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Résumé : La relation entre la sensibilité de 1’oranger Citrus sinensis & la Mouche Méditerranéenne des fruits
(Medfly) Ceratitis capitata et la composition en polyphénols de ses fruits mdrs a été étudiée pour comprendre
I'interaction entre eux et savoir si ’oranger est doté d’un pouvoir allélochimique, afin de préconiser une stratégie de
lutte efficace.

L’étude bioécologique de Ceratitis capitata (Diptera ; Tephritidae), durant trois ans (2011, 2012 et 2013), nous a
permis d’identifier I’apparition de deux générations par an et que la partie sud de I’arbre a présenté les moyennes les
plus élevées de trous de ponte et de fruits chutés pour les deux stations d’étude, Remchi et Hennaya.

L'analyse quantitative des polyphénols déterminée par des techniques spectrophotométriques a permis d'enregistrer
une tres forte concentration en flavonoides (0,292 + 0,009 ; 0,197 + 0,008) mg CE / g D.M. et en tanins (0,126 +/-
0,005 ; 0,086 +/- 0,004) mg CE / g D.M. dans les fruits attaqués par pigdres stériles et fertiles respectivement ; alors
que dans les fruits sains nous avons enregistré une valeur de 0,086 + 0,004 mg CE/g D.M. pour les tanins et 0,197 +
0,008 mg CE / g D.M. pour les flavonoides.

L'analyse par UHPLC a montré I'apparition d'un nouveau composé phénolique a un temps de rétention de 7,307 dans
I’extrait des fruits attaqués par les piqlres fertiles et une augmentation de la quantité des autres composées. L'analyse
par GC-MS nous a permis d'identifier des acides gras tels que (1); Acide 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) (6,446%);
(2); 9,12-hexadécadiénoate d'éthyle (4,052%); (3); I'acide n-hexadécanoique (1 855%) qui ont un rdle dans la défense
des plantes contre certains insectes selon plusieurs études.

Les tests de toxicité effectués sur les adultes et les larves de Ceratitis capitata ont montré qu’il existe une différence
entre les extraits et les témoins ; nous avons pu détérminer leurs DLso,

Mot clés : Citrus sinensis, Ceratitis capitata, composés allélochimiques, défense biochimique, polyphénols, acide
gras, UHPLC, GC-MS.

Abstract: The relationship between the susceptibility of orange citrus fruit Citrus sinensis to the Mediterranean fruit
fly (Medfly) Ceratitis capitata and the polyphenol composition of its ripe fruit has been studied to understand the
interaction between them, in order to advocate an effective control strategy.

The bioecological study of Ceratitis capitata (Diptera, Tephritidae), during three years (2011, 2012 and 2013),
allowed us to identify the appearance of two generation and the southern part of tree presents the highest averages of
nesting holes and fallen fruit for the two study stations Remchi and Hennaya.

Quantitative analysis of the polyphenols, determined by spectrophotometric techniques yielded, a very high
concentration of flavonoids (0.292 + 0.009, 0.197 + 0.008) mg EC / g DM and tannins (0.126 +/- 0.005, 0.086 +/-
0.004 mg CE / g DM in fruit attacked by sterile and fertile puncture successively; while in healthy fruits we recorded
a value of 0.086 = 0.004 mg EC / g DM for tannins and 0.197 + 0.008 mg EC / g DM for flavonoids.

Analysis by UHPLC showed the appearance of a new phenolic compound at a retention time of 7.307 in the fruit
extract attacked by the fertile bites and an increase in the amount of the other compounds. GC-MS analysis allowed
us to identify fatty acids such as (1); 9,12-octadecadienoic acid (Z, Z) (6.446%); (2); Ethyl 9,12-hexadecadienoate
(4.052%); (3); n-hexadecanoic acid (1855%) which they have a role in the defense of plants against certain insects
according to several studies.

The toxicity tests carried out on adults and larvae of Ceratitis capitata showed that there is a difference between the
extracts and the controls and we were able to determine an LD50

Key words: Citrus sinensis, Ceratitis capitata, allelochemical compounds, biochemical defense, polyphenols, fatty
acid, UHPLC, GC-MS.



Avant-propos:

Notre étude a été menée grace a la contribution de quatre Laboratoires.

LECGEN L’étude de la dynamique des populations de la Cératite dans les
conditions de laboratoire, I’extraction des métabolites

secondaires, le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
ainsi que I’activité anti-oxydante ont été réalisés au Laboratoire
d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes Naturels « LECGEN ».
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de
la Terre et de I’Univers (SNV/STU), Université Aboubekr
Belkaid de Tlemcen.

Labaratoire d'Ecologie et Gestion ds Ecosystmes Naturels

Plusieurs sorties sur terrain ont été programmeées en collaboration
avec I’Institut National de la Protection des VVégétaux de Tlemcen

L’activité insecticide a été réalisée dans le Centre National des

Sciences Technologiques et Nucléaires CNSTN en Tunisie —cnstn
Ut
5.4 Les analyses par UHPLC, LCMS et GCMS ont été réalisées au

Laboratoire de Biotechnologie et Valorisation des Bio-Géo
Ressources « LBVBGR » Faculté de la Manouba en Tunisie.

LBVBGR-LR11ES31

FACULTE DES SCIENCES DE TUNIS

L’analyse par HPLC a été effectuée dans le Laboratoire des
Microorganismes et Biomolécules Actives « LMBA », Faculté E ;)l BA

des Sciences de Tunis, Tunisie

J’exprime ma profonde reconnaissance aux responsables de ces laboratoires pour m’avoir
apporté les moyens humains et matériels me permettant de réaliser ce travail dans les meilleures
conditions.
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UV : Rayonnements ultra-violet

Vm : potentiel transmembranaire
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INTRODUCTION GENERALE

Prés de la moitié du million d’espéces d’insectes connus a ce jour sont des herbivores ; ils se
nourrissent de plantes vivantes (Wu et Baldwin, 2010). Chez les insectes phytophages, la
sélection des sites de ponte peut étre considérée comme une forme d’investissement maternel
dans lesquels les femelles emploient temps et énergie pour sélectionner les sites ou la

progeéniture est plus susceptible de survivre (Diaz-Fleischer et al., 2000 ).

Les Tephritidae contient plus de 4 000 especes dont beaucoup constituent d’énormes menaces
pour la production de fruits et Iégumes dans le monde entier, provoquant des pertes tant
quantitatives que qualitatives (Elhassani et Billah, 2007). Beaucoup d’espéces de Tephritidés
sont polyphages, attaquant des cultures légumiéres et les fruits économiquement importants
dont les agrumes, mangue, péche, pomme, poire, goyave, avocat, tomate, poivron et

cucurbitacées (Liu et al., 2013).

L’Algérie, a travers son verger agrumicole, dispose d’une richesse non négligeable pour
contribuer au developpement économique nationale ; de plus, elle jouit d’une situation
géographique exceptionnelle du fait qu’elle soit a proximité du marché européen dont la
consommation en agrumes est la plus importante. Mais ces derniéres années, elle est menacée
par plusieurs ravageurs qui provoquent de graves problémes de santé a court, moyen et long
terme ; d'ou la nécessité de parvenir a une protection a la fois efficace, d'un colt raisonnable,

respectueuse de lI'environnement et réalisable d'un point de vue socio-économique.

Actuellement, le contréle de la Mouche Méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata est fait,
presque exclusivement, par des produits chimiques qui sont nocifs pour la santé humaine et
I’environnement (Bolognesi et Merlo, 2011). L’utilisation intensive des pesticides a conduit
au développement de la résistance d’au moins 570 espéces d’arthropodes (Whalon et al.,
2010). Une résistance au malathion a été rapportée dans les populations de Ceratitis capitata
par Magafa et al., (2007 et 2008), et une résistance croisée a différents insecticides
(lambdacyhalothrine, méthyl-chlorpyrifos et lufénuron) actuellement approuvés pour le
contrdle de C. capitata (CousoFerrer et al., 2011). Par conséquent, de nouvelles approches
dans les systemes de lutte antiparasitaire sont fortement encouragées. Les pesticides
chimiques sont connus aussi par leur action non cible, ce qui nous a incité a rechercher les
autres moyens mis en place par Citrus sinensis pour se défendre contre Ceratitis capitata, a

savoir les métabolites secondaires en particulier les flavonoides, les tanins et autres.
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Les techniques du contréle biologique de la mouche méditerranéenne des fruits ne peuvent se
faire sans une compréhension de sa biologie, en particulier de sa dynamique des populations
ainsi que de son comportement d’une part ; il est nécessaire de révéler I’existence naturelle de

I’agent de controle quel qu’il soit dans la région d’étude.

Les plantes sont fréquemment attaquées par les herbivores et les agents pathogenes et ont
donc acquis des défenses constitutives et induites au cours de leur évolution. Les plantes sont
censées ¢tre bien défendues si elles ont les capacités de s’échapper a la préférence de
I’herbivore pendant leur attaque, ou diminuer les performances des herbivores ou leur santé
apreés 1’attaque (Zakir, 2011). Au cours des années, les preuves ont été accumulées que les
profils de métabolismes primaire et secondaire de la plante influencent les capacités de
colonisation des insectes herbivores. Certaines plantes peuvent ne pas produire suffisamment
de nutriments nécessaires pour la survie des insectes et leur reproduction (Chiozza et al.,
2011). En outre, les métabolites secondaires peuvent dissuader les insectes de 1’alimentation
ou de la ponte (Poelman et al., 2009), lorsque d’autres plantes produisent des tanins comme
substances défensives contre les herbivores (Barbehenn et Constabel, 2011 ; Salminen et
Karonen, 2011).

Dans cette étude, nous cherchons a savoir si Citrus sinensis utilise un moyen de résistance par
son pouvoir allélochimique pour se défendre contre la mouche méditerranéenne des fruits et
cela en se basant sur une identification quantitative et qualitative de ses métabolites
secondaires, afin de développer des stratégies de contréle de ce ravageur. Les métabolites
secondaires ont été quantifiés et analysés par UHPLC et GC-MS chez les oranges Washington

navel de notre région.
Dans ce cadre, notre travail est scindé en trois chapitres :

» Le premier chapitre est une revue bibliographique qui englobe tout ce qui concerne les
agrumes dont Citrus sinensis, leur taxonomie, les principales variétés et les ennemis qui
peuvent s’attaquer a ces plantes. D’autre part, une étude sur le phytoparasite Ceratitis
capitata a été effectuée car il est nécessaire de connaitre sa taxonomie, sa biologie, sa
répartition dans le monde, sa gamme d’hote et enfin une présentation succincte de
I’interaction plante-insecte permettant de définir les processus biochimiques qui y sont

impliqués.
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> Nous présentons au second chapitre les principaux matériels et méthodes utilisés pour
I’étude entomologique (échantillonnage, €élevage et analyse statistique des données) ;
ainsi que ceux utilisés pour 1’étude biochimique de Citrus sinensiset de la variété
Washington navel en particulier.

> Le troisiéme chapitre présente les résultats et leur discussion :

% Une étude entomologique : concernant les attaques de Ceratitis capitata sur la
variété Washington navel des oranges Citrus sinensis, et I’impact des facteurs
écologiques tels que : la date d’observation, 1’orientation, 1’arbre échantillonne.
Des élevages des mouches menés au laboratoire, permettant de connaitre leur
cycle de développement, leur dynamique des populations, la nature du parasitoide
et le degré de leur parasitisme ;

« Une étude biochimique : qui consiste a mettre en évidence les différences
quantitatives et qualitatives des métabolites secondaires entre les fruits infestés et
les fruits sains ainsi que 1’é¢tude de la différence de la capacité antioxydante entre
les fruits sains et infestés ;

¢+ Des bio-essais par les extraits de I’oranger Citrus sinensis sur les stades larvaires
et les adultes de la cératite.

> Une conclusion finale cléture ce travail
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Partie | ; La Mouche Méditerranéenne des fruits :

Ceratitis capitata

1. Généralités

La mouche méditerranéenne Ceratitis capitata Wied. (Diptera ; Tephritidae) compte parmi les
ravageurs de fruits les plus nuisibles au monde, de par sa capacité a tolérer les climats tropicaux
mieux que la plupart des mouches de fruits et son caractere polyphage puisqu'elle attaque une
large gamme d'espece hotes (250 espéces végetales) dont la majorité est représentée par les
arbres fruitiers (Quilici, 1999). En effet, les femelles pondent les ceufs dans les fruits dont les
larves se développent aux dépens de la pulpe (Fig. 1 et 2), induisant la chute et le
pourrissement des fruits (Tison et al., 2003).

Figure 1 : A : Adultes de la cératite ; B : Larves ; C : Pupes

2. Position systématique

Ceratitis capitata est une espéce qui a été décrite sous plusieurs noms depuis le 195™ siécle
(Dridi, 1990 ; Fellah, 1996). Elle porta le nom de Trypeta capitata en 1824 par Wiedmann,
Petalophora capitata (Macepi, 1825). D’apres Balachowsky et Mesnil (1935) le nom qui a été
retenu est Ceratitis capitata Wiedmann 1924. Selon Hendel (1927), Seguy (1950) et Dyck
(2005) Ceratitis capitata est positionnée comme suit dans la systématique
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Régne Animal
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Super-ordre Holometabola
Ordre Diptera

Sous ordre Brachycera
Division Cyclorrhapha
Super Groupe Schizophora
Famille Tephritidae
Genre Ceratitis
Espece Ceratitis capitata Wiedmann (1824)

Owiscapte

Figure 2 : Aspect général du méle et de la femelle de Ceratitis capitata. al, bl : (Originale) ;
a2, b2, (Rigamonti, 2005)
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3. Cycle de vie de la mouche méditerranéenne

D’apres Delrio (1985), la durée du cycle de développement de la cératite (Fig. 3) dans la
zone méditerranéenne varie de 20 jours en été a 2 ou 3 mois en hiver.

Recherche

d"un hite par .
la femelle L .
F

| Accouplement |

‘H"\._ y ‘.l
D mg il
\\ SR L (Deds
- e |
Dans la fruit
J- siom 3
i § joums
e /-"
.-'_-....-.
APy Développenent
Emergence des \ ' larvaires dans le
adultes {15 4 19 fruit en 3 stades
jours — L1, L2 etL3 (6all
Pupaison dans le zol jours)

Figure 3 : Cycle biologique de la cératite (Fellah, 1996)

4. Nombre de générations

La cératite est une espéce polyvoltine ; insecte holométabole, son évolution compléte est
tres variable pour une méme région. Elle dépend des facteurs climatiques, particulierement
la température et I’hygrométrie mais également des espéces fruitiéres sur lesquelles ont lieu
les pontes (Khoury, 1998 ; Ramade, 2003).

Ceratitis capitata est plus connue sur les agrumes que sur les autres especes fruitieres car la
multitude variétale du genre Citrus, échelonnée sur une durée de huit a neuf mois, de la fin
septembre pour les variétés précoces de Citrus clementina, a janvier ou février pour les
variétés précoces de Citrus sinensis telles que Thomson navel et Washington navel et avril
a mai pour les variétés les plus tardives de Citrus sinensis comme la Portugaise et Valencia-
late (Settaoui et al., 2017). On dénombre 12 a 13 générations a Honolulu, 12 a Calcutta, 9
au Caire, 6 a 7 dans le Sud de I’Italie, 5 sur le littoral algérien, 3 ou 4 a Nice et 2 dans la

~6~
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région parisienne (Balachowsky et Mesnil, 1935). Oukil (1995) a résumé le nombre de
générations possibles en Algérie comme suit (Fig. 4).

» La premiere génération qui a lieu en mars—avril ne se trouve que sur les oranges
tardives ;

» la deuxiéme génération est composée d’individus peu nombreux et passe presque
inapercue au cours du mois de mai ;

» la troisieme génération apparait en juillet ou on assiste a des pertes sur des fruits a
noyaux (péche, abricot, prune) ;

» la quatriéme génération s’étale de la fin ao(t jusqu’au début du mois de septembre ;

> les deux derniéres genérations se développent sur les agrumes.

Figure 4 : Schéma représentant le nombre de génération possibles en Algérie (Oukil,
1995)
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5. Répartition géographique de la cératite
Tableau 1 : dates d’apparition et répartition de Ceratitis capitata dans le monde ( O.E.P.P
1996)

Continent Pays Année d’apparition
Afrique Algérie 1858
Tunisie 1885
Afrique de sud 1889
Egypte 1904
Europe Espagne 1842
Italie 1863
Sicile 1878
France 1900
Turquie 1904
Proche Orient Palestine 1904
Liban 1904
Pacifique Australie 1898
Tasmanie 1900
Amérique du sud Brésil 1901
Argentine 1905
Paraguay 1955
Perou 1956
Chili 1963
Amérique centrale Costa Rica 1955
Nicaragua 1961
Panama 1963
Salvador 1975
Guatemala 1975
Equateur 1976
Mexique 1977
Amérique du Nord Hawaii 1910
Floride 1929
Texas 1966
Californie 1975

6. Moyens de lutte contre la cératite

La lutte contre la cératite demeure un probleme tres préoccupant compte tenu de la gravité et de
I’ampleur des dégats associés a la difficulté d’intervention. Plusieurs techniques ont ét¢ mises
au point depuis le début du siécle, sans arriver a éradiquer ce ravageur trés polyphage et
polyvoltine (Lachiheb, 2008).
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6.1. Méthodes préventives et culturales

Elles consistent a éviter I’infestation ou a briser le cycle de la cératite par des mesures
prophylactiques. Dans les régions endémiques on recommande, lors de la création du verger,
d’éviter de mettre en place des cultures hotes ou variétés a maturités chevauchantes. Il est
¢également conseillé d’éviter la présence d’autres plantes hotes dans les vergers agrumicoles, a
savoir les néfliers, les bigaradiers, les figuiers de Barbarie, les haies d’Abelia et de Lycium. Le
ramassage des fruits non commercialisables ainsi que ceux infestés sur et sous les arbres est
indispensable. Le ramassage doit se faire aux périodes opportunes avant la sortie des larves des
fruits (Bodenheimer, 1951). De plus, il est conseillé de ne pas laisser les fruits mdrs sur
I’arbre. Les fruits ramassés doivent étre enfouis dans le sol a une profondeur de 50cm, ou mis
dans des sacs en plastique fermés hermétiquement et exposés au soleil pendant deux mois au

minimum (Delanoue et Soria, 1962).
6.2. Lutte biologique

La lutte biologique reste la méthode la plus respectueuse de I’environnement. Elle consiste a
utiliser des ennemis naturels de I’insecte nuisible afin de minimiser I’effectif des populations
du ravageur. Du point de vue efficacité, cette méthode pose beaucoup de problemes concernant
les difficultés dans 1’¢levage de I’insecte ennemi ainsi que la difficulté de la relation hote-
parasite (Aboussaid et al., 2007). Il existe plusieurs parasitoides pour la cératite comme Opius
concolor (Fig. 5), Opius incis et Opius kraisi qui ont pu atténuer I’effectif de la population du
ravageur. D’autres parasitoides comme Diachasmimorpha tryoni (Fig. 5) et Fopius arisanus
(Fig. 5 et 6) ont été utilisés en Australie, Hawai et dans le sud et le centre de 1’Amérique, ils

ont montré une efficacité satisfaisante (Wong et al., 1992).

Figure 5 : parasitoides de la cératite (A) : Diachasmimorpha longicaudata, (Meirelles, 2013) ;
(B): Opius concolor (Gonzélez et al., 1996) (C): Fopius arisanus (Carmichael, 2008)
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Les femelles parasitoides déposent
leurs ceufs dans le stade immature
d’'une mouche des fruits (oeuf ou
larve) a l'intérieur du fruit

¢ s
LU'oceuf du parasitoide
L'adulte parasitoide récemment déposé
émerge de |la pupe de a l'intérieur du stade
la mouche des fruits immature d’'une mouche
S L'oeuf du
g4 Le parasitoide forme parasitoide RS
§¢, une pupe a l'intérieur de agecunjoura RS i
=t 12 pupe de la mouchs lintérieur de I'néte :

N des fruits

Premiear stade larvaire
du parasitoide avec
mandibules

Figure 6 : Cycle de développement du parasitoide Fopius arisanus (Ekesi et Billah, 2006)

6.3. Lutte biotechnique

Selon Boller (1983), le principe de la lutte biotechnique consiste a utiliser des stimuli physiques
et chimiques ou agents qui agissent sur le comportement ou le développement des insectes
nuisibles.

6.3.1. Lute par anéantissement des males

C’est une méthode basée sur 1’utilisation des attractifs sexuels mélangés avec des insecticides.
Ces attractifs attirent les males et les tuent par contact. En visant sélectivement les males, le
sex-ratio de la population est perturbée et diminue ainsi le nombre des ceufs fécondés. Bien que
la théorie montre 1’efficacité de cette méthode, les données expérimentales prouvent que cette

méthode n’a pas été probante envers la cératite (Aboussaid et al., 2007).
6.3.2. Lutte par confusion sexuelle

D’aprés Carey et Dowell (1989), le principe de cette méthode consiste a diffuser dans
I’atmospheére du verger des quantités importantes de phéromones sexuelles de synthése pour
désorienter les méles et empécher ainsi la rencontre des deux sexes. Cette méthode présente

I’inconvénient du codt élevé des phéromones sexuelles.

~10 ~
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6.3.3. Piégeage massif

En raison des problémes rencontrés par 1’utilisation des insecticides (efficacité, environnement,
maintien de la biodiversité...), plusieurs auteurs se sont intéressés a I’étude des facteurs
biotiques et abiotiques pouvant affecter les populations de mouches via les perturbations des
organes olfactifs et visuels. Le piégeage de masse est une technique largement développée qui
permet de réduire les populations et de capturer un nombre impressionnant d’adultes par
I’utilisation d’un ensemble de stimuli, par le biais d’un grand nombre de pi¢ges (Warlop,
2003). L'utilisation des pieges Mc-Phail appatés avec des attractifs alimentaires et des chimio-
stérilisants réduit significativement l'infestation. Cette technique permet de réduire aussi bien la
densité de la population que le taux d'infestation des fruits sous certaines conditions climatiques
(température, pluviométrie...). Les pieges appatés a l'attractif alimentaire et a la phéromone

sexuelle capturent plus de femelles que ceux appatés uniquement a la phéromone.

En piégeage de masse (Fig. 7), la combinaison des deux types d'attractifs sur le méme piége est
plus performante (Barclay et Bell, 1988). Le piégeage peut apporter une réponse satisfaisante

dans un certain nombre de cas (Warlop, 2003) :

e Pression suffisamment faible pour que les captures entrainent une réduction
significative des pontes et dégats ;

e parcelle suffisamment grande pour limiter les « effets de bordure » qui génerent une
attraction forte des populations voisines et un réinfestation dommageable ;

e parcelle de surface quelconque mais bien isolée de toute autre source d’inoculum ;

e co(t de la pose inférieur au colt des pertes : ce colt est lié a plusieurs éléments : colt

du matériel, temps de pose, nombre de piéges/ha, nombre de poses annuelles (1 ou 2),

temps de retrait des piéges avant récolte...etc.

