation

v' Compter le nombre des acariens de Varroa jacobsoni

ANER NI NERN

ANERN
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Figure n°26 : un lange de traitement placé en dessous d’un plancher grillagé (photo
personnelle,2020)
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I- 1 évaluation de rendement des huiles essentielles

L’extraction par hydrodistillation de 800g de 1’écorce de citron Citrus lemon a donné une
quantité de 4.5g d’HE avec laquelle nous avons calculé le rendement qui est de 0.6%

I- 2 test de toxicité des HE de Citrus lemon sur ’abeille

Nous avons mix quatre (4) abeilles dans un flacon en verre avec 1ml d’HE a concentration
0.25% déposés sur la face interne au fond de lé flacon qui est recouvert par la suite avec un
morceau de papier mouchoir, Aprés 10 minute d’observation, nous avons remarqué que les
abeilles n’ont présentent aucune anomalie physique ou comportementale, ce teste montre la
toxicité du HE pour les abeilles domestiques a cette concentration.

I- 3 étude de la mortalité de Varroa Jacobsoni

Nous avons utilisé une méthode largement répandue, elle presente l'avantage de ne pas
nécessiter l'ouverture de la ruche pour faire I'évaluation de I’infestation des colonies. Elle
consiste au placement d’un plancher grillagé a maille de trois millimetre sous la ruche, avec
un plateau (lange) de comptage disposé en dessous, qui sera graissé afin d’éviter aux varroas
vivants de remonter vers les abeilles. (Labeste,2013)

Les varroas morts qui tombent au fond de la ruche se retrouvent ainsi sur le lange. 1l suffit
de compter le nombre de varroas présents sur le plateau, pour estimer le taux d'infestation de
chaque colonie eétudiée, exprimée le plus souvent en nombre de varroas par jour.
(Labest,2013)

I-4 comparaison entre ’HE de Citrus lemon de résultats ’année 2019/2020 et les résultats
de I’année 2016/2017

I-4.1 évaluation de la mortalité de Varroas traité par ’HE de Citrus lemon de I’année
2019/2020

Le tableau suivant montre 1’évaluation de la mortalité de varroas de la ruche 3 traitée par
I’huile de citron a la concentration 0.25%.

Tableau N° 4 : Evaluation de la mortalité de varroas de la ruche 3 traitée par I’huile de citron
a la concentration 0.25%.

Date Nombre de Varroa jacobsoni au ruche numéro 3;0.25% HE

08/03/2020 167
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Le tableau montre que nous avons une chute considérable de varroas durant les sept lers jours
qui, ont suivi la lere application de traitement.

1-4.2 évaluation de la mortalité de Varroas traité par ’HE de Citrus lemon de I’année
2016/2017

Ce tableau montre I’évaluation de la mortalité de Varroas de la ruche 4 traitée par I’huile de
citron a la concentration 0.25%

Tableau n°5 : Evaluation de la mortalité de varroas de la ruche 4 traitée par I’huile de citron a
la concentration 0.25%

Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4

Ruche 4 150 62 38 18

le taux du mortalité

160
140
120
100

80

=

semaine 1 semaine 2 semaine 3 semaine 4

Figure n° 27 : graphe représente le taux de la mortalité des Varroas dans le rucher 4

Le tableau et la figure n°27 montrent que nous avons une chute considérable de varroas durant
les sept lers jours qui, ont suivi la lere application de traitement, une augmentation de la chute de
ces acariens a partir de la 2sme sSemaine est observée aprés la 2eme application. Les comptages
suivants ont révélé une baisse tres progressive de varroas notamment a partir la 3eme Semaine pour
la ruche 4. L’effet acaricide le plus remarquable est observé aprés le premier traitement.
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I-5 Comparaison entre les deux

Selon les tableaux 1 et 2, En comparent le résultat de la 1ere semaine de la ruche 3 et lere
semaine de la ruche 4, on remarque que les résultats sont presque identiques et la mortalité de
Varroa est importante donc la concentration 0.25% a montré une activité acaricide, et cette
dose présente un taux de mortalité éléve.

I1- Discussion

Les abeilles domestiques (Apis mellifera) sont apparues il y a 2 millions d’années et
depuis, elles sont classées parmi les principaux insectes pollinisatrices car elles participent a
la reproduction de plus de la moitié des espéces de plantes a fleurs. L’impact de sa disparition
serait désastreux pour I’agriculture et la biodiversité, malgré que I’abeille posséde des moyens
de défense bien développées, elle est soumise durant toute sa vie a de nombreux stress
environnementaux, multiples ennemis et agents pathogénes qui menacent son extinction.

Parmi les agents pathogenes les plus dangereux qui causent non seulement des dégats
néfastes sur ’abeille mais présente aussi un facteur des risques pour toutes les autres maladies
est le Varroa. Ce petit acarien suce I'némolymphe de I'abeille et lui transmet a l'occasion

potentiellement plus d'une vingtaine de virus plus ou moins problématique.

Depuis son arrivée en Algérie en 1980, différents moyens de lutte ont été utilisées par
les apiculteurs, par des produits a base des molécules chimiques (fluvinate, amitraz ....) ou
des acides bio (acide formique ou oxalique), ces traitements sont déconseillés car ils laissent
des résidus dans la cire de l'abeille et leurs efficacité ne dure que pour une saison parce que
I’acarien développe rapidement une résistance contre eux , les solutions dans ce sens existent
soit via la méthode biologiques (huiles essentielles) a base des plantes aromatiques, soit via
les méthodes mécaniques.