Figure 7 : Piéges Maxitrap (a, b, ¢) et MacPhail(d) (Hassani, 2017)

~11 ~
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6.3.4. Lutte par la technique de I’'Insecte Stérile (TIS)

La lutte biologique via I'utilisation de la Technique de I’Insecte Stérile (TIS) s’avére une
méthode trés respectueuse de I’environnement et efficace (Roessler, 1994). Elle consiste a
lacher un nombre important de males stériles parmi la population sauvage de la cératite afin
d’impliquer une forte probabilité d’accouplement entre males stériles et femelles sauvages de la
cératite. Le principe consiste a traiter des mouches males avec de faibles doses d’irradiations
(rayons Gamma), capables de stériliser I’insecte (Knipling, 1955). Les étapes de cette
technique sont 1’¢levage de masse de I’insecte puis la stérilisation et la dispersion des insectes
stériles dans le champ. Cette technique a été largement utilisée pour la lutte contre la cératite au
Costa Rica, en Espagne, aux Etats—Unis, en ltalie, au Mexique, au Nicaragua et au Pérou
(Roessler, 1994). L’Algérie s’est inscrite dans le programme régional de la lutte contre la
cératite par TIS qui visait 1’éradication de ce ravageur en Algérie, en Libye, au Maroc et en
Tunisie (Bounfour et Nafil, 1994).

6.4. Lutte chimique

Les produits utilisés comme pesticides pour lutter contre les insectes ravageurs sont multiples,
ils appartiennent également a plusieurs groupes selon leur mode d’action et selon leur
composition. Les principales familles d’insecticides utilisées actuellement dans I’agriculture et

le domaine de la santé publique sont (Kumar, 1991) :

X/
o

Les organochlorés comme le chlordane, I’aldrine, la dieldrine ;

>

o
A5

les organophosphorés comme le parathion, la TEPP, le diazinon et le malathion ;

L X4

les carbamates comme le Sevin, I’ortho-Bux, I’Elocron et le Baygon ;

*
L X4

les insecticides organiques d’origine végétale comme le pyréthre, la roténone... ;

X4

les hormones et phéromones sont également considérées comme des insecticides.

L)
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Partie Il : Géneralités sur les agrumes

1. Généralités

Les agrumes, encore appelés Hespérides dans la mythologie grecque (Bailey et al., 2006), sont
originaires du sud-est asiatique, dans les régions allant du nord-est de I'Inde au nord de la
Birmanie et celle du sud de I’ile de Hainan (Ollitrault et al., 1997). Ce sont des arbres de la
famille des Rutacées composée de 156 ou de 16 espéces selon que les auteurs ont ou non pris
en compte les hybrides (Swingle, 1967).

D’apres Virbel-Alonso (2011), les variétés d’agrumes sont trés nombreuses (Fig. 8), Elles sont
en augmentation car de nouveaux hybrides apparaissent régulierement sur les marchés de
I’agrumiculture des pays du Bassin méditerranéen.

Figure 8 : aspect général de 1’oranger Citrus sinensis, a : les fruits b : I’arbre entie

2. Position systématique
D’aprés Swingle (1948), la position taxonomique des agrumes se présente comme suit :

Embranchement Ambryophyteae
Sous embranchement Angiospermeae
Classe Eudicots
Sous-classe Archichlomydeae
Ordre Gerraniales
Sous-ordre Greniineae
Famille Rutacées
Sous-famille Orantioideae
Tribu Citreae

Genre Citrus

Espéce Citrus sinensis

~13~
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3. Ecologie et phénologie des agrumes

3.1. Ecologie

Les agrumes présentent une grande capacité d'adaptation a des conditions pédoclimatiques tres
différentes. La culture des agrumes est possible partout ou la température moyenne de l'année
est supérieure a 13°C et inférieure a 39°C. Les agrumes préferent les climats maritimes des
zones subtropicales. En terme de besoins en eau, 120 mm par mois, soit 1200 a 1500 mm par
an, représentent une quantité d'eau au-dessous de laquelle la culture des agrumes nécessite une
irrigation (Larousse et Mazoyer, 2002).

La lumiere a une action trés remarquée sur la qualité et la coloration des fruits. Les arbres
fruitiers sont plus exigeants sur les caractéristiques physiques du sol et non sur les
caractéristiques chimiques qui peuvent ¢&tre corrigées par des apports d’engrais et
d’amendements. Les sols doivent étre profonds et de préférence légers (sablo-argileux ou
argilo-sableux), bien drainés. Les agrumes redoutent les eaux salines (au-dessus de 0,5%). Le
pH idéal est situé entre 5,5 et 7,5 (Van Ee, 2005). C’est a cet effet que le choix du porte-greffe
est un des facteurs essentiels de réussite car il peut conférer a la plante une tolérance a des

maladies et a des contraintes abiotiques (salinité, pH, froid, sécheresse, calcaire...).

L’optimum d’altitude pour un bon développement des agrumes se situe entre 1000 et 1300 m
car ces derniers ne doivent pas étre trop exposés aux vents. Loussert (1989) signale qu’au-
dessous de 800 m, les fruits manquent de saveur. La peau des oranges reste verte, les cloisons
deviennent plus épaisses.

3.2. Phénologie

Le développement de la frondaison des agrumes se fait sous forme de flux végétatif ou poussée
foliaire (flush). Ces flux végétatifs succedent a des périodes d’arrét végétatif. Ce phénomene
s’observe méme en climat tropical humide ou les conditions permettent une activité végétative
continue (Praloran, 1971). Il existe généralement trois flux végétatifs par an.

Ils commencent avec le début des pluies ; le premier flux, qui est de loin le plus important
(longueur et nombre de rameaux émis), débute en mars avec le retour des pluies. Le second se
fait au mois d'aodt, il est également déclenché par le retour des pluies. Le dernier survient en
octobre.

La floraison se produit en méme temps que la pousse qui suit le repos végetatif. Les fleurs sont
isolées ou en grappes et se forment sur le bois de 1’année précedente (Praloran 1971). La
floraison est continue tout au long de I’année sur les citronniers et limettiers. Sur les autres
espéces, on peut avoir une ou deux périodes de floraison par an. Sur un méme arbre, on peut
ainsi retrouver des feuilles, des fleurs et des fruits de différents ages (Van Ee, 2005). Dans la
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zone forestiere humide du Cameroun, deux principales périodes de floraison sont observées. La
premiére a lieu entre mars et juin et la seconde de septembre a décembre (Kuate et al., 1997).

4. Production des agrumes en Algérie

La culture des agrumes revét une importance stratégique en sa qualité de source
d’approvisionnement en fruits frais et des débouchés sur le marché international des produits
agrumicoles. Des statistiques officielles estiment que 1’agrumiculture est 1’'une des principales
activités de I’arboriculture algérienne ; elle représente 9,8 % des surfaces arboricoles, occupant
ainsi la quatrieme place apres 1’olivier (35,9%), les espéces a noyaux (24,9%) et le palmier
dattier (21,7%) (Hadj Sahraoui, 2007).

Les grandes zones de production par ordre d'importance sont la plaine de la Mitidja, 44% avec
un chiffre d’affaires de 10 milliards de dinars environ en production totale d’agrumes en
Algérie, suivie par Habra Mascara 25%, le périmetre Bounamoussa et la plaine de Saf Saf
Skikda 16% et le périmétre de la Mina et le bas Chélif 14%. Le Centre du pays occupe une
surface de 39.305 ha d’agrumes soit 62%, 1’Ouest représente 26% soit 16.453 ha, I’Est 9,7%
représenté par 6.134 ha et 1.404 ha pour le Sud soit 2,2% (Biche, 2012)

Pays exportateur d’agrumes juste apres 1’indépendance, 1’Algérie n’arrive plus aujourd’hui a
satisfaire ses besoins nationaux, mais la quantité des fruits produits pouvait assurer jusqu’a
1200.000 quintaux entre la clémentine et 1’orange navel (Fig. 9) pour le marché national vers
les années 2014 (Biche, 2012).
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Années

Figure 9 : Evolution de la production des agrumes en Algérie (FAO, 2015)

Les agrumes représentent 27,5% de la production totale de la wilaya de Tlemcen avec 501972
quintaux ; le potentiel agrumicole est concentré essentiellement au niveau de la vallée de la
Tafna (Remchi), I’Isser, la plaine de Hennaya, Chetouane et Maghnia. D’apres Mohammedi
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(2004), la surface agrumicole dans la wilaya est de 1825 ha avec une production de 133,613qx
et un rendement moyen de 73,21qgx/ha.

5. Principaux ravageurs des agrumes

Les agrumes peuvent étres attaqués par plusieurs ravageurs a savoir les insectes, les

némathodes, les acarients et autre (Tableau, 2).

Tableau 2 : principaux ravageurs des agrumes (Biche, 2012)

Ravageurs Nom Dégats
Scientifique Commun
Aonidiella aurantii Pou de Californie
Lepidosaphes beckii La cochenille moule
Lepidosaphes glowerii  La cochenille virgule
Chysomphalus Pou rouge de Californie Attaque les feuilles, les
dictyospermi rameaux et les fruits,
Parlatoria ziziphi Pou noir de ’oranger ~ développement de la
Parlatoria pergandie  Cochenille blanche fumagine, chute de
Saissitia oleae Cochenille H feuilles et dépérissement
Icerya purshasi Cochenille australienne  des fruits
Coccus hesperidum Cochenille plate
Ceroplastes sinensis Cochenille chinoise
- Psedococcus citri Cochenille farineuse
e Aphis speraecola Puceron vert de citrus ~ Avortement des fleurs et
3 Aphis gossypii Puceron vert de déformation des trés
= citronnier jeunes feuilles,
Toxoptra aurantii Puceron noir des développement
agrumes d’abondantes colonies de
Myzus persicae Puceron vert de pécher ~ pucerons sur les parties
jeunes d’arbres
L’aleurode de Citrus Provoque de la nuisance
Dialeurodes citri et développe de la
fumagine
Phyllocnistis cetrilla La mineuse des Attaque les feuilles et les
agrumes jeunes pousses
Mouche Provoque la pourriture
Ceratitis capitata méditerranéenne des des fruits
fruits
2 Croissance ralentie des
kS Tylenchulus arbres : pas des
© smipenetrans Nématode des agrumes symptdmes scientifique
5 des cette espéce
p
o Teranychus Acarien tisserand Provogue des nécroses,
kS cinnabarinus décoloration et chute des
§ Hemitarsonemus latus  Acarien ravisseur feuilles, des fruits et des
< Aceria sholdoni Acarien des bourgeons ~ bourgeons
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Partie I11- interactions plantes-Insectes

Introduction

Les plantes et les insectes vivent ensemble depuis plus de 350 millions dannées en co-
évolution, les deux ont développé des stratégies pour éviter les systémes de défense les uns des
autres. Cette course aux armements évolutive entre plantes et insectes a permis le
développement d'un systeme de défense subtile chez les plantes qui a la capacité de reconnaitre
les molécules non-soi ou les signaux des cellules endommagées, tout comme les animaux et
active la réponse immunitaire contre les herbivores (Howe et Jander, 2008 ; Hare, 2011).

1. Signalisation dans les interactions plantes-insectes

Dés qu'un insecte herbivore commence a se nourrir sur une plante, plusieurs signaux de défense
sont induits, conduisant a des réponses de defense différentes. Avant de décrire le mécanisme
de signalisation, il est important de souligner la capacité de la plante a reconnaitre
I'alimentation d'un insecte herbivore.

1.1. Reconnaissance de |'attaque des insectes herbivores

Les plantes ont la capacité de distinguer entre les dommages herbivores et mécaniques tels que
la gréle et le vent, ainsi que de reconnaitre I'oviposition. Cette caractéristique est nécessaire
pour éviter de gaspiller des ressources de défense codteuses, puisque la production et la
libération de réponses de défense ne bénéficient quaux plantes soumises a des attaques
herbivores (Tumlinson et al., 1993).

= g sl G
= R e W e
ULLB]L et s TG <k o

Figure 10 : Attraction des parasitoides par les odeurs émises par des feuilles de mais : A :
attaquées par une chenille, B : brisées mécaniquement, C : brisées mécaniquement +
régurgitations de chenilles (Tumlinson et al., 1993).
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1.1.1. Sécrétions orales des insectes

Les plantes sont également capables de reconnaitre des composés dans les sécrétions buccales
des insectes, qui provoquent des réponses plus intenses que les dommages mécaniques seuls
(Arimura et al., 2004 ; De Moraes et al., 2001).

La conjugaison des précurseurs dérivés de plantes et d'herbivores aboutit a la formation de
conjugués acide gras-acide aminé (FAC). La N-17-hydroxylinolenoyl-L-glutamine (volectine,
Figure 11), identifiée pour la premiere fois dans les sécrétions orales de Spodoptera exigua
(légionnaire de betterave) (Turlings et al., 1993), est l'une des nombreuses FAC
habituellement présentes dans les sécrétions orales des larves de Iépidopteres [Alborn et al.,
1997 ; Halitschke et al., 2001), comme Pieris brassicae (chenille du grand papillon blanc du
chou) (Mattiacci et al., 1995). La volicitine est sélectivement liée & la membrane plasmique, ce
qui suggere l'existence d'un récepteur FAC (Truitt et al., 2005). Chez le Zea mays (mais), la
volicitine active indole-3-glycérol phosphatase lyase (IGL) catalyse la formation d'indoles
libres réactifs a partir de l'indole-3-glycérol (Frey et al., 2000). Cependant, certaines plantes,
dont Arabidopsis thaliana (thale cress), Gossypium hirsutum (coton mexicain), P. lunatus et
Vigna unguiculata (niébé) ne répondent pas aux FAC appliquées de maniere exogene (Schmelz
et al., 2009).

Jusqu'a présent, aucun récepteur n'a été identifié pour les inceptines. Les caeliférines (Fig.11),
acides gras disulfoxy, ont été identifiées dans les sécrétions orales de Shistocerca americana
(sauterelle d'’Amérique) et dautres espéces de sauterelles (Alborn et al., 2007). Les
caeliférines, comme les FAC, commencent a libérer les terpénoides volatils des plantules de
mais, mais le mode daction exact de ces substances volatiles n'est pas encore connu.
Cependant, la synthése récente et réussie des caeliférines permet d'étudier plus avant leur
fonction ainsi que d'identifier les récepteurs des plantes qui activent les réponses immunitaires
(O’Doherty et al., 2011). Les bruchins (Fig. 11), a, o-diols & chaine longue, estérifiés au
niveau d'un ou des deux atomes d'oxygéne par l'acide 3-hydroxypropanoique, sont une autre
classe déliciteurs isolés de Bruchus pisorum (charancon du pois) et de Callosobruchus
maculatus (niébé) (Doss et al., 2000). Ils sont aussi l'un des composants trouves dans les
fluides de ponte.

D'autres éliciteurs ont été découverts tels que les inceptines (Fig. 11), qui sont des peptides a
liaison disulfure, formés par des fragments protéolytiques de la sous-unité y ATP synthase
chloroplastique, produite par la digestion des proteines végétales dans l'intestin de Spodoptera
frugiperda (légionnaire d'automne) (Schmelz et al., 2007). Enfin, la B-glucosidase dans la
sécrétion orale des larves de P. brassicae provoque la libération de composes organiques
volatils qui attirent la guépe parasite Cotesia glomerata (Mattiacci et al., 1995).

~18 ~



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Contrairement aux exemples donnés ci-dessus, quelques éliciteurs dérivés des sécrétions orales
suppriment effectivement les réponses de defense. Par exemple, la glucose oxydase salivaire
(GOX) sécreétee par Helicoverpa zea (ver de I'épi du mais) et les protéines identifiées dans les
glandes salivaires de Myzus persicae (puceron vert du pécher) s'ajoutent a I'explosion oxydative
et réduisent la réponse immunitaire des plantes (Eichenseer et al., 1999 ; Bos et al., 2010). De
plus, les protéines de Myzus persicae induisent la chlorose et la mort cellulaire chez Nicotiana
benthamiana (Eichenseer et al., 1999).

1.1.2. Fluides de I’oviposition

Les fluides de ponte des insectes peuvent aussi donner des réponses de défense a la plante, ce
qui attire la progéniture qui absorbe les ceufs ou renforce sa défense en cas de future attaque
d'herbivores par les insectes (Hilker et Meiners, 2006). La ponte de Diprion pini (tenthréde)
sur Pinus sylvestris (pin sylvestre) entraine une augmentation de la production de substances
terpénoides et une diminution de la libération d'éthyléne (Schroder et al., 2007). L'oviposition
de P. brassicae sur A. thaliana déclenche aussi I'expression de genes liés a la défense (Little et
al., 2007). Cependant, les produits chimiques responsables de la réponse de la défense n'ont été
identifiés que chez B. pisorum. Son liquide de ponte contient des bruchines qui, lorsqu'elles
sont ajoutées au Pisum sativum (pois), provoquent des croissances de type tumoral qui
empéchent les larves d'entrer dans la gousse (Fatouros et al., 2005).
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Figure 11 : Structure des éliciteurs produits par les insectes herbivores (Felton et
Tumlinson, 2008)

1.2.Premiers événements de I'interaction plante-insecte

Jusqu'a présent, la plupart des recherches sur l'interaction plante-insecte se sont concentrées
principalement sur la génomique et la protéomique des événements tardifs de la défense des
plantes. Les événements précoces, la reconnaissance et le déclenchement de la transduction du

signal (Figure 12) sont en revanche mal compris (FUrstenberg-Hagg et al, 2013).
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Figure 12 : Changement des évenements biochimiques apres une attaque des insectes
herbivores (Mithofer et Boland, 2008).

Les changements dans le potentiel transmembranaire (Vm) apparaissent immédiatement aprés
les attaques par herbivores et sont étroitement suivis par des changements dans la concentration
intracellulaire de Ca®" et la génération de H.0.. Les Kinases et l'acide phytohormone
jasmonique (JA) sont détectables en quelques minutes. Apres environ une heure, on observe
une activation génique suivie de changements métaboliques (Mithofer et Boland, 2008).

1.2.1. Signalisation électrique

Le stress biotique et abiotique conduira a un changement immeédiat du potentiel de la
membrane cellulaire (Vm), ou modulera le flux ionique au niveau de la membrane plasmique
(Figure 12) (Ebel et Mithofer, 1998 ; Shabala, 2006). Les changements de Vm induits par
I'nerbivorie sont suivis d'un signal électrique rapide (potentiel d'action), qui traverse la plante
entiére & partir du point ou le signal a été induit (Maffei et Bossi, 2006). Le VVm est affecté par
différentes molécules de signal. Un exemple est le fort HO. dépolarisant qui peut étre induit
par l'alimentation des insectes (Peiffer et Felton, 2005). La dépolarisation Vm (Maffei et al.,
2004) et le flux ionique (Maischak et al., 2007) ont été démontrés avec des sécrétions orales
d'herbivores, mais pas avec des éliciteurs connus comme la volicitine et l'inceptine. 1l est
néanmoins émis I'nypothese que des éliciteurs inconnus affectent les activités des différents
canaux et induisent ainsi des signaux électriques (Maffei et al., 2007).

1.2.2. Ca?" homéostasie

Les ions calcium fonctionnent comme un second messager dans plusieurs voies de signalisation
chez les plantes. Dans les cellules saines, la concentration de Ca?* cytosolique est 10 000 fois
plus faible que dans le liquide apoplastique, et 100 000 fois plus faible par rapport aux
organites cellulaires. Cela crée une force motrice pour l'influx de Ca?* dans le cytosol, via les
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protéines canal (Verret et al., 2010), ou il agit comme un second messager (Lecourieux et al.,
2006). Le signal peut apparaitre quelques secondes apres l'attaque des herbivores (Fig. 12) sous
la forme d'un seuil transitoire, d'oscillations ou de pointes répétées avec une localisation
subcellulaire spécifique, un temps de retard, une amplitude et une fréquence (Maffei et al.,
2007). Le signal differe également en fonction de l'organe, du tissu ou du type cellulaire
(Evans et al., 2001). Aprés l'afflux, les ions Ca®" sont réinjectés dans les organites et les
apoplastes par l'intermédiaire des ATPases de pompage de Ca?* (Verret et al., 2010).

Le signal Ca®" active la calmoduline et d'autres protéines sensibles au calcium, telles que les
protéines de type calmoduline, les protéines de type calcineurine B et les protéine- kinases de
liaison au Ca®* (CDPK). Cela favorise une cascade d'effets en aval, comme une modification de
la phosphorylation des protéines et des modéles d'expression génique (Howe et Jander, 2008 ;
Sanders et al., 2002). Au moins deux voies de signalisation CDPK semblent exister, une qui
est impliquée dans la diaphonie avec des protéines kinases activées par mitogene (MAPK),
conduisant a la formation de jasmonates (JAs), et qui active les facteurs de transcription des
génes de défense indépendamment de la voie de jasmonate et de I'éthyléne (Ludwig et al.,
2005 ; Wu et al., 2007).

2. Classification des traits de défense

Les traits de défense chez les plantes selon leur mode d'interaction avec les insectes sont classés
comme suit (Fig. 13) :
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Classification des traits de défense

| Tpe de trait |
Morphologique Biochimique
=— Et Et —
Structural Ecologique
Mode d°expression
Constitutive Induite
Mode d’action
Deéfense directe Deéfense indirecte
Antixénose Atixénose
Anfibioses
Antibiozes
Tolérance Défense directe
_ Interaction Tri-trophigues
Modulation des
comportements des
herbivoras

Figure 13 : Classification des traits défensifs chez les plantes selon leur mode d'interaction

avec les insectes (Modifié a partir de Schaller, 2008)

2.1. Défense indirecte induite

Le terme «défense indirecte» est utilisé lorsque les plantes attirent, nourrissent ou hébergent
d'autres organismes pour réduire la pression de I'ennemi (Dicke et Sabelis, 1988). Cela se fait
en produisant des matieres volatiles, du nectar extrafloral, des corps de nourriture et des sites de
nidification ou de refuge.

2.1.1. Production du nectar extra-floral.

L'alimentation des herbivores induit la défense des plantes en produisant le nectar extra-floral
(EFN) qui est exploité comme source de nourriture alternative par les arthropodes carnivores
(Heil, 2008). La production d'EFN a été décrite chez a peu pres 1000 espéces végétales
appartenant a au moins 93 familles différentes (Karban et Baldwin, 1997). De nombreuses
plantes attirent les fourmis ainsi que d'autres prédateurs et parasitoides dans leurs parties
aériennes en sécrétant des nectars extra-floraux afin daugmenter leur propre aptitude a la
reproduction (Fig. 14). Dans le contexte de la production d'EFN, les parties végétatives des
plantes telles que la tige et les feuilles ainsi que les fleurs sont activement impliquées
(Wackers et al., 2001 ; Rose et al., 2006 ; Wackers et al., 2007 ; Arimura et al., 2009 ;
Heil et al., 2010).
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Figure 14 : Production de nectar extra-floral sur la partie végétative des plantes (Staab et al.,
2017)

2.1.2. Production des volatils

Une deuxieme stratégie de défense indirecte induite est la production de composés organiques
volatils (COV) en réponse a divers stimuli, par exemple infestation d'herbivores, infection
pathogene, dommages mécaniques, etc. Les COV produits spécifiquement en réponse a
I'infestation par les herbivores sont connus sous le nom de plantes volatiles induites par les
herbivores (HIPVs). Ces HIPVs émanent des parties herbacées exposées (probablement des
feuilles et des fleurs et des fruits) et fournissent des signaux aériens (informations chimiques)
qui attirent les arthropodes carnivores (prédateurs et parasitoides) (Figure 15) ou qui
découragent la pontes des femelles sur leurs plantes hotes (Dicke et Sabelis, 1988; Kessler et
Baldwin, 2001 ; Arimura et al., 2005; Dudareva et al., 2006 ; Turlings et Ton, 2006 ;
Zakir et al., 2009 ; Arimura et al., 2009 ; Dicke et Baldwin, 2010 ; Hare, 2011). Les HIPV
sont les composes lipophiles a pression de vapeur plus élevée a partir des feuilles, des fleurs et
des fruits dans lI'atmosphére ; et dans le sol a partir des racines par les plantes en réponse a
I'attaque herbivore (Dudareva et al., 2006). Les HIPVs produites varient selon les espéces
végétales et herbivores, le stade de développement et I'état des plantes et des herbivores
(Arimura et al., 2009 ; Dicke et al., 2009 ; Maffei, 2010 ; Clavijo McCormick et al., 2012).
Une quantité optimale de composés volatils est normalement libérée par les plantes dans
I'atmosphere, alors qu'un mélange différent de substances volatiles est produit en réponse a
I'nerbivorie (Arimura et al., 2009). Le mélange volatil libéré par les plantes en réponse a
l'attaque des insectes est spécifique a un systeme d'insecte-plante, y compris les ennemis
naturels et les plantes voisines (Engelberth et al., 2004 ; Arimura et al., 2009). Les HIPVs
médient les interactions entre les plantes et les arthropodes, les micro-organismes, les
dommages des plantes voisines ou la signalisation intra-plantaire prévient les sites non
endommagés au sein de la plante (Arimura et al., 2000 ; Heil et Silva Bueno, 2007 ;
Arimura et al., 2009 ; Karban, 2011). Selon les modes d'alimentation des insectes nuisibles,
différentes voies de signalisation de la défense sont activées, ce qui induit la production de
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composes volatils spécifiques (Walling, 2000). Les HIPV comprennent les terpénes, les
volatiles verts (GLV), I'ethylene, le salicylate de méthyle et d'autres COV (Dudareva et al.,
2006 ; Maffei, 2010).
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Figure 15 : volatils végétaux induits par les herbivores (HIPV) (Dicke et Baldwin, 2010)

Ce sont des interactions associées entre différents organismes (récepteurs de signal) autour

d'une plante endommageée (Dicke et Baldwin, 2010).

Ainsi, les plantes utilisent leurs défenses directes induites pour modifier la préférence (sélection
du site d'oviposition) ou la performance (alimentation larvaire) des herbivores attaquants. Par
exemple, les plants de choux Brassica oleracea reduisent la préférence de ponte des femelles
adultes de Pieris rapae et la performance larvaire aprés infestation (Fig. 15). De méme, les

HIPV aident les plantes attaquées a réduire I'attaque herbivore de deux maniéres :

a) par la défense directe induite, en dissuadant les femelles ovipares du chou cabus P. rapae ;
b) par la défense indirecte induite, en attirant le parasitoide larvaire Cotesia glomerata (Fig.
16).
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Défense indirect induite
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Figure 16 : Illustration des défenses directes et indirectes induites en réponse a I'herbivorie

dans le systeme Brassica-Pieris (Modifié d'apres Bruinsma et Dicke, 2008)

2.2. Défense directe induite

La défense est dite directe si les réponses induites affectent l'interaction entre 1’herbivore et son
hote directement. Elle se fonde sur les dispositifs morphologiques comme les épines, les
trichomes, les cristaux épi-cuticule du film de cire, dureté de tissu, aussi bien que les structures
sécréteuses, les latex et les résines contenus dans les canaux. Elle inclue également des
composés pour la défense chimique, comme les métabolites secondaires, réduisant la
digestibilité des protéines et des enzymes anti nutritives (Howe et Schaller, 2008 ).

2.2.1. Structures morphologiques

Les structures végétales constituent la premiére ligne de défense contre les herbivores et jouent
un réle important dans la résistance aux insectes. La premiére ligne de défense est I'érection
d'une barriére physique soit par la formation d'une cuticule cireuse (Hanley et al., 2007 ;
Agrawal et al., 2009) et / ou le développement d'épines, de soies et de trichomes (Sharma et
al., 2009 ; He et al., 2011). Les défenses structurales comprennent les caractéristiques
morphologiques et anatomiques qui conferent un avantage de conditionnement physique a la
plante en dissuadant directement les herbivores de se nourrir (Agrawal et al., 2009) et vont de
protubérances proéminentes sur une plante a des changements microscopiques de I'épaisseur de
la paroi cellulaire résultant de la lignification et de la subérisation (Hanley et al., 2007 ; He et
al., 2011). Les épines (spinescence), les trichomes (pubescence), les feuilles trempées ou
durcies (sclérophylle), I'incorporation de minéraux granulaires dans les tissus végétaux et les
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ramifications divarcées (pousses a tiges raides a grands angles axillaires) jouent un role
prépondérant dans la protection des plantes (Hanley et al., 2007 ; He et al., 2011 ; Chamarthi
et al., 2010). La sclerophyllie se référe aux feuilles durcies et joue un role actif dans la défense
des plantes contre les herbivores en réduisant la palatabilité et la digestibilité des tissus,
réduisant ainsi les dommages causés par les herbivores (Handley et al., 2005 ; Hanley et al.,
2007). La densité des trichomes (Fig. 17) affecte négativement le comportement ovipositif,
I'alimentation et la nutrition larvaire des insectes nuisibles (Handley et al., 2005). De plus, les
trichomes denses affectent mécaniquement I'herbivorie, interferent avec le mouvement des
insectes et d'autres arthropodes sur la surface des plantes, réduisant ainsi leur accés a I'épiderme
des feuilles (Agrawal et al., 2009).

Figure 17 : (A): Trichomes sur des fleurs et des tiges, (B) : des épines sur les branches
(Lebon, 2014)

2.2.2. Corps alimentaires

Les corps alimentaires (CA) sont des structures cellulaires contenant principalement des
hydrates de carbone, des protéines et des lipides (O’Dowd, 1982). Ils servent de nourriture aux
fourmis et sont ainsi utilisés pour attirer les prédateurs. En raison de la haute teneur en lipides
et en protéines des CA, ils sont considérés comme une forme de défense colteuse.

2.2.3. Sites de nidification et de refuge

Les plantes peuvent offrir aux prédateurs comme les fourmis, les acariens et les punaises des
petites chambres a la jonction de la nervure médiane et la veine utilisée comme sites de
nidification ou de refuge (domatia : sous forme de cavités ou de touffes de trichome pour les
fourmis et les acariens) (Heil, 2008). De la méme maniére que les CA, la domatia est inductible
par les fourmis, ce qui a ét¢é montré sur l'arbre de la forét tropicale Vochysia vismiaefolia
(Gaume et al., 2005).
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Figure 18 : Mécanisme de résistance induite chez les plantes. POD, peroxydase ; PPO,
polyphénol oxydase ; PAL, phenylalanine ammonia lyase ; TAL, tyrosine alanine ammoniac
lyase ; LOX, lipoxygénase ; SOD, superoxyde dismutase ; APX, ascorbate peroxydase ; HIPV,
herbivores induits par les plantes (War et al., 2012)

2.2.4. Meétabolites secondaires et défense des plantes
2.2.4.1. Définition et fonction

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans I’adaptation de
la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions
plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme agents
allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits (Judd et al., 2002). En général, les termes métabolites secondaires, xénobiotiques,
facteurs antinutritionnels, sont utilisés pour déterminer ce groupe, il existe plus de 200.000
composés connus qui ont des effets antinutritionnels et toxiques chez les mammiféres. Comme

ces composés ont des effets toxiques, leur incorporation dans 1’alimentation humaine peut étre
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utile pour la prévention contre plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, infections
virales...), car la différence entre toxicité et effet bénéfique est généralement soit dose ou
structure- dépendante (Makkar et al., 2007).

Les metabolites secondaires sont les composés qui n‘affectent pas la croissance et le
développement normaux d'une plante, mais qui réduisent la palatabilité des tissus végétaux
dans lesquels ils sont produits (Howe et Jander, 2008). Les métabolites défensifs (secondaires)
peuvent étre soit constitutifs stockés en tant que formes inactives, ou induits en réponse a
I'attaque des insectes ou des microbes. Les premiers sont connus comme phytoanticipines et les
derniers comme phytoalexines. Les phytoanticipines sont principalement activées par la f3-
glucosidase au cours de I'herbivorie, qui intervient a son tour dans la libération de divers
métabolites aglycones biocides (Morant et al.,, 2008). Les exemples classiques de
phytoanticipines sont les glucosinolates hydrolysés par les myrosinases (f-thioglucoside
glucohydrolases endogeénes) lors de la rupture tissulaire. D'autres phytoanticipines comprennent
les benzoxazinoides (BX), qui sont largement distribués parmi les Poaceae (Morant et al.,
2008). Les phytoalexines comprennent les isoflavonoides, les terpénoides, les alcaloides, etc.,
qui influencent la performance et la survie des herbivores (War et al., 2012)

2.2.4.2. Phénols végétaux

Parmi les métabolites secondaires, les phénols vegétaux constituent I'un des groupes defensifs
les plus répandus, ils jouent un réle majeur dans la résistance des plantes hétes (les HPR)
contre les herbivores, y compris les insectes (Sharma et al., 2009 ; Usha Rani et Jyothsna,
2010; War et al., 2011b). Les phénols agissent comme mécanisme défensif non seulement
contre les herbivores, mais également contre les micro-organismes et les plantes concurrentes.
Les altérations qualitatives et quantitatives des phénols et I'élévation des activités de I'enzyme
oxydative en réponse aux attaques d'insectes sont un phénomene général (Barakat et al., 2010;
War etal., 2011a; 2011b).

La lignine, un hétéropolymeére phénolique joue un rdle central dans la défense des plantes
contre les insectes et les agents pathogenes (Barakat et al., 2010). Elle limite l'entrée des
agents pathogénes en bloquant physiquement ou en augmentant la ténacité des feuilles qui
réduit I'alimentation des herbivores et diminue également le contenu nutritionnel des feuilles
(Johnson et al., 2009). L’augmentation de l'expression des genes associés a la lignine chez les
plantes infectées par des organismes nuisibles et pathogénes. La synthese de lignine est induite
par une attaque herbivore ou pathogéne et son dépot rapide réduit la croissance du pathogene
ou la fecondité des herbivores (Barakat et al., 2010). L'oxydation des phénols catalysée par la
polyphénol oxydase (PPO) et la peroxydase (POD) est un mécanisme de défense potentiel chez
les plantes contre les insectes herbivores. Les quinones formées par I'oxydation des phénols se
lient par covalence aux protéines des feuilles et inhibent la digestion des protéines chez les
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herbivores (Bhonwong et al., 2009). De plus, les quinones présentent également une toxicité
directe pour les insectes (Duffey et Stout, 1996 ; Bhonwong et al., 2009). L'alkylation des
acides aminés réduit la valeur nutritionnelle des protéines végétales pour les insectes, ce qui
affecte négativement leur croissance et leur développement. Les phénols jouent également un
réle important dans la réduction cyclique des espéces réactives de lI'oxygéne (ROS) telles que
les radicaux hydroxydes, H.O; et I'oxygene singulier (O2) qui, a leur tour, activent une cascade
de réactions. Les phénoliques simples (salicylates) agissent comme anti-nutriment pour les
insectes herbivores (War et al., 2012).

2.2.4.3. Flavonoides

Le terme « flavonoide » est généralement employé pour décrire une large famille de produits
naturels qui incluent le cadre de carbone C6-C3-C6. Selon la position en C-3 central, ce groupe
de produits naturels peut étre divisé en trois classes (Fig. 19) : les flavonoides (2
phenylbenzopyrans), isoflavonoides (3-benzopyrans), et les néoflavonoides (4-benzopyrans)
(Jannie et al., 2006).

Les flavonoides jouent un réle central dans diverses facettes de la vie végétale, en particulier
dans les interactions plante-environnement. Ils protégent les plantes contre divers stress
biotiques et abiotiques, notamment les rayonnements UV, les agents pathogénes et les insectes
nuisibles (Treutter, 2006). Les flavonoides sont cytotoxiques et interagissent avec différentes
enzymes par complexation. Les flavonoides et les isoflavonoides protégent la plante contre les
insectes nuisibles en influencant le comportement, la croissance et le développement des
insectes (Simmonds, 2003). En outre, les flavonoides absorbent les radicaux libres, y compris
les ROS, et réduisent leur formation (Treutter, 2006). Les flavonoides sont diviseés en
différentes classes comprenant les anthocyanes, les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les chalcones, les aurones, les flavanes et les proanthocyanidines (Treutter,
2006). Plus de 5 000 flavonides ont été signalés chez les plantes. Un certain nombre de
flavones tels que les flavonols, les flavones, les proanthocyanidines, les flavan 3-ols, les
flavonones, les flavanes et les isoflavonoides ont été étudiés en tant que moyens de dissuasion
contre de nombreux insectes nuisibles (War et al., 2012).
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Figure 19 : structures chimiques des principales familles des flavonoides (Fraga et Oteiza,
2011)

2.2.4.4. Tanins

Les tanins (Figure 20) ont un fort effet délétére sur les insectes phytophages et affectent la
croissance et le développement des insectes en se liant aux protéines, en réduisant I'efficacité de
I'absorption des nutriments et en provoquant des lésions au mésogastre (Sharma et Agarwal,
1983; Sharma et al., 2009 ; Barbehenn et Peter Constabel, 2011). Les tanins sont astringents
ce sont des polyphénols amers dissuasifs contre de nombreux insectes nuisibles. Ils précipitent
les protéines de maniére non spécifique (y compris les enzymes digestives des herbivores), par
liaison hydrogéne ou liaison covalente des groupes protéine-NH.. En outre, les tanins chélatent
également les ions meétalliques, réduisant ainsi leur biodisponibilité pour les herbivores.
Lorsqu'ils sont ingérés, les tanins réduisent la digestibilité des protéines, diminuant ainsi la
valeur nutritive des plantes et des parties de plantes pour les herbivores.
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Figure 20 : Structure des tanins hydrolysables et les acides associés (Peronny, 2005).

2.2.5. Protéines végetales

Ecologiquement, dans l'interaction insecte-plante, l'interrelation entre les deux est importante
pour leur survie. Les insectes recherchent toujours une plante-hdte véritable et saine qui leur
procure une nourriture adéquate et qui pourrait convenir a l'accouplement, a la ponte et a la
nourriture des progénitures. Les besoins nutritionnels des insectes sont similaires & ceux des
autres animaux et tout déséquilibre dans la digestion et I'utilisation des protéines végétales par
les insectes entraine des effets drastiques sur la physiologie des insectes. L'altération de
I'expression des génes sous stress, y compris les attaques d'insectes, entraine des changements
qualitatifs et quantitatifs dans les protéines qui, a leur tour, jouent un réle important dans la
transduction du signal et la défense oxydative (Tableau 3) (Gulsen et al., 2010; Usha Rani et
Jyothsna, 2010). De nombreuses protéines végétales ingérées par les insectes sont stables,
restent intacts dans l'intestin moyen et également se déplacent a travers la paroi intestinale dans
I'hnémolymphe. Une altération de la teneur ou de la séquence en acides aminés de la protéine
influence la fonction de cette protéine. De méme, l'activité anti-insecte d'une protéine toxique
sensible a la protéolyse peut étre améliorée par I'administration d'inhibiteurs de protéase (IP),
qui empéchent la dégradation des protéines toxiques, et leur permet d'exercer leur fonction
défensive. Une meilleure compréhension de la structure des protéines et des modifications post-
traductionnelles contribuant a la stabilité de l'intestin des herbivores aiderait a prédire la
toxicité et le mécanisme des protéines de résistance des plantes (PRP). Des progres récents
dans les approches micro-array et protéomique ont révélé qu'un large éventail de PRP est
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impliqué dans la défense des plantes contre les herbivores (Chen et al., 2005 ; Chen et al.,
2009). En raison de diverses habitudes alimentaires des arthropodes, de multiples voies de
signalisation comprennent l'acide jasmonique (JA), SA et/ou éthyléne (ET) régulant les

protéines inductibles par les arthropodes (Tab. 3) (Arimura et al., 2009).

Tableau 3 : Protéeines défensives des plantes contre les insectes herbivores

Protéine de

défense putative

plants

Insecte phytophage

Références

Inhibiteurs de la

protéinase (PIs)

Sorghum bicolor
Tomate

Gossypium
hirsutum

Solanum nigrum
Nicotiana attenuata
Transgenic
Arabidopsis/oil
seed rape
Transgenic

Arabidopsis/ tabac

Schizaphis graminum  Zhu et al. 2004

Manduca sexta
Helicoverpa
armigera

Manduca sexta
Spodoptera littoralis
Spodoptera exigua
Spodoptera exigua
Plutella xylostella
Mamesrra brassicae

Spodoptera littoralis

Chen et al. 2005
Dunse et al. 2010
Hartl et al. 2010
Steppuhn et al. 2007
De Leo et al. 2001
De Leo et al. 2001

Lipoxygenases
(LOXSs)

Peroxidases
(POD)

Cucumis sativus
Nicotiana attenuata
Alnus glutinosa

Blé

Tomate

Nicotiana attenuata

Alnus glutinosa
Arabidopsis
Buffalograss
Poplar
Medicago sativa
Corn

Rice

Spodoptera littoralis
Bemisia tabaci
Agelastica alni
Sitobion avenae
Macrosiphium
euphorbiae Myzus
persicae

Myzus nicotianae
Agelastica alni
Bemisia tabaci
(whitefly)

Blissus oxiduus
Lymantria dispar
Aphis medicaginis

Spodoptera littoralis
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Reymond et al. 2004
Kempema et al. 2007
Zhao et al. 2009
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Spodoptera
frugiperda
Tomato Manduca sexta Chen et al. 2005

Polyphénols Buffalograss Blissus oxiduus Bhonwong et al. 2009
oxydase (PPOs)  Tomate Spodoptera Heng et al. 2004

frugiperda,

Helicoverpa

armigera
Chitinases Sorghum bicolor Schizaphis graminum  Zhu et al. 2004
Hevein-like Arabidopsis Bemisia tabaci Kempema et al. 2007
protéine
Catalase Bufallograssses Blissus oxiduus Heng-Moss et al.2004
Superoxide Medicago sativa Aphis medicaginis Stout et al. 2009
dismutase SOD
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Partie | : Etude du milieu

1. Présentation de la zone d’étude

1.1. Situation géographique de la Wilaya de Tlemcen

La wilaya de Tlemcen se situe a I’extréme nord-ouest de 1’ Algérie, entre 34° et 35° de latitude
nord et 1° et 2° de longitude ouest. Elle occupe une position originale, a la fois frontiere et
cotiere ; elle est limitée par la Mer Méditerranée au nord, par la wilaya de Ain Témouchent au
nord-est, par la wilaya de Naama au sud, par la wilaya de Sidi Bel Abbés a I’est et par la
frontiére algéro-marocaine a ’ouest. La wilaya de Tlemcen s’étend sur une superficie de
9017,69Km?, elle comprend 20 dairas subdivisées en 53 communes (Fig. 21).

Carte de Tlemcen

L mer méditerramée

Walays oo K

Aln Wémomchemt i
=2 °"*’. et
S 3 )

LEGENDES

= limite de Commune
s Limite de Wilrye
*  Limite ERt

] Ohvet Bew de lo wileys de TLEMCEN

‘2.0 Stations d'étude

Echelle

T ™ e
0 & 10 I8 201 3

Carte du bassin méditerranéenne

Carte de |'Algérie
. ' " :: _'_7-'—'.'-' il &
Tericen

Figure 21 : Situation géographique de la wilaya de Tlemcen (P.D.A.U., 2013)

C’est une région essentiellement agricole avec une production trés variée (Iégumes, [égumes

secs, fruits, céréales...) et une production animale, principalement avicole.
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L’agrumiculture dans cette région est assurée par une superficie totale de 350.000ha, elle est
caractérisée par la production des agrumes dont les superficies occupées sont présentées dans
le tableau 4.

Tableau 4: Répartition des agrumes dans la Wilaya de Tlemcen (DSA, 2015)

Especes Ferme pilote Secteur privé Total général
Superficie (Ha) 02 150 152
Citronnier Production (Qx) 100 7700 7800
Superficie (Ha) 43 1430 1473
Oranger Production (Qx) 900 88600 89500
Superficie (Ha) 00 23 23
Mandarinier Production (Qx) 00 1450 1450
Superficie (Ha) 08 304 312
Clémentinier Production (Qx) 350 20900 21250
Superficie (Ha) 53 1907 19600
Total agrumes Production (Qx) 1350 118650 120000

AN Yaogcefz; .\
O X

a3

Figure 22 : Situation géographique des deux stations d’étude (Photographie satellitaire
googleearth.com)
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1.1.1. Situation de la Daira de Remchi

La région de Remchi a laquelle appartient notre premiére station d’étude s’étend sur une
surface de 13600 ha ; elle est a 25 Km au nord du chef- lieu de la wilaya et se trouve au pied
de deux zones montagneuses : les Traras orientaux et Sebaa Chioukh.

La commune de Remchi est limitée au nord par Beni-Saf, au sud par la commune de Hennaya
et a I’est par la commune de Souk EL khmis, Beni Ouarsous et Zenata. Elle est située a une
altitude de 200m environ et une pente de 15 a 20%. Elle est constituée de plaines et de
plateaux intérieurs, entaillés par les cours d’eau de Oued Tafna et Oued Isser. Elle présente un
carrefour de transit obligatoire entre Tlemcen au sud, Maghnia a 1’ouest, Oran et Ain
Temouchent au nord-est.

« Situation de la station de la ferme Pilote

La ferme pilote « Moussadek Abdelkader » est située a 4km au nord-ouest de Remchi et a
2km du croisement de Maghnia (Figure 22).

Elle est traversée par la route nationale RN35, reliant Remchi et Maghnia et par Oued Tafna ;
elle est délimitée :

¢ Au nord, par la commune de Beni Ouarsous ;
e Au sud, par le secteur privé de Zenata ;
e A I’est, par le secteur privé de Remchi ;

e A I’ouest, par la commune de Fellaoucene.
Elle est située a une altitude de 124m.
1.1.2. Situation géographique de la daira de Hennaya

Notre deuxieme station se trouve a la daira de Hennaya, elle s’étend sur une superficie 10 823
ha. Elle est située a 34° 57' 0" de latitude nord et 1° 22’ 0" de longitude ouest, a une altitude
de 429 m. Elle délimitée au nord par la daira de Remchi, les communes de Zenata et Ain
youcef, a I’ouest par la commune de Beni Mester, a I’est par la commune de Amieur et au sud
par les dairas de Tlemcen et Chetouane.

X/

< Situation de la station d’étude

Elle appartient & un propriétaire privé dénomme Berouigate, elle est délimitée au nord et a
I’ouest par des vergers d’oranger, a I’est par la route de wilaya RW45 et au sud par un village
d’El-Taawouniya.
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1.2. Climatologie

Cette étude a été réalisée a partir des données météorologiques fournies par la station
météorologique de 1I’Office National de la Météorologique (ONM) de Zenata, qui est la plus
proche et la plus représentative de notre aire d’étude. Elle est située au sud-ouest de la Daira
de Remchi dont les coordonnées sont 35°-01 nord et 01°-25 ouest, avec une altitude de 284m.

1.2.1. Précipitations

Selon Benfekih (1993), le facteur hydrique est un facteur discriminant majeur, ses variations
ont un caractere d’autant plus imprévisible que 1’on se place dans les zones de plus grande
aridité (Fig.23).
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Figure 23 : Valeurs moyennes mensuelles de la pluviométrie pour la période 1986-2016 a la

station de Zenata
% Régimes saisonniers

Daget (1977) a définit la notion de régime saisonnier, il a calculé la somme des précipitations
par saison et a effectué le classement des saisons par ordre de pluviosité décroissante en
désignant chaque saison par son initiale : P : printemps ; H: hiver; E: été; A: automne
(Tab.5).