Les Huiles essentielles sont des produits obtenus a partir de matieres végetales, qui sont
extraites par des méthodes diverses pour une utilisation ultérieure dans plusieurs domaines.
Ces derniéres annees, le marché mondial connait une nette évolution, environ 3000 HE sont
connus dont 300 sont d'une importance commerciale, permet les principaux importateurs et
exportateurs en volume et en valeur sont la Chine avec prés de 33%, Hong Kong, les Etats-
Unis, I'Egypte en sixiéme position et le Maroc tandis que I'Algérie, malgré la diversité
naturelle et la richesse floristique mais le secteur des huiles essentielles, est encore tres
pauvre, donc nous constatons qu'il est trés important de développer ce secteur :en améliorant
l'agriculture et en encourageant les biotechnologues a extraire les huiles par des moyens
mécaniques et en évitant les méthodes chimiques qui les dépouillent de leurs propriétés et de
leur qualité, en développent des nouvelles méthodes d'extraction et d'acquisition des huiles
plus facile et avec des prix abordables pour que les apiculteurs puissent les extraire et les
utilisées afin de protéger et sauver les abeilles.
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Dans notre travail, On a choisi la plante de Citrus lemon :

L'essence de citron possede d'excellentes propriétés antioxydants, anti-infectieuses,
antiseptiques, et antibactériennes en particulier contre les streptocoques et les bactéries
sporulées(Willem,2002); elle est aussi utile comme antivirale grace a sa capacité a stimuler
les globules blancs (leucocytes) qui protegent des infections ; elle est un tonique digestif,
dépuratif, et carminatif.

L'huile essentielle de citron a été extraite a partir des écorces de citron par la méthode
d'hydrodistillation, cette derniere nous a permis de récupérer un rendement en huile
essentielle de 0.6%.

Notre résultat du traitement anti acarien a révélé une forte activité acaricide de I’huile
essentielle de citrus lemon. Sur le Varroa jacobsoni parasite de I’abeille domestique Apis
mellifera. Ce résultat est trés proche de celui de Geudjal et Ghemmal, (2017) qui ont obtenu
la mortalité de 150 varroas dans les 1°" 7jours.

Selon Mekademi, (2018), aprés le traitement Anti-Varroa, 1’effet acaricide de 1’huile
essentielle de Citrus lemon est remarqué par un taux de mortalite meilleur par la dose D1 :
0.25 % qui correspond a 32.56%.
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Conclusion et perspectives

L’Algérie, par sa position géographique posséde une biodiversité exceptionnelle et une
richesse importante en plantes aromatiques et médicinales.

Depuis longtemps, la lutte contre la varroase est basée sur 1’utilisation des synthéses, 1'usage
de ces molécules chimiques a causer des problémes.

Dans le présent travail, on s’est intéressé¢ a I’effet acaricide de Citrus lemon afin de les
valoriser en lutte biologique.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que :

Les traitements effectue sont montrent un effet acaricide de 'huile essentielle de Citrus
lemon qui a donné 167 varroas morte dans les 7 1* jours par la dose 0.25%.

Le traitement a base d’huile essentielle de citron s’est révélé efficace dans nos conditions
d’expérimentation et sans effet néfaste sur le développement des colonies et mérite d’étre
propose comme un bio acaricide contre la varroase (Mekademi,2018), car il est un traitement
naturel, simple et sans inconvénients.

Enfin de compte la varroase est désormais un probléme d'ordre mondial ¢’est pourquoi la lutte
contre ce fléau doit étre prise au sérieux par les pouvoirs publics, par les apiculteurs et par les
chercheurs. Elle doit faire I’objet d’un vaste programme d’action territorial afin d’éviter les
perpétuelles infestations, et de sauver ainsi notre sentinelle de 1’environnement : 1’abeille
domestique.

Afin de réduire les maladies et autres dangers que le Varroa cause aux abeilles, il est
indispensable de prendre certaines précautions (préparées par l’ingénieur Qasim Al
Bushi,2010) :

» La nutrition doit étre interne par I’utilisation du sucre propre et de l'eau propre ou du
miel fiable.

» L’utilisation de I’eau potable propre pour les abeilles et peut étre stérilisée avec une
solution de permanganate de potassium (1 g/ L).

» Lors de I'achat d'abeilles localement, nous devons Vérifier qu'il n'y a pas d'infection

> Les reines étrangeres ne doivent pas étre saisies au hasard. Au contraire, elles doivent
étre officiellement inscrites avec un certificat d'origine prouvant qu'elles sont exemptes
de parasites du pays d'origine

> Eliminez les cellules faibles, les malades et maintenez I'équilibre dissous.

> Ne pas transférer le couvain ou le miel d'une cellule infectée vers des cellules saines.

» Aucun cadre ciré inséré ou source inconnue.

» Placement des ruchers dans des groupes ne dépassant pas 75 cellules jusqu'a ce que
nous déebarrassions du phénomene des abeilles errantes.

» Labourer l'endroit ou placer les abeilles et enlever les mauvaises herbes avant le

débarquement des abeilles.
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> Lavage permanent des vétements apicoles et stérilisation continue des outils et non
préteés et empruntés.
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