Tableau 5 : Régime saisonnier des pluies a la station de Zenata

Période Répartition saisonniere des Total Régime
pluies pluviométrique saisonnier
H P E A
1986-2016 142,34 9559 27,50 87,71 353,15mm HPAE

Notre station présente un régime HPAE, nous remarquons qu’il y’a une abondance pluviale
en hiver, printemps et automne et une sécheresse estivale.
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1.2.2. Températures

La température constitue un facteur écologique fondamental et un elément vital pour la
végétation et tous les autres étres vivants dont principalement les arthropodes.

Péguy (1970) a définit la température comme étant une qualité de 1’atmosphere. Les
températures moyennes annuelles et mensuelles réagissent directement, en interaction avec les
autres facteurs météorologiques : I’insolation, le déficit hygrométrique, les précipitations, le
phénomeéne d’évapotranspiration etc...

Les temperatures moyennes mensuelles, interannuelles, calculées sur la période allant de 1986
a 2016 se présentent comme suit (Figure 24).
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Figure 24 : Valeurs moyennes mensuelles de la température pour la période 1986-2016

a la station de Zenata

1.2.3. synthese bioclimatique
1.2.3.1. diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953)

Le type de climagramme le plus répandu est celui congu par Bagnouls et Gaussen
(1953). La représentation sur un méme graphique des précipitations moyennes mensuelles,
exprimées en mm, et des températures moyennes mensuelles, exprimées en °C, avec en
abscisses les mois, permet d’obtenir le diagramme ombrothermique, amélioré et systématise
par Lieth et al., (1999) a I’échelle mondiale. Ce dernier permet une visualisation immédiate
de la durée et de I’intensité de la saison séche (NMS), a condition que les échelles prises en
ordonnées soient de telle sorte que 1°C corresponde 2 mm (Charre, 1997 ; Richard, 1997 ;
Guyot, 1999). Ce diagramme ombrothermique, qui montre la marge mensuelle des
précipitations et des températures, permet aussi d’évaluer la longueur de la saison pluvieuse
(Ozenda, 1997 ; Le Houérou, 2004 ; Bouma, 2005). La surface du polygone est utilisée
comme «indice d’intensit¢ de sécheresse» (Panini et Amandier, 2005). Ce diagramme
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climatique montre ainsi la durée de la période défavorable a la croissance des végétaux et
présente une signification écologique précise (Labat, 1985).

L’analyse du diagramme permet de visualiser une période pluvieuse qui s’étend
généralement d’octobre a la fin avril et une période séche qui s'é¢tend sur 6 a 7 mois pour le
reste de I’année. Toutefois, les mois de juin, juillet et aolt demeurent les mois les plus secs

pour la région d’étude (Fig. 25)
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Figure 25 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953) (1986-2016) pour la

station de Zenata

1.2.3.2. Indice d’aridité de De Martonne

L'indice de De Martonne permet d'étudier les rapports du climat avec la végétation
forestiere et de positionner les stations méetéorologiques dans le climat précis, ceci grace a
un abaque préétabli.

De Martonne a essayé de définir l'aridité du climat par un indice qui associe les
précipitations moyennes annuelles aux températures moyennes annuelles. Cet indice est
d'autant plus grand lorsque le climat est plus humide. Ainsi, De Martonne (1926) a défini
cet indice d'aridité utile pour évaluer l'intensité de la sécheresse exprimé par la relation

suivante : I=P (mm)/T(°C) +10

Avec :

| : indice de De Martonne.

P : pluviométrie moyenne annuelle en (mm).
T : température moyenne annuelle en (°C).
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De Martonne (1926) propose la classification suivante :

I <5--m-- climat hyperaride.
5<1<10------ climat désertique.
10<1<20------ climat semi aride.
I >20 ------ climat humide.

L’indice de De Martonne calculé est de 12,69 mm/°C, ce qui montre I’appartenance de la

station météorologique de la région d’étude a un régime semi-aride & écoulement temporaire.
1.2.3.3. Quotient pluviothermique et climagramme d’Emberger

Emberger en 1952, a établi un quotient pluviothermique «Q2», spécifique au climat
méditerranéen. Il est plus fréquemment utilisé en Afrique du Nord et en France
méditerranéenne.

A partir du Q2, Emberger (1930) a classé la région méditerranéenne en cing étages
bioclimatiques (Saharien, aride, semi-aride, subhumide et humide). Ce quotient nous permet
de situer et voir schématiquement I'évolution du climat au niveau de nos stations
météorologiques (stations d'étude et stations de référence) en fonction des étages de
vegétation et permet aussi dapprécier laridité des régions mediterranéennes sur le
Climagramme Pluviothermique d’Emberger. Les valeurs du Q2 étant d'autant plus basses
quand le climat est plus sec (Fig.26). Le quotient (Q2) a été formulé de la facon suivante :

Q2= 2000P/ (M2-m?)

P : Précipitations moyennes annuelles en mm.
M : Moyenne des maxima du mois le plus chaud (K°).
m : Moyenne des minima du mois le plus froid (K°).

1K=T°C +273

En utilisant les deux valeurs « Q2 » et « m », en se référant au climagramme d'Emberger qui
définit I'étage bioclimatique.

Les données pour la période 1986-2016 sont :
P =353.15 (mm)

M = 33.41+273 = 306.41 M2=93888.86 (°K)
m =5.69+273 = 278.69 m2=77670.09 (°K)
M2- m2=16218.77 (°K)

Q2=43,54
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Apres avoir calculé le quotient d’Emberger, on déduit que notre région d’étude correspond a

un bioclimat semi-aride inférieur a hiver tempéré (Fig. 26).
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Figure 26 : Climagramme d’Emberger pour la station météorologique de Zenata (1986-

2016).
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Partie 1l : Etude entomologique

1. Introduction

Dans I’objectif d’étudier le ravageur d’importance économique majeure Ceratitis capitata et
en raison des dégats importants qu’il provoque aux cultures fruitiéres, particulierement dans la
Wilaya de Tlemcen, les agrumes ont été choisis comme modéle biologique a cette étude.

Les principaux caractéres étudiés sont :

% Taux d’infestation des agrumes par Ceratitis capitata estimés a partir des trous
de ponte et des fruits chutés.

3% L’étude bioécologique de ce phytophage dans notre région, réalisée a partir des
élevages effectués au laboratoire.

2. Echantillonnage

Les systémes naturels sont d’une complexité si effarante qu’on ne peut en acquérir une

perception acceptable que dans la mesure ou les buts de I’é¢tude sont clairement définis.

Un plan d’échantillonnage adéquat dans le temps, notamment en ce qui concerne les échelles
temporelles d’observation et les impératifs du traitement des donnees, est a prévoir en
fonction du probléme écologique que I'on veut résoudre. La nécessité de contrdler des
surfaces importantes conduit a 1’échantillonnage systématique qui est une technique qui
consiste a tirer au hasard une unité i*™ parmi les K premiéres d’une population a N unités
numérotées de 1 & N puis on prend de ce premier élément chacune des K™ sujvantes. Selon
Debouzie et al. (1987) ; Gaouar et Debouzie (1995) ; et Gaouar (1996), 1’échantillonnage
systématique est plus apte a détecter les structures spatiales et temporelles des attaques des
ravageurs.

Dans notre verger rangé en lignes et en colonnes, nous avons procédé a I’échantillonnage
systématique a deux dimensions ou les unités (arbres) sont réparties régulierement sur une
grille rectangulaire virtuelle (échantillons alignés) pour lesquelles non seulement 1’abscisse et
I’ordonnée du premier point sont tirés au hasard, mais aussi le décalage horizontal et vertical
des deux points voisins.

~43 ~



MATERIELS ET METHODES

Dans nos vergers qui contiennent 110 arbres appartenant a la variété Washington navel, nous
avons choisi une grille rectangulaire de neufs arbres, dont 3 arbres sur I’axe des abscisses et 3
sur I’axe des ordonnées. A chaque date, on tire au hasard le premier arbre. Les prélevements
seront effectués de fagon a ce qu’il y ait un décalage d’un arbre en abscisse et d’un arbre en
ordonnee.

Neuf prélévements par an ont été effectués au niveau des deux stations d’étude, durant trois
années successives 2011, 2012 et 2013, du mois de novembre au mois de janvier, date de
récolte des fruits, a raison d’un prélévement par semaine a dix jours. Pour chaque sortie, seize
a vingt-cing arbres ont été inspectés.

Les prélevements sont effectués selon un échantillonnage systématique de facon a pouvoir

évaluer I’incidence de certains facteurs sur les taux d’infestation de Citrus a savoir :

> La date de I’observation ;
> I’orientation des fruits dans les arbres ;
> I’arbre echantillonné.

Au niveau de chaque arbre, les fruits sont observés a hauteur de portée, de 1 a 2,5 métres. Les
pigdres sont comptabilisées pour les quatre orientations (nord, sud, est et ouest). Cet examen
est pratiqué sur trois fruits infestés, non chutés, par orientation, pour chacun des arbres ; un
total de douze fruits non chutés par arbre est échantillonné. Ceux trouvés par terre ont été
aussi comptabilisés. Des fruits chutés sont mis dans des sachets et transportés au laboratoire
pour étre mis en élevage.

Des tests statistiques ANOVA | et ANOVA Il ont été réalisés pour comparer 1’effet des
parametres étudiés a savoir I’effet de la date, I’effet de I’orientation et de la région d’étude ;
aussi un test de corrélation entre le nombre des piqures et le nombre des fruits chutés par arbre
a été utilisé pour connaitre la nature de corrélation entre ces deux parametres. Pour cette étude
statistique nous avons utilisé le logiciel Genstate.

3. Mise en élevage

Pour estimer le taux d’infestation au sein de notre verger comportant des oranges Citrus
sinensis var. Washington navel nous nous sommes limités a 1’étude des fruits chutés
puisqu’ils ont perdu leur valeur marchande. La méthode d’¢élevage au laboratoire est simple,
elle consiste a mettre des oranges dans des cuvettes contenant du sable (Figure 27A) pour
permettre ’enfouissement des nymphes et des larves issues de ces fruits. Une €ponge

mouillée assure I’hygrométrie nécessaire au développement des différents stades de I’insecte.
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Ces fruits sont préalablement observés pour dénombrer le total des larves qui vont nous
informer sur les taux de mortalité larvaire et pupal, ainsi que sur les taux d’infestation relatifs
a ces stades. On peut estimer les taux d’infestation a partir des trous de ponte, des larves, ou
larves plus pupes plus trous de sortie, représentant le total des larves.

Chaque cuvette est recouverte de tulle pour éviter toute perturbation externe et empécher les
futurs imagos de s’envoler ; I’émergence de ces derniers est contrélée quotidiennement pour
les dénombrer et les nourrir par une substance sucrée (miel industriel + eau) afin de les
maintenir en vie dans des bocaux un maximum de temps, et d’estimer leur longévité¢ aux
conditions de laboratoire (Figure 27B).

MBS m

Figure 27 : Matériel d’élevage au laboratoire

4. Etude statistique
4.1. Coefficient de corrélation linéaire

Pour savoir s’il existe une liaison entre les larves et les adultes, les larves et les pupes et les
pupes et les adultes, nous avons calculé les coefficients de corrélation linéaire, deux a deux.

Principe : pour établir une relation d’indépendance X et Y, il suffit de calculer le coefficient
de corrélation.

Si le F ops> F m, la corrélation entre les deux variables est jugée significative ; il existe alors
une dépendance statistique entre elles.

4.2. Droite de régression

S’il existe une corrélation significative entre les variables X et Y, on peut établir une droite de
régression. Elle permet d’estimer des valeurs de Y connaissant certaines valeurs de X. Ce qui
nous permet de prédire I’évolution ou I’effectif de 1’un des stades en connaissant ceux de

I’autre, si r? est positif. L’étude statistique est réalisée a ’aide du logiciel Genstate.
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Partie 111 : Etude biochimique

1. Echantillonnage

Le choix de I’échantillonnage aléatoire a ¢été choisi pour effectuer les prélévements des fruits
d’orange Citrus sinensis L. de la variété Washington navel au niveau de la station de Hennaya
en fin Janvier des années 2013 et 2014. Trois arbres ont été choisis pour 1’échantillonnage des

fruits. Les prélevements ont été répartis en trois lots différents

> Premier lot : lot de fruits sains, des fruits qui ne sont pas attaqués par la cératite
(FS);

» Deuxieme lot : lot de fruits attaqués par des piqures stériles avec absence des
ceufs (FM’);

» Troisieme lot : lot de fruits attaqués par des piqures fertiles avec présence des
ceufs (FM).

L’objectif de notre travail est d'étudier la différence quantitative de la production des

métabolites secondaires entre les trois lots étudiés.
2. Préparation des échantillons

Les fruits ont été soigneusement lavés sous l'eau courante du robinet et secoués. L’écorce de
quelques fruits de chaque lot a été soigneusement enlevé avec un éplucheur manuel et coupé
en petits morceaux puis sechés dans un four a 40 ° C pendant une semaine selon la technique
décrite par Ma et al. (2009). Les échantillons ont été broyés en poudre fine dans un broyeur a
café et stockés dans des récipients hermétiques, scellés, étiquetés et stockés a l'abri de la

lumiére a une température de 4° C pour une utilisation ultérieure.
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3. Plan de travail au laboratoire

Pour cette étude phytochimique nous avons réalisé le plan suivant (Fig.28)

» Détermination de la matiere seche » Tests phytochimiques
» Extraction des polyphénols » Dosage des polyphénols totaux
» Calcul de rendement » Dosage des flavonoides

» Dosage des tanins condenses

= &
&

Activité biologique Identification
» Pouvoir antioxydant » UHPLC
(DPPH) > GC-MS

> Activité insecticide

Figure 28 : Protocole de travail
4. Détermination du taux de la matiére séche
Principe :

On procede a une dessiccation de 1’échantillon a analyser dans une étuve a une température de
100°C a 105°C sous la pression atmosphérique jusqu’a obtention d’une masse pratiquement
constante. Pour éviter tous reprise d’humidité, il convient d’opérer dans des vases de tare,
placés dans un dessiccateur (AOAC, 1990).

Mode d’opératoire :

R/

«» Sécher a I’étuve les vases de tare pendant 30min a 100°C ;
+ laisser refroidir dans un dessiccateur durant 20 a 30 min puis peser les vases de

tare avec les couvercles, c’est P1 ;
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% mettre dans chaque vase 2g d’échantillon moulu, fermer les couvercles et peser, c’est
P2;

placer les vases qui contiennent 1’échantillon dans 1’étuve pendant 3h a 105°C ;

7/
X4

L)

7/
°

laisser refroidir dans le dessiccateur pendant 15min et peser c’est P3 ;

7
L X4

remettre les vases dans I’étuve durant 1h et peser comme précédemment ;

R/
A X4

la différence entre deux pesées doit Etre inférieure & 2 mg sinon 1’opération est

renouvelée jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Le taux d’humidité (%) d’un échantillon de matériel végétal est donné par la formule
suivante :

Taux d’humidité % = ((P3-P2) / (P1-P2)) * 100
Dont :

P1 : masse en gramme du vase de tare
P2 : masse en gramme de la prise d’essai avant séchage

P3 : masse en gramme de la prise d’essai apres séchage

A partir de la teneur en humidité on peut déterminer le taux de matiere seche qui est donné
par la formule suivante :

Taux de matiere séche % = 100 — Taux d’humidité %

5. Extraction

Cing grammes de poudre sechée ont été extraits avec 50 ml de méthanol-eau (800: 200, v / v)
a température ambiante, pendant 22 h sous agitation. Ensuite, I'extrait a été filtré en utilisant
du papier Whatman N° 1 ; le résidu a été repris avec 50 ml d'acétone-eau (700: 300, v / v).
Les volumes des deux filtrats obtenus ont été mélangés puis centrifugés a l'extrait organique
aqueux obtenu, concentrés sous 3060 xg pendant 5 min. L'extrait organique aqueux obtenu a
été concentré sous évaporateur rotatif sous vide (40° C), jusqu'a évaporation compléte du
solvant organique, puis reconstitué dans du methanol pur. Le volume final a été de 3 ml, puis
stocké a 4° C dans l'obscurité jusqu'a utilisation (Lagha Benamrouche et Madani, 2013)
(Fig. 29).
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Figure 29 : Etapes de 1’extraction (lagha Benamrouche et Madani, 2013)

6. Calcul des rendements en extrait secs

On a determiné le rendement (Rdt) des fruits en extrait sec en calculant le rapport suivant :
Rdt% = (P1-P2/P3) *100 dont :

P1 : poids du ballon aprés évaporation ;
P2 : poids du ballon vide ;
P3 : poids de la matiere végétale seche de départ.

Les extraits secs ont été repris dans quelques millilitres de méthanol pour le dosage des
différents composés phénoliques, pour 1’analyse par UHPLC et GC-MS et aussi pour évaluer

I’activité antioxydante, ainsi que 1’activité insecticide.

7. Analyses phytochimiques

Dans le but de connaitre la composition chimique globale de I’écorce de Citrus sinensis, il est
nécessaire d’effectuer des analyses phytochimiques des différents extraits préparés afin de

mettre en évidence la présence ou I’absence de certains constituants chimiques.
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7.1.Tanins

A 2ml de DP’extrait, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeCls a 1% apres quelques
minutes d’incubation, un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue ou verte
foncee (Trease et Evans, 1987).

7.2.Flavonoides

Traiter 5ml de D’extrait avec quelques gouttes de HCL concentré. Ajouter quelques
milligrammes de tournure de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par
I’apparition d’une couleur rose ou rouge.

7.3. Terpenoides

A 5ml de notre extrait, on ajoute 2ml de chloroforme et 3ml de H2SO4 concentré. La présence
des terpenoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron en
interphase.

7.4. Saponosides : réaction de Libermann-Burchard

A 5 ml de I’extrait, on ajoute 5ml d’anhydre acétique, plus 20 gouttes d’H2SO4 concentré. Les
stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert.

7.5. Coumarines

Solubiliser quelques milligrammes de 1’extrait dans 2ml d’eau chaude. La solution obtenue est
divisée en deux parties égales dont :

¢+ La premiéere représente un témoin ;
¢ La deuxieme est traitée avec 0,5ml de NH4sOH a10% ;

L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et 1’apparition d’une fluorescence intense
révele la présence de coumarines.

7.6. Alcaloides

A 0,2ml de I’extrait, on ajoute Sml d’HCL a 1%, aprés incubation au bain-marie, on divise
I’extrait obtenu en deux parties. On ajoute a 1’un le réactif de Mayer et a I’autre le réactif de
Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides
(Sofowara, 1993).
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8. Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits
8.1. Polyphénols totaux

Le réactif utiliseé est le Folin-Ciocalteu qui est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et I’acide phosphmolybdique (HsPM012040). Il est réduit lors
de I'oxydation des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et molybdeéne. La
coloration produite dans I’absorption maximum est comprise entre 700 et 760 nm, elle est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

Les polyphénols totaux ont été dosés par colorimétrie avec le réactif de Folin-Ciocalteu selon
la méthode décrite par Singleton et al. (1999). 100 pL de chaque échantillon d'extrait ou
acide gallique ont été mélangés avec 2000 pL de solution de carbonate de sodium a 2%
fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Apres 5min, 100 pL de réactif Folin-
Ciocalteu (1N) ont été ajoutés. Le mélange a été laissé reposer pendant 30 minutes et les
polyphénols ont été déterminés contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV-VIS a
700 nm.

Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme controle positif a différentes concentrations initiales (0,05 ;
0,1;0,2;0,3;0,4;0,5; 0,6 mg/ml). Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont alors
exprimées en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiere végétale seche
(mg EAG/g MS).

8.2. Flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé en utilisant une méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium AICl3 et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le
visible a 510nm.

La teneur totale en flavonoides a été déterminée a lI'aide d'un dosage colorimétrique (Trabelsi
et al., 2010). Une aliquote (250 uL) d'échantillon dilué ou de solution étalon de catéchine a
été ajoutée a 75 puL de solution de NaNO2 (7%) et mélangée pendant 6 min avant d'ajouter
150 uL d'AICI3 (10%). Apres 5 min, 500 pL de solution de NaOH (1 M) ont été ajoutés. Le
volume final a été ajusté a 2,5 ml, soigneusement mélangeé, et lI'absorbance du mélange a été
déterminée a 510 nm.
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Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les méme conditions opératoire en
utilisant la catéchine comme controle positif a différentes concentration (0 ; 0,05;0,1; 0,2;
0,3 ; 0,4 mg/ml). La teneur totale en flavonoides a éte exprimée en mg d'équivalent catéchine
par gramme de poids sec (mg EC/.g MS).

8.3.Tanins condensés

La teneur en tanins a été mesurée en utilisant le test colorimétrique décrit par Sun et al.,
(1998). Brievement, 50 uL de solution d'extrait ont été mélangés avec 3000 pL d'une solution
de vanilline-méthanol a 4% et 1,5 ml d'acide chlorhydrique concentré. Le mélange a été laissé
au repos pendant 15 minutes. L'absorbance a été lue a 510 nm contre le blanc (mélange sans
échantillon). La teneur en tanins a été exprimée en mg d'équivalent catéchine (CE) par
gramme de poids sec (mg EC/g MS),

Une courbe d’étalonnage a été réalisé en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations (0 ; 0,05; 0,1; 0,2;
0,3;0,4;0,5; 0,6 mg/ml).

9. Tests statistiques

Les données ont été analysées par ANOVA a un facteur avec le test de différence la moins
significative (LSD) de Tukey. Les moyennes et les écarts-types des données ont été calculés ;
pour chaque analyse, un niveau de signification de 5% a été supposé. Toutes les analyses
statistiques ont été effectuées avec Statgraphics 5.1 (Statpoint Technologies Inc., USA).

10. Détermination qualitative des composées phénoliques par UHPLC
10.1. Préparation des échantillons

Une extraction liquide-liquide pour I’extrait brut a été effectuée en mélangeant ce dernier avec
le méme volume de 1’acétate d’éthyle et de I’eau distillée dans une ampoule a décanter
(I’opération a été répétée trois fois). Apres agitation et décantation, la phase d’acétate d’éthyle
a été récupérée puis séchée par un évaporateur rotatif sous pression réduite a 40°C et les
résidus secs de différents échantillons ont été repris par 1 ml d’acétonitrile a 10%.
La phase aqueuse a été utilisée pour la solubilité différentielle des protéines. Comme chaque
protéine est plus ou moins soluble en solution selon sa composition, on peut en séparer
plusieurs en fonction de leur tendance a précipiter plus ou moins vite quand on change la
force ionique de la solution qui les contient. Pour cela nous avons utilisé le sulfate
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d'ammonium (NH4)2SO4. Sa solubilisation n'affecte pas la température de la solution, il ne
dénature pas les protéines et ne colte pas cher.

Les deux préparations (phase AE et Aqueuse) ont été analysees par la suite par Ultra
chromatographie en phase liquide a haute performance (UHPLC).

10.2. Analyse par UHPLC

L’analyse HPLC des deux phases de différents échantillons a été réalisée par une UHPLC
couplée a une détecteur Diod Array detector (DAD 3000 RS et MWD 3400 RS), ainsi une
détection de fluorescence (FLD 3100 RS et FLD 3400 RS) (Ultimate 3000) en utilisant une
column C18 (5um 4,6*250 mm). C/N5020- 03946, S/N 3FF37044 GL sciences Lnc. Japan)
column compartements. (TCC 3000 SD et TCC 3000 RS) équipée d’un autoinjecteur (WPS
3000 SL et WPS 3000 RS), une pompe (SRD 3* 00), on a opté pour un débit de 1ml/ min et
une température fixé a 25 °C avec un volume d’injection de 10ul. Les longueurs d’ondes ont
été fixées a 280, 300 470 et 594 nm.

La phase mobile était constituée de deux solvants : I’eau bi-distillée et I’acétonurile avec un
graduant (90 / 40) en respectant les étapes suivantes : Etape 1: 10% d’ACN pendant 2min ;
Etape 2 : de 10% a 90% d’ACN pendant 40 min ; Etape 3 : de 90% 0 95% d’ACN pendant
1min ; Etape 4 : 95% d’ACN pendant 5min ; Etape 5 de 95% a 10% pendant 1min ; Etape 6 :
10% d’ACN pendant 3min.

10.3.Analyse par GC MS

Les extraits de la phase d’acétate d’éthyle ont été analysés par chromatographie en phase
gazeuse (Agilent: GC 7890B). Systeme de chromatographie en phase gazeuse (GC) a piége a
ions MS 240, équipé d'un détecteur MS et d'une colonne capillaire HP-5MS (30 m x 250 um,
0,25 um d’épaisseur de film). La température de l'injecteur a été réglée a 280°C et la
température du four a GC a été programmée a 40°C pendant 2 min, puis une pente a 50° C
jusqu'a 250° C a été maintenue pendant 20 min. L'analyse a été effectuée dans un mode de
balayage complet pendant 60 minutes. L'hélium était le gaz porteur a un débit de ImLmin™,
luL d'échantillons a été injecté avec le mode de division et la gamme d'ionisation de 50 a
1000 mV.

11. Estimation des activités biologiques
11.1.Activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui, lorsqu’elles sont présentes a faibles concentrations
par rapport aux substrats oxydables, retardent ou stoppent le processus d’oxydation. La
capacité antioxydante de molécules peut étre évaluée soit in vivo, sur des organismes vivants,
soit in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénomene physiologique. Pour évaluer le
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pouvoir antioxydant in vitro des extraits naturels, différentes méthodes ont été développées.
Dans notre travail, nous avons opté pour celle du piégeage du radical DPPH" (2,2 diphényl-1-
picrylhdrasyl) & une température ambiante, le radical DPPH" présente en solution alcoolique,
une intense coloration violette qui disparait au contact d’une substance donneuse de protons
(Fig. 30). Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa

capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de I’absorbance a 517nm
(Masuda et al., 1999).

+ Antioxydant-OH : ,’ + Antioxydant.0*

o NH
ON. . J NQ, ON I N
’ N L . .):\ . IO:

DPPH (violet) DPPHH (aune)

Figure 30 : Forme réduite du radical DPPH”

La méthode de piégeage du radical libre DPPH" a été choisie car ¢’est I'une des méthodes les
plus simples, les plus rapides et les plus efficaces a cause de la grande stabilité du radical
(Bozin et al., 2008).

L’activité antioxydante des extraits est mesurée en terme de donneur d’hydrogéne ou la
capacité de piégeage, 4 I’aide de radical stable DPPH (2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl)
(Brand-Williams et al., 1995).

En présence d’un donneur d’hydrogéne, le DPPH™ est réduit a la forme non radicalaire de
couleur jaune pale (forme hydrazine). Ce changement de couleur est accompagné d’une

diminution de I’absorbance (DO) qui peut s’exprimer par pourcentage de réduction de
DPPH".

Conventionnellement, une grande capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres est
considérée comme une grande activité antioxydante (Lee et al., 2004).

Un volume de 30 pL de différentes concentrations de chaque extrait (62,5 ; 125 ; 250 ; 500 ;

750 et 1000 pg / ml) a été ajouté a un volume égal (3ml), d’une solution méthanolique de

DPPH" (0,2 mM) fraichement préparée. Aprés 30 min d’incubation 4 I’obscurité & une
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température ambiante, I'absorbance a été enregistrée a 517 nm et comparée a un standard
(quercetine). Le pourcentage d'activité de piégeage a été calculé comme le rapport de

I'absorption de I'échantillon réactif au contrdle (solution de DPPH” 0,1 mM sans extrait).

Pour chaque dilution, on prépare un blanc pour calibrer I’appareil, il est constitué¢ de 3ml de
MEOH additionné a 30ul de la solution de 1’échantillon.

On prépare un controle négatif par 1’addition de 4 ml de solution de DPPH™ & 30uL de
méthanol.

La quercétine a été utilisée comme contrdle positif dont ’absorbance est mesurée dans les

mémes conditions opératoires que celles de 1’échantillon.

L'activité de piégeage radicalaire a été exprimée en pourcentage d'inhibition et a été calculée
en utilisant la formule suivante :

Pourcentage d’Inhibition = ((AC(0) — AC(t)) / AC(0))*100
Dont :

AC(0) : I’absorbance du contrdle négatif a t = 0 min

AC(t) : ’absorbance de I’antioxydant aprés incubation a t

A partir de la variation du pourcentage d’inhibition de DPPH" en fonction de la concentration
de I’extrait phénolique, nous pourrons déterminer graphiquement « 1C50 » (noté aussi EC50 :
efficient concentration), nécessaire pour réduire ou inhiber 50% du DPPH™. La valeur d’IC50
la plus faible représente la plus grande activité de piégeage (Brand-williams et al., 1995).

Il a été suggéré que I’inverse d’IC50 nommé le pouvoir anti-radicalaire (ARP : Anti-radical
Power) indique clairement et directement le potentiel de piégeage des radicaux.

ARP =1/1C50 (Brand-williams et al., 1995).

11.2. Activité insecticide

Les tests de bio-essais ont été réalisés au Centre National des Sciences et Technologie
Nucléaire (CNSTN) en Tunisie. La souche de Ceratitis capitata utilisée est celle dénommée
Vienna 8. C’est une souche a sexage génétique qui a été développée dans le but de séparer les
sexes afin de faciliter la manipulation des individus dans le laboratoire et de ne lacher que des
males stériles dans les vergers.
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La souche est élevée dans le laboratoire de la mouche stérile CNSTN (Tunisie) dans un milieu
de culture dont 100 Kg sont composés de : 28% de son de blé, 7% de levure, 14% de sucre,
1,7 L de HCL, 200g benzoate de sodium et 50% d’eau); dans des conditions
environnementales standard (25 + 2 ° C, 60 £5 % RH, dans I'obscurité). Elle a été utilisée
pour faire des bio-essais par les différents extraits bruts effectués sur les stades larvaires L1 et
L2 ainsi que les adultes.

Figure 31 : Pupes des souches a déterminisme sexuel a : pupe méle ; b : pupe femelle (Franz
et Kerremans, 1993)

11.2.1. Bio-essais contre les adultes

Des cohortes de 10 adultes dont 5 males et 5 femelles agés de 24 heures ont été placés dans
des récipients en plastique (Fig. 32) contenant une alimentation artificielle (levure, sucre) et 5
ml d’eau préalablement mélangés avec des concentrations de 20 ; 30 et 40 mg/ml d’extrait
brut.

Figure 32 : Bio-essais contre les adultes
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11.2.2. Bio-essais contre les larves des deux stades L1 et L2

Des cohortes de 10 larves L1 et L2 agées d’un jour ont ét¢ mises en élevage dans des
récipients en plastique contenant une alimentation artificielle préalablement mélangée avec
des concentrations de 20 ; 30 et 40 mg/ml d’extrait brut (Fig. 33).

Figure 33 : Bio-essais contre les larves L1 et L2

11.3. Calcul des taux d’émergence

Les pupes issues des larves L1 et L2 traitées par les extraits ont été comptées et mises dans
des récipients en présence d’une alimentation et de I’eau pour dénombrer les adultes qui en
ont émergés (Fig. 34).

-..—N;“

Figure 34 : pupes issues des larves traitées
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11.4. Test d’éclosion

Ce test consiste a récolter les ceufs pondus par les femelles émergées a partir des pupes issues
des larves traitées par les extraits (Fig. 35) et cela chaque 24 heures pendant trois jours
successifs.

g

’&

Figure 35 : ponte des ceufs

Les ceufs récoltés chaque 24 heures ont été aligné, nous les avons comptés puis conserves a
une température de 24 a 25°C pendant 3 jours, temps nécessaire pour 1’éclosion. Par la suite,
nous avons compté les ceufs non éclos pour faire la différence et calculer le taux d’éclosion
(Figures 36 a 40).

Figure 36 : ceufs avant alignement Figure 37 : ceufs apres alignement

Figure 38 : ceufs avant éclosion Figure 39 : ceufs aprés éclosion
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Figure 40 : larves au troisiéme jour apres éclosion des ceufs

Pour ces bio-essais, on s’est intéressé au taux de mortalité des larves et des adultes, le poids

et le taux d’émergence des pupes.
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RESULTATS ET DISCUSSION

PARTIE | : RESULTATS ET INTERPRETATION

1. Etude entomologique

L’estimation des taux d’infestation a ¢€té faite a partir des nombres de trous de ponte et ceux
des fruits chutés. Des élevages ont été menés au laboratoire a partir des fruits chutés, ramassés
sous les arbres échantillonnés. Ces élevages avaient pour but de connaitre le cycle biologique
de la mouche ; a savoir les durées des développements larvaire et nymphal ; les taux de
mortalité ; le sex-ratio et enfin d’estimer la longévité des adultes ainsi obtenus dans les
condition de laboratoire.

1.1. Etude de I’infestation en fonction des trous de ponte

Les taux d’infestation des fruits ont été estimés a partir des nombres des trous de ponte,
comptabilisés sur trois fruits d’orange de chaque orientation (nord, sud, est et ouest) durant
trois années successives 2011, 2012 et 2013.

1.1.1. Etude statistique a un seul facteur

v’ Effet de la date

w

moyenne de piqures
par fruit
- N

2011 2012 2013
Années

Figure 41 : Moyennes des trous de ponte par orange selon I’année

L’analyse de variance a un facteur ANOVA I a montré que les infestations variaient d’une

manicre hautement significative d’une année a une autre avec P < 0.001.
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v' Effet de ’orientation

c
| I

b
Nord Est Ouest Sud

O P N W b 01O

moyenne de piqures par
fruit

Orientations

Figure 42 : Moyennes des trous de ponte par orange selon 1’orientation

Les résultats obtenus ont montré que 1’orientation influence grandement les attaques de la
cératite, la partie sud présentait la moyenne la plus élevée de trous de ponte (5,86 *
0,08) suivie par les orientations ouest, nord et est ; ce qui a été confirmé par les analyses de
variance avec P < 0.001 (Fig.42) ; cela serait di a la durée de 1’exposition des fruits au soleil,
ce qui rend leur zest plus mou, donc facile a étre piqué par la cératite, dans la partie sud plus
que dans les autres orientations.

v/ Effet de la station : Remchi (124m d’altitude) Hennaya (429m)

45
4 a
35
3
2,5
2
15
1
0,5
0

moyenne de piqures par
fruit

Remchi Hennaya
Stations

Figure 43 : Moyennes des trous de ponte par orange selon les stations

Les analyses de variance ont montré que les infestations variaient d’une maniére hautement
significative d’une station a une autre avec P < 0.001. On a enregistré une moyenne du
nombre de piqures pour la région de Remchi de 3,77 £ 0,05 alors qu’elle était de 3, 29 + 0,04
pour la région de Hennaya, cela revient peut étre au microclimat car la région de Remchi est

un peu plus chaude que celle de Hennaya ainsi qu’au travail du sol au niveau de la station de

~61 ~



RESULTATS ET DISCUSSION

Hennaya. En effet, le labourage est une technique trés utilisée pour détruire les pupes des
insectes phytophages qui se trouvent dans le sol, les empéchant ainsi de donner de nouvelles
générations.

v' Effet de Parbre

L’étude de la variation de nombre de piqures par arbre a prouvé qu’il y avait une variation
significative d’un arbre a un autre avec p =0,003 et des moyennes qui variaient de 6,08 a
27,58 pour la région de Remchi et entre 2, 34 et 23,56 pour p = 0,008 pour la région de
Hennaya (Fig. 44 et 45).

Les arbres

-1
- 002
— 013

saunbid s3p a1quiou 37

Figure 44 : Variation du nombre de pigQres par arbre selon les années dans la station de
Remchi
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Figure 45 :
Hennaya

L’étude de I’interaction années-orientations a montré une différence hautement significative
d’une orientation a une autre et d’une année a une autre avec un P < 0.001. Nous avons
enregistré la moyenne la plus élevée de 7,03 £ 0,12 pour le sud en 2013 suivie par une
moyenne de 5,9 £ 0,13 pour I’année 2012, tandis que la moyenne la plus faible de 1,26 +
0,04 a été enregistrée en 2012 pour I’orientation est. D’autre part, nous avons obtenu une des
résultats similaires pour les orientations nord et est en 2011 avec les moyennes 3 + 0,13 et
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Variation de nombre de piqlres par arbre selon les années dans la station de

1.1.2. Etude statistique a deux facteurs
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2,78 £0,11 respectivement, ainsi qu’une autre similitude entre les années 2011 et 2013 pour
les orientations nord et ouest (Tableau 6).

Tableau 6 : Etude de I’interaction Orientations-Années

2011 2012 2013

Sud 4,66 +0,14% 5,9 + 0,138 7,03 +0,12°®
Nord 3+0,13% 1,85 + 0,064 2,87 + 0,07
Est 2,78 +0,11%A 1,26 + 0,04°C 1,63 £ 0,04°C
Ouest 3,56 + 0,12%C 4,08 + 0,09°° 3,73 + 0,09%°

*Chaque point de donnée représente la moyenne M + SE. Chaque donnée avec la méme lettre est non
pas significativement différente (p>0,05). Les lettres en majuscule indiquent des différences
statistiquement significatives entre les différentes ORIENTATIONS de la méme ANNEE. Les petites lettres
indiquent des différences statistiquement significatives entre différentes ANNEES pour la méme
ORIENTATION

L’analyse de variance a montré qu’il existait également une différence significative entre
2011 et 2012 pour la région de Remchi (P < 0.001) et une similitude entre la moyenne du
nombre de piqures pour les années 2012 et 2013. Tandis que la différence est hautement
significative d’une année a une autre pour la région de Hennaya avec P < 0.001, nous avons
noté une augmentation des moyennes du nombre de piqures d’une année a une autre (Tab. 7).

Tableau 7 : Etude de I’interaction stations-années

2011 2012 2013
Remchi 4,3+0,10%A 3,4+0,07°A 3,62+ 0,074
Hennaya 271+0,0728 3,15+ 0,07P8 4 +0,07°®

*Chaque point de donnée représente la moyenne M + SE. Chaque donnée avec la méme lettre est non pas
significativement différente (p>0,05). Les lettres en majuscule indiquent des différences statistiquement
significatives entre les différentes REGIONS pour la méme ANNEE. Les petites lettres indiquent des
différences statistiquement significatives entre différentes ANNEES pour la méme REGION.

L’analyse de variance a deux facteurs a montré qu’il y avait aussi une différence hautement
significative d’une région a une autre pour les trois années d’étude, nous avons enregistré les
moyennes les plus élevées en 2011 et 2012 pour la région de Remchi qui sont
respectivement : 4,3 + 0,1 et 3,4 + 0,07, alors que la moyenne la plus élevée pour 1’année
2013 a été enregistrée pour la région de Hennaya 4 + 0,07 (Tableau 8).
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Tableau 8 : Etude de I’interaction stations - orientations

Nord Sud Est Ouest
Remchi 3,21+ 0,104 594 + 0,114 2,45 + 0,08°A 3,65 + 0,099
Hennaya 1,95 + 0,0528 579+ 0,118 1,34 + 0,03°B 3,92 + 0,089

*Chaque point de donnée représente la moyenne M + SE. Chaque donnée avec la méme lettre est non pas
significativement différente (p>0,05). Les lettres en majuscule indiquent des différences statistiquement
significatives entre les différentes REGIONS et la méme ORIENTATION. Les petites lettres indiquent des
différences statistiquement significatives entre différentes ORIENTATIONS pour la méme REGION.

Le test ANOVA Il a permis de montrer une différence hautement significative avec P< 0.001,
d’une orientation a une autre, pour les deux régions de Remchi et Hennaya pour lesquelles on
a constaté que 1’orientation sud présentait les moyennes les plus élevées 5,94 + 0,11 et 5,79 +

0,11 respectivement, suivies par 1’orientation ouest pour les deux régions.

L’analyse de variance a montré qu’il existait aussi une différence significative (P< 0.001)
entre les deux régions pour les autres orientations, ou les moyennes les plus élevées pour le

nord et I’est ont été enregistrées & Remchi et a 1’orientation ouest pour Hennaya.

L’analyse de variance a montré que l’interaction des trois facteurs étudiés présentait une
différence hautement significative avec P < 0.001.

1.2. Etude de ’infestation en fonction des fruits chutés

Les taux d’infestation des fruits ont été estimés aussi a partir du nombre de fruits chutés,
comptabilisés pour les quatre orientations, durant trois années successives (2011, 2012 et
2013).

1.2.1. Etude statistique a un seul facteur
v’ Effet de la date
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Figure 46 : Moyennes des fruits chutés selon 1’année
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L’analyse de variance ANOVA I a montré que les infestations variaient d’une maniére

hautement significative d’une année a une autre avec P < 0.001.

v' Effet de I’orientation

chutés
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C
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moyennes de fruits
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Figure 47 : Moyennes des fruits chutés selon I’orientation

Les résultats obtenus ont montré que 1’orientation influencait grandement les attaques de la
ceratite ; d’apres la figure 47, la partie sud a présenté la moyenne la plus élevée (5,25 + 0,08)
de fruits chutés ; ce qui est confirmé par les analyses de variance avec P < 0.001.

v’ Effet de la station
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Figure 48 : Moyennes des fruits chutés selon la station

Les analyses de variance ont montré que les infestations variaient d’une maniere hautement
significative d’une station a une autre avec P < 0.001, nous avons enregistré une moyenne de
fruits chutés de 2,5 + 0,06 pour la région de Hennaya alors qu’elle était de 2,8 £ 0,07 pour la
région de Remchi.
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v’ effet de ’arbre

Les figures 49 et 50 ont montré une variation trés importante des moyennes des fruits chutés
selon les arbres échantillonnés durant les trois années d’étude, aussi bien pour les vergers de
Hennaya que pour ceux de Remchi, ces variations sont hautement significatives avec P <
0.001.
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Figure 49 : Variation du nombre de fruits chutés selon les années dans la station de Remchi
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Figure 50 : Variation de nombre de fruits chutés dans la station de Hennaya

Pour les deux régions, on remarque que le nombre de fruits chutés a varié de la méme maniere
que le nombre de piqlres ; on peut dire qu’il existe une corrélation positive entre ces deux
facteurs étudiés (Tableau 9).

Tableau 9 : Coefficient de corrélation entre le nombre de piqures et les fruits chutés (R)

2011 2012 2013
Remchi 0,510 0,589 0,681
Hennaya 0,562 0,550 0,573
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1.2.2. Etude statistique a deux facteurs

Tableau 10 : Etude de I’interaction orientations - années

2011 2012 2013

Sud 3,93 +0,19% 5,46 + 0,21°8 6,35 + 0,21°8
Nord 1,31 + 0,092 1,12 + 0,074 1,17 + 0,073
Est 1,4 + 0,092 1,41 + 0,074 1,44 + 0,072
Ouest 2,15 +0,113¢ 2,86 + 0,13 3,23 £ 0,14

*Chaque point de donnée représente la moyenne M £ SE. Chaque donnée avec la méme lettre est non pas
significativement différente (p>0,05). Les lettres en majuscule indiquent des différences statistiquement
significatives entre les différentes ORIENTATIONS et la méme ANNEE. Les petites lettres indiquent des
différences statistiquement significatives entre différentes ANNEES pour la méme ORIENTATION

Les résultats obtenus ont montré que 1’orientation influengait grandement les attaques de la
cératite. D’aprés le tableau 10, les analyses de variance ont montré que les infestations
variaient d’une maniére hautement significative d’une année a une autre avec P < 0.001, pour
les orientations sud et ouest, nous avons constaté une augmentation des moyennes du nombre
de fruits chutés d’une année a une autre, alors que nous avons enregistré une similitude de
moyennes pour le nord et I’est.

Pour les trois années d’étude, nous avons constaté une différence entre les orientations ce qui
a été confirmé par I’analyse ANOVA 1 ; durant les trois années, I’orientation sud a présenté

les moyennes les plus élevées suivies par I’ouest.

L’analyse de variance a montré que pour chaque année d’étude, il existait une différence
significative d’une orientation a une autre avec P < 0.001. Les moyennes de chaque
orientation peuvent €tre classées dans un groupe isolé, I’orientation sud ayant présenté les
moyennes les plus élevees durant les trois années.

Tableau 11 : étude de I’interaction stations - années

2011 2012 2013
Remchi 2,01 +0,09% 2,73 £ 0,124 2,76 + 0,124
Hennaya 2,38 £0,11%® 2,61+0,11°8 3,32+0,12°®

*Chaque point de donnée représente la moyenne M + SE. Chaque donnée avec la méme lettre est non pas
significativement différente (p>0,05). Les lettres en majuscule indiquent des différences statistiquement
significatives entre les différentes ORIENTATIONS pour la méme ANNEE. Les petites lettres indiquent des
différences statistiquement significatives entre différentes ANNEES pour la méme ORIENTATION
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Pour les deux régions, d’une année a une autre, on remarque une augmentation de la moyenne
des fruits chutés pour les trois années d’étude. L’analyse de ’ANOVA 1 a montré qu’il
existait une différence significative entre les deux régions.

L’analyse de variance a montré qu’il y avait aussi une différence significative d’'une année a
une autre pour les deux régions (P < 0.001), avec une similitude entre la moyenne de piqures
pour les années 2012 et 2013 pour la région de Remchi et des résultats similaires enregistrées
entre 2011 et 2013 pour celle de Hennaya.

Tableau 12 : Etude de I’interaction stations - orientations

Nord Sud Est Ouest
Remchi 1,25 + 0,073 4,71+ 0,17°A 1,5+0,0734 2,54 + 0,114
Hennaya 1,16 + 0,063 577 +0,17°8 1,33 + 0,06%° 2,95+ 0,10B

*Chaque point de donnée représente la moyenne M + SE. Chaque donnée avec la méme lettre est non pas
significativement différente (p>0,05). Les lettres en majuscule indiquent des différences statistiquement
significatives entre les différentes REGIONS pour la méme ORIENTATION. Les petites lettres indiquent des
différences statistiquement significatives entre différentes ORIENTATIONS pour la méme STATION.

L’analyse de variance a montré qu’il y avait une différence significative (P< 0.001), la région
de Hennaya présentant les moyennes les plus élevées pour les orientations sud et ouest tandis
qu’il y avait une similitude des moyennes pour les orientations nord et est pour les deux
régions (Tab. 12).

Pour les deux régions d’étude, nous avons enregistré les moyennes les plus élevées dans la
partie sud, suivies par la partie ouest ou la différence est hautement significative avec P<
0.001

Le test ANOVA II nous a permis d’enregistrer une différence hautement significative pour
P < 0.001, d’une orientation a une autre pour les deux régions de Remchi et Hennaya, pour
lesquelles on a constaté que 1’orientation sud présentait les moyennes les plus élevées suivie

par I’orientation ouest pour les deux stations.

L’analyse de variance a montré qu’il existait une différence significative (P< 0.001), la
région de Remchi presentant les moyennes les plus élevées pour les orientations nord, est et
ouest tandis qu’il y avait une similitude des moyennes pour I’orientation sud des deux
régions.
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v Etude de la cinétique des infestations

Il existe une variation irréguliére du nombre de trous de ponte et des fruits chutés en fonction

des dates d’échantillonnage.

La cinétique des infestations par date présente un premier pic important (Fig. 51) qui coincide
avec la 3°™ sortie (le début du mois de décembre) et un pic pour les fruits chutés (Fig. 52)
celui qui coincide avec la 5™ sortie (3™ décade du mois de décembre), puis un deuxiéme
pic pour les piqures, moins important a la huitieme sortie correspondant a la troisieme décade
du mois de janvier (Fig. 51); les fruits ne chutant que beaucoup plus tard. Ces pics
correspondent a I’apparition de nouvelles générations de C. capitata ; nous pouvons donc en

déduire que ce ravageur présente deux générations durant cette période d’étude.
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Figure 51 : Repartition temporelle (cinétique) de nombre de piqures
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Figure 52 : Répartition temporelle (cinétique) des fruits chutes.
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1.3. Biologie des populations de Ceratitis capitata a partir des élevages menés

au laboratoire

Les élevages nous ont permis de connaitre la durée des développements larvaire et nymphal,
leurs mortalités ainsi que la date d’émergence des adultes, leur sex-ratio et leurs longévités
aux conditions de laboratoire.

1.3.1. Mortalité larvaire

Durant la période d’élevage, les pupes obtenues a partir des larves contenues dans les oranges
chutées représentaient 78,3 % ; donc la mortalité larvaire était de 21,7 % (Fig. 53).

Dans les fruits, les larves les plus grosses et les plus actives ont entrainé la mort des larves les
plus jeunes et les plus faibles, cela est di a la compétition intraspécifique (Duyck, 2005).

Taux de mortalité larvaire

@

= Mortalité larvaire = Pupes

Figure 53 : Taux de mortalité larvaire chez Ceratitis capitata a partir des élevages

1.3.2. Développement nymphal

Les élevages menes au laboratoire ont permis de connaitre la durée de la nymphose qui
a varié selon la date de mise en élevage (Fig.54) et d’obtenir de jeunes mouches
(imagos) de Ceratitis capitata. La pupaison a duré 19,98 + 2,23 jours en moyenne.
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Figure 54 : Durées moyennes de pupaison chez Ceratitis capitata a partir des élevages

1.3.3. Mortalité nymphale

Le taux d’émergence des adultes était de 52,27 %, donc la mortalité nymphale chez Ceratitis
capitata estimée a partir des élevages effectués au laboratoire a été de 47,73 % (Fig. 55).

Taux de mortalité nymphale

= Mortalité pupale = Adultes

Figure 55 : Taux de mortalité nymphale chez Ceratitis capitata a partir des eélevages
1.3.4. Sex-ratio

Le sex-ratio permet de connaitre le nombre de méles et de femelles émergés, obtenus lors des

élevages (Fig. 56). Le rapport femelles/males est égal a 1.
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sex-ratio

= Males = Femelles

Figure 56 : Sex-ratio chez Ceratitis capitata a partir des élevages

1.3.5. Longévité

La durée moyenne de vie de Ceratitis capitata aux conditions de laboratoire a été de 14,55 +

6,97 jours en moyenne avec un maximum de 70 jours et un minimum de 06 jours.

La longévité des mouches a varié considérablement selon la date de prélévement des
échantillons (Fig. 57).
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Figure 57 : Longeévité moyenne des adultes de Ceratitis capitata a partir des élevages
1.3.6. Parasitisme

Les élevages effectués a partir des oranges chutées de la variété Washington navel ont

permis de savoir s’il existait un parasite de ce phytophage. Le taux de parasitisme a été
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estimé a partir des émergences obtenues lors des élevages au laboratoire ; ainsi, nous

avons constaté qu’il était nul.
1.4. Relation entre les caracteéres liés a I’infestation

La relation entre les caractéres liés a I’infestation des oranges par Ceratitis capitata a été
analysée par la recherche de corrélations linéaires.

1.4.1. Taux d’émergence des pupes estimé a partir des larves : corrélation
entre les pupes et les larves

L’étude de corrélations linéaires (Fig. 58) a montré qu’il existait une relation significative
entre le nombre de pupes et de larves avec Y=1,092X + 4,451 et R?=87,4% ; ce qui implique
gue nous pouvons prédire le taux de nymphes a partir de celui des larves et inversement.

100
80
8 60 y = 1,0921x + 4,451
c R2=0,874
S 40
20
0
0 20 40 60 80 100

Pupes

Figure 58 : Droite de régression relative a la relation entre les larves et les pupes

1.4.2. Taux d’émergence des adultes estimé a partir des larves

La biologie de Ceratitis capitata dépend du bioclimat dans lequel I’insecte se développe. Aux
conditions de laboratoire dans lesquelles nous avons effectué les élevages, la température était
en moyenne de 25°C.

Selon la date de mise en élevage, les résultats étaient toujours variables, ils semblent liés au
degré de maturité des fruits.

L’¢tude des corrélations linéaires a montré qu’il n’existait pas une relation significative entre
le nombre d’adultes et celui des larves, ce qui a été confirmé par la droite de régression
linéaire (Fig.59) avec R% = 44,75 %, donc on ne peut pas prédire le nombre d’adultes qui vont
émerger a partir du nombre de larves.
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Figure 59 : Droite de régression relative a la relation entre les larves et les adultes

Ce résultat est décevant car si on avait pu estimer le nombre d’adultes d’une population en

connaissant le nombre de larves, cela nous aurait ét¢ utile lors d’un programme de lutte.

1.4.3. Taux d’émergence des adultes a partir des pupes

Les résultats de la droite de régression linéaire (Fig.60) ont montré qu’il n’existait pas une
relation significative entre les nombres de pupes et des adultes obtenus avec : Y= 17,019 +
1,020 X et R?= 48,59%, ce qui ne nous permet pas de prédire le nombre d’adultes a partir du
nombre de pupes.

90 y =1,0207x + 17,019
80 Rz = 0,4859

Pupes

Adultes

Figure 60 : Droite de régression relative a la relation entre les pupes et les adultes
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2. Etude biochimique

2.1. Introduction

Afin de connaitre les métabolites secondaires utilisés par les oranges pour leur défense
allélopathique contre leurs bio-agresseurs, nous avons effectué les différentes analyses
nécessaires dont nous présentons les principaux résultats. Les oranges servant a nos

analyses ont été prélevées sur trois arbres pris d’une maniére aléatoire au niveau du verger
(Fig. 61).

L’extraction par macération est 'une des méthodes les plus utilisées pour la
détermination de la teneur de Citrus sinensis en métabolites secondaires. Pour cela, une
fois finement broyée, la poudre de 1’écorce de Citrus sinensis a subi une extraction par un
mélange méthanol/eau puis acétone/eau. Les extraits obtenus ont été utilisés pour le
dosage des composés phénoliques en employant une spectrophotométrie, une UHPLC,
une identification par GC-MS ainsi que pour 1’évaluation des activités anti-oxydantes et
insecticides contre la cératite.

‘Pigures de la cératite '
. -

Figure 61 : A : Fruit attaqué ; B : Fruit sain (G: 10x40)
2.2. Détermination du taux de matiere seche

L’analyse de variance a montré qu’il existait une différence hautement significative (P
<0.001) en matiére séche entre les trois types des fruits, fruits sains FS, les fruits attaqués par
les piqdres stériles FM’ et ceux attaqués par les piqires fertiles FM. Nous avons enregistré les
moyennes les plus élevées de 37.41 £ 0.67 en 2013 et 37.27 + 0.66 en 2014 pour les FM avec
une légére augmentation des moyennes pour 1’année 2014 par rapport a 2013 ; 1’étude

statistique montre qu’il n’y a pas une différence significative entre les deux années avec (p =
0,56) (Tab. 13).
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Tableau 13 : Taux de matiere seche pour les fruits sains (FS), les fruits attaqués par les
pigQres stériles (FM”) et ceux attaqués par les pigares fertiles (FM)

Matiére séche (%0)

20134 20144
Fruits sains FS 27.35+0.742 26 £ 0.622
Fruits attaqués par des piqures stériles (FM’) 32.4+0.76° 31.68 + 0.87°
Fruits attaqués par des piqures fertiles (FM) 37.41+0.67° 37.27+ 0.66°

*Les petites lettres représentent la différence entre les trois types de fruit (FS, FM’ et FM) pour la méme

année. Les grandes lettres représentent la différence entre les années (2013, 2014)

2.3. Rendement en extraits secs

L’analyse de variance a montré qu’il existait une différence significative (P <0.05) du
rendement en extraits secs entre les trois types de fruits FS, FM’ et FM, pour lesquels nous
avons enregistré la moyenne la plus élevée de 5.619 + 0.242% en 2013 pour les fruits infestés
par les piqures fertiles alors qu’elle est hautement significative (P <0.001) pour 1’année 2014
entre les trois types de fruits. Bien que 1’on ait enregistré une petite élévation des moyennes
pour 1’année 2014 par rapport a 2013, I’étude statistique a montré qu’il n’y avait pas une

différence significative entre les deux années avec (p = 0, 56) (Tab. 14).

Tableau 14 : Rendement en extraits secs chez les fruits sains (FS), les fruits attaqués par les

pigQres stériles (FM”) et ceux attaqués par les pigares fertiles (FM)

Rendement (%)
2013 2014
Fruits sains (FS) 4.648 +0.164** 5032 +0.187*%

Fruits attaqués par des piqures stériles (FM*) 5296 £ 0.123°4 5,614 + 0.077°A

Fruits attaqués par des piqures fertiles (FM) 5.619 + 0.2424 5.890 +0.111%

*Les petites lettres représentent la différence entre les trois types de fruit (FS, FM’ et FM) pour la méme

année. Les grandes lettres représentent la différence entre les années (2013, 2014)
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2.4. Résultats des tests phytochimiques
Tableau 15 : Tests phytochimiques

Tanins  Flavonoide Alcaloides Saponines  Coumarines  Anthocyanine  Terpenoide
s

FS + +++ - - + +
Al FM’ + +++ - + + +
FM + +++ ++ + ++ ++ +++
FS + ++ - + +
A2 FM* + +++ - + ++
FM ++ +++ - - + ++ +++
FS + +++ - - ++ + +
A3 FM’ ++ ++ - + ++ ++ +
FM +++ +++ + + ++ ++ +++

(-) : Test négatif (absence de turbidité, de floculation et de préparation)
(+) : Test faiblement positif (si le réactif présente une Iégere opacite)
(++) : Test positif (si le réactif produit une turbidité et non une floculation)

(+++) : Test fortement positif (si le réactif produit une floculation ou une un précipité lourd).

2.5. Détermination quantitative des métabolites secondaires

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives tres recherchées, ils sont réputés
pour leurs excellentes propriétés biologiques, ainsi ils ont un réle dans la défense des plantes
contre les phyto-pathogénes. Pour ces raisons, des dosages des polyphénols totaux (PPT) et
des flavonoides (FIv) ainsi que des tanins condensés ont été effectués par des méthodes
spectrophotométriques, en utilisant les équations de régressions linéaires des courbes

d’étalonnage.

2.5.1. Teneur en polyphénols totaux

Dans le but de determiner la teneur totale en phénols de nos échantillons, un dosage
biochimique a été effectué au niveau des extraits bruts. Une courbe d’étalonnage a été réalisée
en utilisant 1’acide gallique comme référence (Fig.62). La formule de la régression est de y =
1,4043 X + 0,0352 avec un coefficient de corrélation R? = 0,992
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y = 1,4043x + 0,0352
R2 = 0,9922

0 01 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7
Concentration

Figure 62 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Bien qu’il y ait eu une augmentation de la teneur en polyphénols totaux chez les fruits infectés
par rapport aux fruits non infectés, 1’étude statistique a montré qu’il n’y avait pas eu une
différence significative (P= 0,47) ; nous avons enregistré une teneur de 0,424 + 0,01 mg GAE
/ g D.M. chez les fruits infectés par des piqares fertiles FM ; de 0,403 + 0,025 mg AGE / g
D.M. chez ceux infestés par des piqdres stériles FM" alors qu’elle est de 0. 0,395 + 0,028 mg
GAE / g D.M. chez les fruits sains FS (Fig. 63).
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Figure 63 : Taux des polyphénols totaux pour les fruits sains FS, les fruits infectés par des

piqures stériles FM" et ceux infectés par des piqures fertiles FM

La différence n’a pas été significative entre les teneurs des polyphénols totaux pour les deux

années 2013 et 2014 (p = 0,65) (Fig. 64).
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Figure 64 : Taux des polyphénols totaux pour les années 2013 et 2014

L’analyse statistique a montré qu’il n’y avait pas une différence significative entre les trois

arbres échantillonnés pour lesquels nous avons enregistré un p = 0,812 (Fig. 65).
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Figure 65 : taux des polyphénols selon les arbres échantillonnés

2.5.2. Teneur en tanins condensés

Afin de déterminer la teneur des tanins condensés, le composé utilisé pour 1’établissement
d’une courbe d’étalonnage est la catéchine. La formule de régression linéaire est : y = 0,791 X
+ 0,028 avec un coefficient de corrélation R? = 0,990 (Fig.66).
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Figure 66 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour les tanins condensés

La concentration en tanins condensés chez les fruits attaqués par les piqlres fertiles était de
0,126 £+ 0,005 mg CE / g D.M. ; chez ceux infectés par les pigQres stériles était de 0,101 +
0,001 mg CE / g D.M,, alors que chez les fruits sains elle était de 0,086 £ 0,004 mg CE/g
D.M. L’analyse de variance a confirmé qu’il existait une différence hautement significative
entre les trois types de fruits avec p <0,001, tandis qu’il n'y avait pas de différence
significative entre les deux années d’étude 2013 et 2014 avec P = 0,49 (Fig. 67 et 68).
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Figure 67 : Taux en tanins condensés pour les fruits sains, les fruits infectés par des piqures

stériles et ceux infectés par des piqures fertiles
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Figure 68 : Taux en tanins condensés pour les années 2013 et 2014
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L’analyse statistique a montré qu’il n’y avait pas une différence significative des taux en
tanins condensés entre les trois arbres échantillonnés avec p = 0,422 (Fig.69).
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Figure 69 : Taux des tanins condensés selon les arbres échantillonnés
2.5.3. Teneur en flavonoides

Le composé de référence utilisé pour 1’établissement de cette courbe est la catéchine. La
formule de régression linéaire est de y = 3,096 X + 0,0005 avec un coefficient de corrélation
R?=0,990 (Fig.70).

y = 3,0964x + 0,0005
Py R2=0,9919
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Figure 70 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

L’analyse de variance a montré qu’il y avait une différence hautement significative entre les
teneurs en flavonoides chez les trois types de fruits. Les fruits infestés par les pigdres fertiles
présentaient une teneur de 0,292 + 0,009 mg CE / g D.M., ceux attaqués par les pigdres
stériles 0,247 £ 0,004 mg CE / g D.M. tandis que les fruits sains avaient une teneur de 0,197
+ 0,008 mg CE / g D.M. La différence était tres significative entre les trois types de fruits,
FS, FM ‘et FM (p <0,001), mais il n'y avait pas de différence significative entre les deux
années 2013 et 2014 (P =0,72) (Fig. 71 et 72).
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Figure 71 : Teneurs en flavonoides pour les fruits FS, FM’ et FM
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Figure 72 : Teneurs en flavonoides pour les années 2013 et 2014

L’analyse statistique a montré qu’il n’y avait pas une différence significative des taux de

flavonoides entre les trois arbres échantillonnés avec p = 0,855.
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Figure 73 : Teneurs en flavonoides selon les arbres échantillonnés
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2.6. Analyse par HPLC

Les résultats de la séparation des différents extraits de fruits de Citrus sinensis par la
chromatographie liquide a haute performance UHPLC sont illustrés par les spectres
représentés dans les figures 74, 75 et 76. L’analyse UHPLC de la phase acétate d’éthyle a
montré qu’il y avait une nette différence entre les échantillons FS, FM’ et FM pour lesquels
nous avons observé une apparition de nouveaux pics chez les échantillons FM’ et FM par
rapport aux FS en particulier, nous notons 1’apparition des nouveaux pics chez les fruits
attaqués par les piqlres stériles et ceux attaqués par les pigdres fertiles par rapport aux fruits

sains.

2.6.1. Chromatogrammes de la phase Acétate d’Ethyle

ZaH Ra®d [Modifled By adm inistratearr]
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Figure 74 : Profil chromatographique de la phase acétate d’éthyle de 1’échantillon FS
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Figure 75 : Profil chromatographique de la phase acétate d’éthyle de 1’échantillon FM’
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Figure 76 : Profil chromatographique de la phase acétate d’éthyle de 1’échantillon FM

L'analyse par UHPLC était basée sur la comparaison entre les profils métaboliques de I'extrait
des fruits attaqués par les piqdres stériles (FM ') et I'extrait des fruits attaqués par les piqdres
fertiles (FM) afin de révéler la différence de leurs profils métaboliques. Nous avons utilisé
comme contréle I'extrait des fruits sains (FS). En effet, nous avons caractérisé chaque pic des
différents chromatogrammes en fonction de son temps de rétention et de sa surface (Tableau
16). Les chromatogrammes ont montré une différence importante dans I'expression des pics
par rapport au témoin.

Cette différence a révelé la présence de métabolites spécifiques dans chaque échantillon. Nous
avons suivi la modification de la zone des 18 pics dans les différents profils UHPLC en
soustrayant les pics du contréle (FS) de la zone de chaque extrait de (FM ) et (FM) de chaque
sommet afin d'obtenir des pics spécifiques aux piqdres stériles et fertiles. Ensuite, nous avons
procédé a la soustraction de la zone de chaque échantillon de pigdre stérile & partir d'un
échantillon de piqdre fertile afin de révéler les pics liés aux ceufs pondus par les piqlres
fertiles dans les fruits attaqués. Les valeurs positives dans les histogrammes indiquent
I'expression des pics (Fig. 77, 78, 79).
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Table 16 : Temps de rétention pour les trois types d’échantillons

Numéro de pic temps de rétention FS  temps de rétention FM’ temps de rétention FM
Pic 1 2,260 2,060 2,253
Pic 2 7,303 7,303 7,307
Pic 3 10,993 10,930 10,840
Pic 4 11,493 11,437 11,563
Pic 5 14,553 14 ,443 14,557
Pic 6 15,047 14,957 15,060
Pic 7 15,680 15,587 15,690
Pic 8 16,303 16,443 16,377
Pic 9 17,137 17,133 17,076
Pic 10 18,720 18,600 18,720
Pic 11 19,790 19,710 19,860
Pic 12 24,340 24,203 24,403
Pic 13 25,577 25,427 25,577
Pic 14 26,640 26,560 26,650
Pic 15 28,007 27,850 28,010
Pic 16 28,660 28,503 28,670
Pic 17 30,037 29,880 30,043
Pic 18 31,133 30,980 31,143
FM' - FS
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Figure 77 : Soustraction de I’aire de pic de FS a partir de FM’
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FM - FS
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Figure 78 : Soustraction de I’aire de pic de FS a partir de FM
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Figure 79 : Soustraction de I’aire de pic de FM’ a partir de FM
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2.6.2. Chromatogrammes de la phase agueuse

L’analyse HPLC de la phase aqueuse a montré qu’il n’y avait pas une nette différence entre
les échantillons sains et les échantillons présentant des piqdres stériles ainsi ceux présentant
des piqres fertiles (Fig. 80, 81 et 82).
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Figure 80 : Profil chromatographique de la phase aqueuse de 1’échantillon FS

7o.0_SiHmes me = -p L s S

so.o_i e
so.o0_]
4o.o_t
=o.o_]
zo.0_|

Ao.o4

-1o.0 o
1o “1d.o =d.o =d.o ad.o T 520

Figure 81 : Profil chromatographique de la phase aqueuse de 1’échantillon FM’
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Figure 82 : Profil chromatographique de la phase aqueuse de I’échantillon FM

2.7. Analyse par GC MS

L'analyse par GC-MS (Fig. 83) nous a permis d'identifier les composes phénoliques comme (1);
L'acide 2-propénoique, 3- (4-hydroxy-3-méthoxyphényle) (17,195%); (2); 2-méthoxy-4-
vinylphénol (11,620%); (3) benzaldéhyde, 3-méthyle (3,281%); L'éthanone, le 1- (3,4-
diméthoxyphe) (2,129%), les acides gras tels que (1); Acide 9,12-octadécadiénoique (Z, Z)
(6,446%); (2); 9,12-hexadécadiénoate d'éthyle (4,052%); (3); I'acide n-hexadécanoique (1 855%);
et un alcaloide Heptanediamide, N, N'-di-benzo (12,792%) (Tab.17). Plusieurs de ces composées
ont un réle dans la défense des plantes contre certains insectes selon plusieurs études.
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"
+ 24 658 mMmin
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26. 212 min
T lz2a8. 872 min

F 32.792 min
w34 832 min
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Figure 83 : Spectre GC-MS
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Figure 84 : Structure chimique des molécules identifiees par GC- MS (NIST Database)
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2.8. Capacité antioxydante

L’étude de la variation de 1’activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des extraits
a permis de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (CI50)/ une faible
valeur de CI50 ayant une grande efficaciteé.

La capacité anti-oxydante des extraits est exprimée en mg équivalent quercitine par gramme
de matiére séche (mg EQ.g™ MS) a partir d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant la
quercitine comme référence (y = 0,0563x + 8,4572, R?= 0,9845).

v’ Piégeage du radical DPPH’

Ce test a été déterminé par la diminution de I’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH’
a 517 nm, réduite par les extraits des plantes, pendant 30 min a I’obscurité. Par des dilutions
en cascade des extraits des trois types de fruits, ainsi que celui de la quercétine, une gamme de
concentrations a été réalsée en allant de 62,5 & 1000 pg ml™* et pour la quercétine et pour les
extraits (Fig. 85).
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R? = 0,9845
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Figure 85 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour la détermination de la capacité

antioxydante

Les résultats ont montré une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition en
fonction des concentrations des extraits ; ils ont permis 1’obtention des courbes linéaires avec
R? compris entre 0,94 et 0,99 (Fig. 86 et 87 et 88).
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Figure 86 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

pour I’arbre 1
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Figure 87 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

pour ’arbre 2
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Figure 88 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

pour ’arbre 3
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Dans ce travail, nous avons opté pour tester les extraits bruts par la méthode de piégeage du

radical libre DPPH’ afin de connaitre le sens de variation de la capacité antioxydante.

Les valeurs des Clso, exprimées en mgml™, sont représentées dans la figure 89. Ces valeurs
ont permis de classer les extraits par ordre de réactivité croissante fruits sains (FS) > fruits
attaqués par les piqures stériles (FM”) > fruits attaqués par les piqures fertiles (FM). Les
résultats révelent que I’extrait de fruits sains a une capacité de piégeage du radical DPPH
importante avec une Clso = 0,865 + 0,51mg/ml comparé a celui des extraits des fruits attaqués
par des piqQres stériles et fertiles ou nous avons enregistré une Clso = 0,872 + 0,41 et 0,983 +
0,47mg/ml respectivement. Le test ANOVA montre qu’il existe une différence hautement

significative entre les trois types de fruits avec p <0,001.

La capacité antioxydante des extraits a été exprimée aussi par la détermination de la Clso (mg

mi).

Types de fruits
M
<
v9)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figure 89 : Valeurs de la Clso des extraits bruts a partir des trois types de fruits

2.9. L’activité insecticide

Les tests de toxicité effectués sur les adultes de Ceratitis capitata par application des extraits
bruts a trois doses différentes a savoir 20 ; 30 et 40 mg/ml et un témoin, ont été suivis tous les
24 heures (24h, 48h, 72h et 96h). Les tests ANOVA appliqués aux résultats obtenus ont
montré qu’il n’y avait pas de différence significative entre les extraits aprés 24 h d’exposition
avec p = 0,089 alors qu’elle était devenue hautement significative a partir de 48 h avec p
<0,001.
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Sachant que nous avons enregistré une augmentation du pourcentage de mortalité selon le
temps d’exposition, nous avons pu déterminer la dose létale 50 pour chaque extrait, a I’aide de
logiciel Polo Plus. La DLso a été déterminée apres 96h d’exposition aux différents extraits des
différents échantillons. La DLso était de 205,48 mg /ml pour I’extrait de fruits sains et 193,45
mg / ml pour ’extrait de fruits attaqués par les piqQres stériles et 192,38 mg / ml pour ceux
attaques par les piqures fertiles. Le test de Tukey a révélé I’existence de deux groupes extrait
et témoin (Fig. 90).
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Figure 90 : moyennes de mortalité des adultes

Les résultats obtenus (Fig. 91) apres I’application des extraits bruts sur les larves de stade L1
en utilisant les concentrations 20 ; 30 et 40 mg/ml ont montré une différence hautement
significative avec le témoin avec p <0,001. Le test de Tukey a montré qu’il y avait une
similitude entre les moyennes des trois extraits bien que 1’extrait des fruits attaqués par les
piqures fertiles FM, pour les trois concentrations, présentait une moyenne élevée par rapport

aux autres.
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Figure 91 : moyennes de mortalité larvaire des stades L1
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En utilisant les mémes concentrations pour les trois extraits, I’application des extraits bruts
sur les larves de stade L2 a montré une différence hautement significative avec le témoin avec
p <0,001. Le test de Tukey a montré qu’il y avait une similitude entre les moyennes des trois
extraits (Fig.92).
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Figure 92 : moyennes de mortalité larvaire des stades L2

L’analys statistique des taux d’émergence des adultes a partir des larves L1 et L2 traitées
(Fig. 93 et 94) a prouvé qu’il existait une différence hautement significative entre les extraits

et le témoin avec p <0,001.
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Figure 93 : Taux d’emergence des adultes a partir des larves L1 traitées
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Figure 94 : Taux d’emergence des adultes a partir des larves L2 traitées

Les larves vivantes se sont transformées en pupes; de ce fait, nous avons suivi leur
développement jusqu’au stade adulte afin de calculer leur taux d’émergence et compter les
ceufs pondus par les femelles pour calculer ainsi leur taux d’éclosion. Pour les deux
parametres étudiés, le nombre d’ceufs (Fig. 95, 96) et le taux d’éclosion (Fig. 97 et 98), les
tests ANOVA | ont montré qu’il existait une différence hautement significative entre les
extraits et le témoin avec p <0,001, alors que le test de Tukey a classé les extraits dans un
méme groupe tandis que le témoin dans un groupe différent.
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Figure 95 : Nombre d’ceufs pondus par les femelles issues des larves L1 traitées
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Conclusion

Les résultats obtenus confirment le pouvoir allélochimique de Citrus sinensis contre la
cératite puisque nous avons enregistré une augmentation des taux de flavonoides et de tanins
chez les fruits infestés par rapport aux fruits sains. Nous avons aussi identifié quelques acides
gras tels que : 2,4-Di- tert-butylphenol, n-Hexadecanoic acid et 9,12-Octadecadienoic acid (Z,
Z) qui ont été décrits dans la littérature comme faisant partie de la cascade de signalisation

apres qu’une plante ait été attaquée par un insecte.

Les tests de I’activité insecticide contre les larves et les adultes de Ceratitis capitata ont
montré de bons résultats pour les substances phénoliques de Citrus sinensis ce qui confirme la
présence d’une défense allélochimique de ce dernier contre la Mouche Méditerranéenne des

Fruits.

L’ensemble des résultats obtenus nous permet de proposer un schéma de lutte intégrée soit en
induisant cette défense naturelle de 1’oranger soit en utilisant ses extraits, obtenus a partir des
zests d’oranges, notamment contre les adultes, en prenant en considération la période
d’apparition de nouvelles générations en début décembre puis a la troisieme décade du mois
de janvier de chaque année pour notre région, sachant que le cycle biologique et le nombre de
générations different d’une région a une autre. Nous devons accentuer nos traitements sur les
parties sud des arbres puisqu’ils ont présenté des taux d’infestation les plus élevés par rapport

aux autres orientations.
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Partie Il : Discussion

1. Etude entomologique

La cératite présente une dynamique de population trés saisonniere et les conditions
environnementales propices a son abondance ne sont pas constantes tout au long de lI'année,
dans la plupart des endroits (Szyniszewska et Tatem, 2014).

Les attaques de la cératite sur les agrumes semblent étre influencées par les différents facteurs
que nous avons choisi de tester lors de ce présent travail ; que I’on considere les trous de
ponte ou le nombre de fruits chutés, les résultats restent similaires.

Nous nous sommes particulierement intéressés a 1’incidence de quelques facteurs abiotiques

tels que 1’orientation, la date d’observation et la région sur les attaques de ce ravageur.

La mouche méditerranéenne des fruits est attirée le plus par les fruits les plus volumineux
(Katsoyanos, 1986 ; Katsoyannos et al., 1997 ; Papadopoulos et al., 2001) qui présentent
une surface séche et une couleur jaunatre (Féron, 1962), comme elle s’attaque aux variétés
précoces et tardives et celles a peau mince (Chouibani et al., 2003). Au sein de la méme
espece d’agrumes, la cératite manifeste une préférence pour les fruits a degré de maturité
avancé (Ahmed-Sadoudi, 2007), particulierement pour les cultivars ayant une texture
huileuse de I’écorce de leur fruit (Delanoue et Soria, 1962).

Cela signifie que la cératite manifeste une préférence pour les fruits mieux exposés, donc plus
ensoleillés (Bodenheimer, 1951 ; Epsky et Heath, 1998). En d’autres termes, 1’intensité
lumineuse et la qualité de la lumiére peuvent provoquer des réponses variables quant au choix
du site de ponte, ainsi que la brillance du site d’oviposition, plutét que sa couleur, ils ont une
influence majeure sur le dépdt des ceufs (Feron, 1962). En lumiére naturelle, 1’activité
sexuelle se manifeste dés le début du jour, se maintient & un taux maximum pendant plusieurs
heures, puis diminue dans I’aprés-midi et s’annule avant la baisse de I’intensité¢ lumineuse
(Causse et Féron, 1967).

L’étude de la cinétique des populations de la Cératite sur la variété Washington navel
qualifiée comme variété précoce des agrumes dans notre région a montre la présence de deux
pics qui coincident avec le début de mois de décembre et a la fin du mois de janvier de chaque
année ; ce qui correspond a I’apparition de deux nouvelles générations durant la période
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d’étude ; ces résultats correspondent a ceux de Hassani en 2003 qui a réalisé ses travaux sur
la station d’El Fhoul dans la région de Tlemcen.

L’étude de l'abondance et la répartition de Ceratitis capitata (Wiedemann) dans les vergers
d'agrumes de la variété Valencia late et d'autres cultures hotes de substitution ont été étudiées
au niveau du Centre de Recherche Agricole de I'Université du Ghana, dans I'est du Ghana par
Appiah et al., 2009. Cette étude a montré que la population de C. capitata a augmenté de
septembre a octobre 2006 et de février a mars 2007, lorsque les agrumes de Valencia late
mdrissaient, alors quelle était la plus faible de novembre 2006 a janvier 2007, lorsque les
agrumes étaient au stade vert immature. Leurs analyses de régression multiple ont également
révélé que les précipitations et la température avaient une influence significative sur la
population de ravageurs. Tandis que les résultats obtenus par Escudero-Colomar et al., en
2008 ont montré une variation saisonniére de la dynamique de population de la mouche
méditerranéenne, avec un pic en septembre — octobre et une activité adulte se terminant en
décembre ou en janvier, quel que soit le type de I’hote étudié.

Des fluctuations démographiques de Ceratitis capitata (Wiedemann) ont été évaluées sur une
période de 12 mois dans quatre couches altitudinales (400 a 750, 750 a 1 100, 1 100 a 1 450 et
1 450 a 1 800 metres d'altitude) dans l'est du Guatemala par Flores et al. en 2016 qui ont
trouvé que la densité de la population était la plus basse dans la strate de 400 a 750 m et la
plus élevée entre 1 450 et 1 800 m.

L’orientation des fruits a une grande influence sur les attaques de la cératite et sur le nombre
de fruits chutés. Les analyses statistiques ont montré que la partie sud a présenté la moyenne
la plus élevée, nous expliquons ce résultat par le fait que les oranges qui se trouvent dans cette
orientation sont exposées plus au soleil, donc plus lumineux par rapport aux fruits des autres
orientations ; de ce fait, 1’écorce devient molle et donc facile a étre piquée par la cératite,
contrairement aux résultats obtenus par Nadmani et al. (1997) qui signalent que les fruits
chutés-qui sont la plupart a 1’état vert ou mdrissant- sont plus du c6té est en mai.

Des travaux menés par Bateman (1982) a Sousse ont montré également que 1’exposition sud-
est est celle ou les captures de la cératite sur les agrumes sont les plus élevées.

En revanche, chez un autre Tephritidae, la mouche de 1’olive Bactrocera oleae, a montré que
I’orientation n’a aucune influence sur le degré d’infestation qu’il soit établi a partir du nombre
de piqgdres, de galeries, de larves ou des trous de sortie (Gaouar,1989 ; 1996). Metna en
2009 a signalé que les expositions est, sud et centre sont celles qui présentaient des taux de
fruits piqués les plus éleves. Par contre Ahmed-Sadoudi en 2007 a constaté que 1’ouest est
I’exposition la plus visitée par la cératite. D’un autre coté le travail de Bachi en 2012, a
montré que les fruits du centre sont les plus piqués par la cératite.
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Les moyennes des trous de ponte et des fruits chutés ont varié significativement selon la date
d’observation.

Les résultats des analyses statistiques obtenus montrent bien la forte influence des dates
d’observation sur les taux des trous de ponte ainsi que sur le nombre de fruits chutés. Les
mémes résultats ont été signalés par Selka (2007) qui a travaillé sur la variété d’oranger
sanguinelli dans la région d’El-Fhoul, comme pour Hassani (2003) qui a travaillé sur la
variété Washington navel.

Naamani et al. (1997) ont indiqué que la maturité croissante des fruits stimule 1’activité des

mouches, ce sont les mauvaises conditions climatiques qui I’inhibent.

Selon Tzanakakis et al. (1968), les variations de I’infestation en fonction de la date peuvent
étre expliquées par le degré de maturation donc de réceptivité du fruit. En effet, cette derniere
est liée a un stade de croissance bien défini, lequel peut étre observé a des dates fort
différentes selon les années et les régions considérées (Jerraya et al., 1982).

La date étant liée aux variations climatiques dont on connait I’impact sur la biologie de tous
les organismes vivants en général et sur les invertébrés en particulier (Lamy, 1997), il est

donc normal que ce facteur ait autant d’influence sur ce phytophage.

Le travail réalisé par Vayssiéres et al. en 2009 sur les mouches des fruits associées aux
manguiers ont été surveillées dans deux vergers au Bénin durant 2005 et 2006, a montré que
les températures minimale — maximale, I'humidité relative et les précipitations étaient les
principaux facteurs climatiques influant sur les populations de mouches. Vayssiéres et al.
(2009) ont remarque que l'augmentation saisonniére de la population de Bactrocera invadens
a coincidé avec la période de fructification des principaux cultivars de mangue de cette savane
nord-guinéenne, mais la disponibilité de mangue n‘a influencé la population de cette nouvelle
espece envahissante que lorsque les pluies sont arrivées. lls ont estimé que les dégats moyens
sur les mangues pour les deux saisons et les deux vergers étudiés sont passés de 17% début
avril a 73% a la mi-juin.

Drew (1989) et Metclaf (1990) ont considéré que ce sont les odeurs de I’arbre ou
kairomones, substances volatiles attractives a longue distance, qui fonctionnent comme
leurres des méles sexuellement métures et les femelles immatures, les phéromones sexuelles

assurant le succes de I’accouplement, stimulent ainsi I’oviposition.

Duyck (2005) a signalé également que la température est I'un des facteurs qui peuvent
affecter la distribution chez les Tephritidae. En outre, selon Bodenheimer (1951) ; Féron
(1962) et Handrichs et al. (1989), les femelles effectuent leur ponte durant les heures les plus
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chaudes. Les basses températures inhibent le vol et 1’accouplement des mouches (Meats,
1989).

Des études menées par Vera et al. (2002) ont montré également que la distribution de la
mouche méditerranéenne des fruits était conditionnée par les facteurs climatiques, la
sécheresse dans le sud de 1’Espagne, du Portugal et en Afrique du Nord et par le froid du nord
de I’Europe.

La température a un role déterminant dans 1’abondance des Tephritidae et agit soit
directement ou indirectement a travers ses effets sur les taux de developpement, de mortalité
et de fécondité (Ouedraogo, 2011). Duyck et Quilici (2002) ont également souligné
I’influence tres importante de la température sur le développement et la survie de différentes
especes de Tephritidae. La fécondité des mouches des fruits dépend aussi de la température
avec le maximum de production d’ceufs dans la gamme de température comprise entre 25 et
30°C. Une espéce dominante pourra étre différente suivant la température et par consequent
suivant la latitude et 1’altitude (Duyck, 2005) ; c’est le cas par exemple de Bactrocera
dorsalis & Hawaii qui domine sur la quasi-totalité de 1’ile, alors que C. capitata subsiste
uniquement dans les zones de haute altitude, bien que des observations avaient fait état de
I’abondance de C. capitata en basse altitude avant 1’établissement de B. dorsalis (DeBach,
1966). A la Réunion, Duyck et al. (2006 b) ont montré une ségrégation de niches entre C.
capitata qui domine dans les zones a température comprise entre 24-26°C et de 1000 mm de
précipitations et Ceratitis rosa qui réside dans les zones ou la température varie entre 22-23°C
avec une pluviométrie élevee de 3000 a 3500 mm.

Kaufmann et Bennett (1989) ; Dillon et Frazier (2006) et Clusella-Trullas et al. (2010)
ont souligné que la température ambiante influence directement les arthropodes, leur aptitude
physique a effectuer diverses activités, y compris la locomotion des organismes
ectothermiques. De tels effets thermiques peuvent étre causés par des changements de
disponibilité dénergie induits par la température via une altération du fonctionnement des
mitochondries (Hochachka et Somero, 2002 ; Seebacher et James, 2008) qui, dans certains
cas, influence directement la puissance mécanique des muscles (James, 2013). En outre,
plusieurs autres processus physiologiques importants tel que les taux métaboliques et de
développement sont également fortement influencés par la température ambiante (Frederich
et Portner, 2000 ; Chown et Nicolson, 2004 ; Irlich et al., 2009; Dell et al., 2011) et peut a
son tour avoir des effets indirects sur la capacité locomotrice. Les changements de
performances qui en résultent peuvent affecter la capacité de dispersion a court et a long
terme des arthropodes, avec des implications significatives pour I'écologie et I'évolution
(Feder et al., 2010; Bonte et al., 2012; Clobert et al., 2012 ; San Martin y Gomez et van
Dyck, 2012).
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Le cycle de la mouche méditerranéenne passe par quatre stades : ccuf-larve-pupe-et adulte.

Plusieurs facteurs, aussi bien biologiques qu’environnementaux, peuvent influencer la
distribution et I’abondance des populations de mouches des fruits. Ils affectent directement ou
indirectement les taux de survie et le développement des différentes phases du cycle et la
fécondité des femelles (Ouedraogo, 2011).

Les fruits de notre verger étaient trés piqués, ainsi nous avons trouvé des nombres importants
de larves dans les fruits chutés destinés a nos élevages, ce qui nous a permis d’en déduire que
les ceufs pondus ont continué leur développement. Cela serait da a I’acidité du fruit de notre
variété qui est favorable pour le développement embryonnaire de la mouche. Ainsi, la mouche
préfere pondre dans les fruits qui ne sont pas tres mars car le jus des fruits mars cause la mort
des ceufs et des jeunes larves (Thomas et al., 2001).

En 1960, Piguet a défini les Thomson comme des fruits précoces, peu acides, qui sont de loin
les plus piqués, il est pourtant assez rare d’y trouver des larves, d’ou cette notion de piqures
stériles. En outre, la variété Washington navel présente des caractéres trés intéressants
puisqu’elle est la plus précoce, plus juteuse que la Thomson navel, plus riche en sucre durant
la période critique du stade larvaire, aussi elle est tres attractive pour la cératite car elle
dégage une odeur forte et trés agréable.

Notre étude a montré une corrélation positive entre le nombre de piqures et celui des fruits
chutés par terre ; ceci rejoint les résultats rapportés par Umeh et al., 2004 qui ont trouvé que
les fruits de Citrus sinensis (L.) orange douce, Osbeck var. Valence fin attaqués par C.
capitata ont augmenté avec la maturité du fruit et étaient positivement corrélés au nombre de
fruits tombés. Ils ont constaté aussi que I'élimination des fruits tombés a considérablement
réduit le nombre de fruits attaqués par les mouches des fruits. lls considerent que les fruits
chutés par terre constituent des réservoirs de mouches des fruits pour la ré-infestation d'autres
fruits sains.

Les élevages effectués aux conditions de laboratoire ne présentant pas beaucoup de différence
avec les conditions naturelles sauf pour la protection contre le gel, ont montré nettement que
le taux de mortalité était assez important (21,7%) (Fig.50); en le comparant avec celui
obtenu par Bensenouci (2008) avec 15,15 % pour la variété sanguinelli, cela serait di a une
compétition larvaire. En effet Duyck (2005) a signalé que les deux types de compétition,

d’interférence et d’exploitation, doivent intervenir mais il est difficile de les différencier.

Selon Fitt (1989) I’interférence entre les larves peut se manifester par des attaques physiques,
du cannibalisme ou par la suppression physiologique des autres larves ; quel que soit le
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mécanisme, les premiéres larves qui éclosent dans le fruit sont favorisées par rapport aux
suivantes.

Le développement nymphal a duré 19,98 jours en moyenne pour nos élevages, cette durée est
différente de celle obtenue par Selka (2007), 23 jours et 25 jours par Bensenouci (2008) pour
la variété Sanguinelli. Ainsi, elle était de 26 jours pour la variété Valencia, de 23 jours pour
la varieté Washington et de 29 jours pour la variété Thomson pendant la méme période et
dans les mémes conditions, comme le montrent les travaux de Hassani (2003).

Par ailleurs, la durée du stade pupal chez Ceratitis capitata a présenté des variations aux
différentes dates pour un méme élevage, ce qui s’explique par les variations de température et
d’hygrométrie sachant que ces facteurs ont un impact important sur le développement des
arthropodes (Drew, 1989).

En revanche, en comparant nos résultats a ceux de Hassani (2003), nous avons eu une forte
mortalité nymphale de 51,14% alors que chez lui, elle était de 9.27% pour Valencia, 9.72%
pour Washington et 16,66% pour Thomson ; Selka (2007) a obtenu 20% de mortalité pour la
variété Sanguinelli. Cela est probablement di aux conditions de laboratoire qui n’étaient pas
tres favorables pour le développement nymphal.

La longévité moyenne des adultes de nos élevages était de 17,88 jours en moyenne, alors
qu’elle était de 34 jours pour les élevages de Selka (2007). En effet, elle a varié entre 2 et 69
jours.

Les élevages effectués aux conditions de laboratoire ont montré que la mortalité larvaire
représentait (47,73%) (Fig.52) cela serait d & une compétition larvaire.

Etant donné que la pupaison est le seul stade présent dans le sol, les pupes sont directement
sous I’influence de la température et de I’humidité du sol ; ces deux facteurs ont un effet
direct et important sur le développement pupal des Tephritidae (Neilson, 1964 ; Eskafi et
Fernandez, 1990 ; Teruya, 1990). Selon Meats (1989), si une température de 2°C est

maintenue pendant une semaine, il n’y a aucune émergence d’imagos.

L’humidité a également une influence importante sur ’abondance de nombreuses especes de
Tephritidae (Bateman, 1982). Elle agit sur I’abondance de leurs populations a travers la
réduction de la fécondité des adultes femelles en période séche et par la forte mortalité des
adultes nouvellement émergés dans des conditions seches (sol sec et atmosphere a faible
humidité relative) (Ouedraogo, 2011).

Selon Duyck et al. (2006 b), les pupes de différentes especes de Tephritidae survivent bien a

100% d’humidité relative (HR), avec un taux de 80% d’émergence. Cependant, ce facteur
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climatique peut étre un facteur limitant le développement d’autres espeéces de mouches des
fruits et par conséquent influencer le partage de la niche écologique. Par exemple, a 30%
d’humidité relative, I’espéce Bactrocera zonata a un taux de survie supérieur a C. capitata,
Ceratitis rosa et Ceratitis catoirii (Duyck et al., 2006b).

La texture du sol a son importance, les sols lourds entravent le développement pupal et sont la

cause d’une grande mortalité en cas de forte irrigation ou pluie (Selka, 2007).

Le rapport sex-ratio est egal a 1. Donc le nombre de males est suffisant pour que toutes les
femelles soient fécondées.

Nos élevages ne nous ont pas permis d’obtenir des parasites ; ce parasitisme nul pourrait étre
dd a la sensibilité du parasite aux traitements insecticides ainsi qu’au fait qu’il a pour hote un
autre Tephritidae en méme temps et dans la méme région, en I"occurrence la mouche de
I’olive Bactrocera oleae. Par contre, la recherche de parasitoides indigénes de Ceratitis
capitata, 1’'une des activités menées dans la Communauté valencienne dans des parcelles
d’agrumes et d’autres arbres fruitiers, des adultes de deux especes différentes d’insectes
hyménopteres ont été obtenus chez des pupes de mouche méditerranéenne élevées en
laboratoire. Les ptéromalides Spalangia cameroni Perkins et Pachycrepoideus vindemmiae
(Rondani) ont été identifiés en tant que parasitoides nymphaux de la mouche méditerranéenne
(Falco et al., 2006)

Des travaux menés a Tlemcen par Gaouar (1996) et Selka (2007) ont permis d’identifier la
nature du parasite de Ceratitis capitata dans la région d’El Fhoul, il s’agissait d’un
Hyménoptére Braconidae appartenant a 1’espece Opius concolor.

Selon Cochereau (1970), les femelles du genre Opius possedent une tariére de 3 a 5mm de
long, ce qui peut expliquer que la variété Washington navel, ayant une peau coriace et

épaisse, empéche la tariére du parasitoide de s’y enfoncer.

2. Etude biochimique

L'observation microscopique de 1’écorce d’agrumes infectée (Fig.58) par la cératite montre
une dessiccation des cellules entourant les piqures, ce qui explique une défense hypersensible
des agrumes contre la ponte des mouches de fruits. D'aprés Shapiro et DeVay (1987) ;
Balbyshev et Lorenzen (1997) et Little et al. (2007), une plante peut répondre aux ceufs
d'insectes par une réponse hypersensible, a savoir la formation de tissu nécrotique sur le site
de dépot des ceufs (sur un tel site nécrotique, I'humidit¢ diminue et la température locale
augmente). Le taux métabolique de l'embryon va augmenter en raison de I'élévation de la
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température des feuilles, mais aussi la perte d'eau de 1'ccuf va augmenter ; en consequence,
l'ceuf se desséchera probablement et 1'embryon stressé mourra (Woods, 2010).

En plus de l'atmosphére gazeuse immediate fournie par la couche limite des feuilles
renfermant un ceuf d'insecte, la performance des ceufs peut également étre affectée par les
composés secondaires des plantes incorporés dans l'ceuf, par les femelles séquestrant ces
composés a partir de la plante. Les composes vegétaux secondaires servent souvent de
protection contre le parasitisme et la prédation des ceufs (Blum et Hilker, 2002). De
nombreuses especes d’insectes sont connues pour doter leurs ceufs en toxines végétales
(Roeske et al., 1976 ; Nishida et Fukami, 1989 ; Boppré, 1990; Schaffner et al., 1994;
Hartmann, 1995a, b, 1999; Trigo et al., 1996 ; Loaiza et al., 2007; Ramos et al., 2009).
Non seulement les femelles dotent les ceufs de toxines végétales, mais les males peuvent
également contribuer a la dotation des ceufs en toxines végétales ; les méles transferent les
toxines aux ceufs via l'accouplement (Eisner et al., 2002). En plus de ces toxines végétales,
les phytohormones, [’acide jasmonique (JA) et Dl’acide salicylique (SA), ainsi qu’un
précurseur de I’acide benzoique (BA) ont été détectés dans les ceufs de nombreuses espéces
d’insectes, souvent a des concentrations beaucoup plus élevées que dans le régime alimentaire
des tissus végétaux ou des larves (Tooker et De Moraes, 2005 et 2007). La fonction de ces
composés dans les ceufs d'insectes est inconnue. Les SA et BA ont une activité
antimicrobienne et antifongique et pourraient donc protéger les ceufs contre les
entomopathogenes. JA, SA et BA n'ont été détectés jusqu'a présent que dans les ceufs.
Cependant, ils n'ont pas été trouvés dans des extraits de l'extérieur des ceufs (Tooker et De
Moraes, 2005).

L'augmentation des taux de composés phénoliques dans les fruits de Citrus sinensis infestés
par Ceratitis capitata peut indiquer que I'herbivorie a déclenché une réponse induite chez C.
sinensis afin de réduire les dégats. Des résultats similaires ont été observés dans d'autres
études ; par exemple, les teneurs en polyphénols de Solanum carolinese ont augmenté de
facon marquée et rapide aprés un traitement a l'acide jasmonique, qui a simulé l'attaque des
herbivores pour induire des réponses de défense (Walls et al., 2005). Zhao et al. en 2014 ont
constaté que la concentration de composés phénoliques dans les feuilles attaquées était
significativement plus élevée que dans les feuilles saines et était positivement liée a I'étendue
des dommages. Gaouar Benyelles et al. (2014) ont constaté que la quantité de tanins et de
flavonoides était plus élevée dans l'olive infectée que dans I'olive saine. L'augmentation des
composes phénoliques totaux en réponse aux stress tels que l'alimentation des insectes,
concorde dans une large mesure avec les conclusions de Saleh et Al-Shareef (2010) qui ont
constaté que l'infestation par Bemisia tabaci (Gennadius) en serre, entrainait une teneur en
phénols plus élevée de toutes les plantes infestées. En outre, Srinivasan et Uthamasamy
(2004) ont suggéré une augmentation substantielle de la quantité de tanins, résultant de
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l'alimentation par la pyrale des fruits et l'aleurode. Leurs résultats ont montré une
augmentation de 1,5 a 2,00 fois la teneur en tanins des différentes accessions de tomates dues
a la pyrale des fruits et une augmentation de 2,00 a 4,00 fois en raison de I'alimentation par les
mouches blanches. Nicholson et Hammerschmidt (1992) ont fait valoir que les composés
phénoliques sont bien connus pour leurs réles dans les réponses de défense des plantes, a la
fois en tant qu'inhibiteurs préformés et en tant qu'inhibiteurs des attaques pathogenes. De plus,
Freeman et Beattie (2008) ont révélé que les composés phénoliques sont une grande classe
de métabolites secondaires produits par les plantes pour se défendre contre les agents
pathogenes. Les mémes résultats ont été obtenus par les travaux d'EI-Meniawi et al. (2015),
qui ont suggéré que l'infection des plants de tomates par Bemisia tabaci a un grand effet sur le
métabolisme des composés aromatiques chez les tomates.

Les métabolites secondaires non seulement défendent les plantes de différents stress, mais
augmentent également la condition physique des plantes. Il a été rapporté que la résistance du
mais au ver de I'épi de mais Helicoverpa zea (Boddie) est principalement due a la présence
des métabolites secondaires C-glycosyl flavone maysin [2 "-OaL-rhamnosyl-6-C- (6-désoxy-
xylo- I'hexos-4-ulosyl) lutéoline] et le produit phénylpropanoide, l'acide chlorogénique
(Nuessly, 2007). Le composé 4, 4 diméthyl cycloocténe a été déclaré responsable de la
résistance a la mouche des pousses Atherigona soccata soccata chez le sorgho Sorghum
bicolor (Chamarthi et al., 2011)

> Les tanins

Parmi les métabolites secondaires, les tanins sont pour les végétaux d’efficacité moyenne de
défense contre les herbivores : ils réduisent a la fois la biodisponibilité des protéines des
plantes et 1’activité des enzymes digestives. Comme pour d’autres composes secondaires, la
perception d’un golt (amer, astringent,...) permettrait aux animaux d’éviter les plantes les
plus toxiques et de limiter ainsi leur consommation (Feeny, 1970 ; Freeland et Janzen,
1974). Les dégats causés par les herbivores apparaissent inversement corrélés aux teneurs en
tanins de leurs plantes nourriciéres (Bernays et al., 1989).

Le rble des tanins dans la défense des plantes contre divers stress et leur induction en réponse
aux dommages causés par les insectes a été étudié chez de nombreuses plantes (Barbehenn et
Constabel, 2011), par exemple chez Populus species (Peters et Constabel, 2002) et chez
Pinus sylvestris L. (Roitto et al., 2009). Cependant, aucun effet des herbivores sur la teneur
en tanins n’a été observé chez Quercus serrata (Thunb.) (Hikosaka et al., 2005) et Betula
pendula Roth (Keinanen et al., 1999). Comme les inhibiteurs de la protéinase et les enzymes
oxydatives, les tanins ont été signalés comme étant systémiques dans les feuilles voisines de
la plante endommagée.
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Les tanins influencent la croissance, le développement et la fécondité de plusieurs insectes
herbivores (Feeny, 1976 ; Hagerman et Butler, 1991 ; Awmack et Leather, 2002 ; Stamp,
2003). La croissance réduite causée par les tanins a deux inconvénients majeurs:
premiérement la taille réduite des chrysalides femelles entraine une diminution du nombre
d'ceufs et une réduction de la taille des ceufs, ce qui peut affecter la survie et la santé des
individus subséquents (Kaitaniemi et al., 1998 ; Osier et al. 2000 ; Tikkanen et al., 2000).
Deuxiémement, un temps de développement larvaire prolongé peut entrainer une mortalité
plus élevée due a la prédation (Feeny, 1976 ; Benrey et Denno, 1997).

Les tanins condensés sont des flavonoides oligomeres ou polyméres, également connus sous
le nom de proanthocyanidines ; ils ont des structures et des fonctions diverses. Ils agissent
comme des moyens de dissuasion contre certains insectes tels que Lymantria dispar (L.),
Euproctis chrysorrhoea (L.) et O. brumata (Feeny, 1968 ; Bernays, 1989). Les tanins
condensés tels que la (+) -catéchine, la (+) - gallocatéchine et la vanilline dans les feuilles de
Quercus robur L. ont inhibé les larves de la noctuelle de I'hiver, O. brumata (Feeny, 1968).
Les polymeres de procyanindine ont été découverts comme dissuasifs contre Aphis craccivora
(Koch) chez l'arachide (Grayer et al., 1992). Les tanins condensés de bouleau a papier
d'Alaska (enduits sur feuilles de bouleau & 3% wt.) ont réduit la masse nymphale et la survie
des larves de Rheumaptera hastata (L.) (Bryant, 1993). En outre, l'induction du tanin est
également stimulée par le stress léger (Miranda et al., 2007 ; Mellway et al., 2009) et
I'exposition a la lumiere UV chez le peuplier hybride (Mellway, 2009). Cependant, certaines
especes d'insectes polyphages ont la capacité de tolérer les gallotanins, par exemple
Shistocerca gregaria (Forsk.) tolere les tanins en les hydrolysant rapidement pour éviter tout
effet nuisible en limitant leur passage en les adsorbant sur la membrane péritrophique épaisse
et en inhibant la formation du complexe protéique tanin par les surfactants dans l'intestin
moyen ( Bernays et Chapman, 2000).

Les plantes ont la capacité de distinguer entre les dommages herbivores et mécaniques, tels
que la gréle et le vent, ainsi que de reconnaitre l'oviposition. Cette caractéristique est
nécessaire pour éviter de gaspiller des ressources de défense colteuses, puisque la production
et la libération de réponses de défense ne bénéficient qu'aux plantes soumises a des attaques
herbivores (Furstenberg-Hagg, 2013).

> Les flavonoides

Les flavonoides tels que les flavones 5-hydroxyisoderricine, 7-méthoxy-8- (3-
méthylbutadiényl) -flanone et 5-méthoxyisoronchocarpine isolées de Tephrosia villosa (L.), T
purpurea (L.) et T. vogelii Hook, ont respectivement été trouvés comme agents de dissuasion
contre Spodoptera exempta (Walk.) et Spodoptera littoralis Bios (Simmonds, 1990). Il a été
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rapporté qu'une surexpression d'un facteur de transcription contrélant la production de
flavonoides chez Arabidopsis conférait une résistance a Spodoptera frugiperda (JE Smith)
(Johnson et Dowd, 2004). L'Angustone A, la Licoisoflavone B, I'Angustone B et I'Angustone
C. Les isoflavones, la licoisoflavone A, la lutéone, le licoiso- flavone B et la wighteone ont
non seulement un effet dissuasif sur les insectes, mais aussi une activité antifongique contre
les champignons, Colletotrichum gloeosporiode (Penz.) et Cladosporium cladosporioides
(Fres.) (Lane et al.,, 1987). Les isoflavonoides (judaicine, judaicine-7-O-glucoside, 2-
méthoxy-judaicine et maackiain) isolés des parents sauvages du pois chiche agissent comme
anti-nutriment contre I'Helicoverpa (Hubner) a 100 ppm. La judaicine et le maackiain se sont
également révélés dissuasifs pour S. littoralis et S. frugiperda, respectivement (Simmonds et
Stevenson, 2001). Le cyanopropényl glycoside et [lalliarinoside inhibent fortement
I'alimentation par le papillon natif américain Pieris napi oleracea L., tandis qu'un flavone
glycoside, l'isovitexine-6 Le «-D-B-glucopyranoside agit comme un moyen de dissuasion
alimentaire direct aux derniers instars» (Renwick et al., 2001)

La différence entre 1’aire de pic des fruits attaqués par des piqlres stériles et ceux attaqués par
des piqgdres fertiles notamment les pics 2 et 7 montre qu’il y a probablement une réponse de
Citrus vis-a-vis du liquide qui accompagne les ceufs pondus. Les fluides de ponte des insectes
peuvent aussi induire des réponses de défense de la plante, ce qui attire la progéniture qui
absorbe les ceufs ou renforce sa défense en cas de future attaque d'’herbivores par les insectes
(Hilker et Meiners, 2006). La ponte de Diprion pini (tenthrede) sur Pinus sylvestris (pin
sylvestre) entraine une augmentation de la production de substances terpénoides et une
diminution de la libération d'éthylene (Schroder et al., 2007). L'oviposition de Pieris
brassicae sur Arabidopsis thaliana déclenche aussi I'expression de genes liés a la défense
(Little et al., 2007). Cependant, les produits chimiques responsables de la réponse de la
défense n'ont été identifiés que chez Bruchus pisorum. Son liquide de ponte contient des
bruchines qui, lorsqu'elles sont ajoutées au Pisum sativum (pois), provoquent des
excroissances de type tumoral qui empéchent les larves d'entrer dans la gousse. De plus, la
ponte de Pieris brassicae sur les feuilles de Brassica oleracea (chou de Bruxelles) modifie les
produits chimiques de la surface des feuilles et attire le parasitoide des ceufs Trichogramma
brassicae (Fatouros et al., 2005).

L'analyse GC-MS a montré la présence d'acide 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) dans les fruits
attaqués par des piqQres fertiles, cet acide étant appelé acide linoléique selon la base de
données de I'Institut National des Standards et de la Technologie NIST. L’acide représente
une voie directe vers la synthése de l'acide dihydrojasmonique 9,10 (DHJA), il s'agit d'une
voie alternative suggérée par Blechert et al. (1995), I'acide linoléique a la capacité d'induire
I'inhibiteur de la protéase (Farmer, and Clarence 1992) par l'activité DHJA dans l'induction
de la phytoalexine Blechert et al. (1995).
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Selon Rincén-Pérez et al., en 2016, l'analyse de l'effet de l'acide jasmonique (JA) et de
I'acide abscisique (ABA) comme éliciteurs sur le profil des acides gras (FAP), les composés
phénoliques (PC) et la capacité antioxydante (AC) dans les callosités de Thevetia peruviana a
montré qu’un maximum de 2,8 mg / g de TPC a ét¢ obtenu avec 100 et 10 uM de JA et
d'’ABA, respectivement, alors qu'un maximum capacité antioxydante AC (2,17 pg / mL) a été
obtenu avec 75 et 100 uM de JA et acide Abscisique ABA, respectivement. Le FAP a été
affecté pour JA mais pas pour I’acide abscisique (ABA). JA ; il a augmenté l'acide cis-9, cis-
12-octadécadiénoique et diminué lI'acide dodécanoique. L'acide cis-9-octadécénoique (18: 1)
était I'acide gras principal atteignant 76% dans le traitement avec JA 50 pM plus 55 pM ABA.

L’étude effectuée par Tabilio et al., en 2013 sur I’impact de Ceratitis capitata sur les
différents cultivars de péchers a prouvé la richesse des fruits attaqués des variétés les moins
sensibles a la cératite, en butyl et 2-méthylpropyl esters ; parmi ceux-ci, certains dérivés de
C6 détecteés, tels que l'acétate de (Z) -3-hexényle, connus pour agir comme agents d'amorcage,
améliorant la réponse de défense des plantes aux insectes. Notant que ces produits sont des
composés des huiles essentielles qui ont un role dans la défense indirecte.

La défense des plantes contre les agents pathogénes microbiens et les herbivores reposent en
grande partie sur linduction de protéines de défense et dantibiotiques de faible poids
moléculaire. Les signaux entre la perception de l'agression, l'activation du géne et la
biosynthése subséquente des composés secondaires sont supposés étre des derives
pentacyliques de l'oxylipine. La synthése rapide, mais transitoire, de I'acide cis-jasmonique a
été démontrée aprés l'attaque des insectes sur une plante comestible et par I'ajout d'un
inhibiteur microbien aux cultures en suspension de plantes (Blechert et al., 1995).

Les arthropodes carnivores (prédateurs et parasitoides) utilisent souvent des composés
allélochimiques volatils et/ou de contact, produits par des plantes ou des herbivores, pour
trouver leur hote / proie (Whitman, 1988). Les carnivores utilisent également des composés
allélochimiques volatils provenant du complexe herbivore (HCP) dans leur habitat a long ou a
court terme. Par exemple, des produits chimiques volatils qui attirent les ennemis naturels des
herbivores sont émis par les feuilles en réponse a des dommages causés par ces herbivores
(Dicke et al., 1990 ; Turlings et al., 1993 ; Mattiacci et al., 1994 ; Takabayashi et al.,
1995). Les guépes peuvent également utiliser des composés allélochimiques de HCP pour
trouver des hotes sur une plante.

D'un autre coté, les molécules suivantes: CgHgO2, CoH1002, C10H1203, C10H140> et C12H240-
ont été évaluées comme insecticides et acaricides contre des especes d'insectes phytophages
ainsi que le charancon Boll, le puceron du cotonnier, la chenille 1égionnaire du sud, la chenille
du marais salé. Leur importance économique a été signalée a travers le travail de Butt et
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Keller (1961). Le travail réalisé par Sun et al., (2007) démontre que l'extrait de chloroforme
de J. mandshurica contenant CgHsO & 6,76%, CoH1002 a 3,05%, CioH1203 & 2,37% et
C1sH3202 a 6,24% qui ont des activités insecticides en toxicité de contact et toxicité gastrique
contre les larves de Lymantria dispar. La mortalité corrigée dépasse 50% lorsque la
concentration de I'extrait est égale ou supérieure a5 g/ L.

La résistance des végétaux aux agressions microbiennes, parasitaires et autres est rapportée
dans des nombreux travaux dont ceux cités précédemment. Cette défense allélochimique se
fait par leurs composés phénoliques parmi lesquels on trouve les tanins et les flavonoides qui
sont une des formes de défense soit par I'astringence et le golt amer dd aux tanins, soit par la
pigmentation vive due aux flavonoides qui renseignent les agresseurs sur la toxicité de

l'agressé, qui est la plante en 1’occurrence.

Ce phénomeéne allélochimique permet aux plantes de se défendre, nous espérons pouvoir
I’exploiter dans notre cas pour l’oranger en identifiant plus précisément les molécules
¢licitrices qui induisent ce mécanisme, afin de 1’accentuer sinon d’en favoriser le
déclenchement, permettant ainsi aux oranges de mieux se protéger contre leurs bioagresseurs.

Nous espérons tester ces molécules in vivo pour mieux apprécier I’efficacité de ce phénomene
allélochimique que nous espérons utiliser afin de réduire 1’utilisation des pesticides dont la

nocivité sur la santé et ’environnement n’est plus a démontrer.
> Activité antioxydante

Le modele du radical DPPH stable est une méthode largement utilisée pour évaluer la capacité
de balayage des radicaux libres de divers échantillons (Lee et al., 2003).

Bien que les fruits attaqués présentent des taux de composés phénoliques élevés par rapport
aux fruits sains, 1’étude de 1’activité antioxydante révele que ’extrait de fruits sains a une
capacité de piégeage du radical DPPH importante avec une ICso de 0,865 + 0,51 mg/ml
comparé a celle des extraits des fruits attaqués par les piqQres stériles et fertiles, qui sont
respectivement 0,873 + 0,41 et 0,983 = 0,47 mg/ml. Ce résultat rejoint celui de Rincon-Pérez
et al., (2016), qui ont trouvé que malgré 1’augmentation des composés phénoliques dans tous
les traitements par rapport au contréle, la capacité antioxydante a diminué dans tous les
traitements, sauf pour le contrdle. En revanche Ali et al., en 2015 ont constaté qu’il existe une
correlation positive entre la capacité antioxydante et le taux de composés phénoliques en
¢tudiant I’effet de différentes concentrations de deux éliciteurs, le jasmonate de méthyle
(MeJA) et I’acide jasmonique (JA), ainsi que d’un acide phytohormone gibberellique (GA)

sur la cinétique de croissance, 1’accumulation de métabolites secondaires et 1’activité
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antioxydante dans des cultures en suspension cellulaire d’Artemisia absinthium L. Schaich et
al. en 2015 ont aussi signalé une corrélation positive.

Ibrahim et Jaafar en 2013 ont constaté que lorsque la concentration en acide Abscisique
(ABA) augmente de 0 a 6 uM, la production de composés phénoliques totaux, de flavonoides
augmente en paralléle Ils ont également observé que les capacités antioxydantes (DPPH et
ORAC) ont augmenté.

La réduction du radical DPPH par les extraits de plantes a été attribuée par plusieurs auteurs, a
la présence de composés phénoliques qui permettent facilement de réduire les protons (Li et
al., 2009). Leur capacité varie d'un compose a l'autre et il existe une synergie entre eux et / ou
d'autres constituants présents dans les extraits (Bourgou et al., 2008).

La corrélation entre la teneur totale en phénol et I'activité antioxydante a été largement étudiée
dans différents aliments tels que les fruits et les Iégumes (Kiselova et al., 2006; Klimczak et
al., 2007; Kedage et al., 2007 et Jayaprakasha, 2008). L'activité antioxydante des fruits et
légumes augmente considérablement avec la présence d'une concentration élevee de
polyphénols totaux. Certains auteurs ont trouvé une forte corrélation entre les contenus
phénoliques et l'activité antioxydante (Ramful et al., 2011; Ouchemoukhe et al., 2012;
Benmeddour et al., 2013, Lagha et madani, 2013), d'autres non (Heinonen et al., 1998;
Amin et al., 2004; Anagnostopoulou et al., 2006; Nickavar et al., 2007 ; Kamran et al.,
2009).

> Activité antiparasitaire

Les plantes ont développé une série de mécanismes de défense pour se protéger contre les
attaques d'insectes. Ces défenses incluent des barriéres chimiques et physiques qui affectent
directement les performances de I'herbivore (Peng et al., 2011). Les plantes produisent donc
de facon constitutive des composés secondaires leur permettant de se défendre directement
contre certains herbivores et donc de restreindre le nombre d’espéces phytophages capables
de se développer a leurs dépens (Dugravot, 2004). Dans certains cas, les composés
secondaires ont un effet dissuasif géenéral sur les insectes en raison de leur toxicité, de leurs
propriétés répulsives ou anti-alimentaire (Dyer et al., 2003 ; Fucarino et al., 2004).
Cependant, ces systemes de défense ne sont que partiellement efficaces vis-a-vis d’insectes
spécialistes qui parviennent méme a tirer profit de ces composés chimiques (Dugravot,
2004). Ces composés secondaires vont pouvoir étre également utilisés par un certain nombre
d’insectes spécialistes, qui ont développé des stratégies leur permettant contourner ces
systemes de défense des plantes, mais aussi les séquestrer et les utiliser dans le cadre de leur
propre protection contre les prédateurs (Muller et al., 2003; Narberhaus et al., 2004 ;

~115~



RESULTATS ET DISCUSSION

Hundsdoerfer et al., 2005 ; Carroll et Berenbaum, 2006). Ces travaux nous ont incités a
étudier I’activité insecticide des extraits poly-phénoliques de Citrus sinensis var. Washington
navel sur les adultes et les deux stades larvaires de la Mouche Méditerranéennes des fruits
Ceratitis capitata. Pour ce faire, nous avons utilisé une souche de laboratoire de cératite
appelée Vienna 8 pour étudier I’efficacité insecticide et larvicide de ces composés
phénoliques sur cet insecte polyphage qui cause de nombreux dégits tant a 1’agrumiculture

qu’a d’autres cultures fruitieres.

Les résultats, dans les conditions de laboratoire, montrent que les extraits bruts des trois types
de fruits se sont avérés efficaces contre les adultes et les larves par rapport au témoin,
I’analyse statistique révele une différence hautement significative entre les extraits et le
témoin avec p <0,001.

Pour les bio-essais sur les adultes nous avons obtenu une DL50 de 205,48 mg / ml pour
I’extrait de fruits sains FS et 193,45 mg / ml pour I’extrait des fruits attaqués par les piqlires
stériles FM” et 192,38 mg / ml pour ceux attaqués par les piqures fertiles FM.

Plusieurs études ont prouvé que les extraits phénoliques et les huiles essentielles de 1’écorce
des fruits des agrumes ont une activité insecticide contre plusieurs insectes phyto-pathogénes
et méme d’autres a titre d’exemple : I'essai biologique avec des extraits a I'hexane de Citrus
limetta a donné des valeurs de CL50 de 132,45 et 96,15 ppm contre Aedes stephensi et Aedes
aegypti, respectivement. Tandis que les extraits a I'éther de pétrole des pelures de C. limetta
présentaient des valeurs de CL50 de 244,59 et 145,50 ppm, respectivement (Kumar et al.,
2012). Les huiles essentielles de de Citrus limon L., de Citrus aurantium L. et de Citrus
sinensis L., ont montré une forte toxicité vis-a-vis des larves de Culex pipiens avec des valeurs
de CL50 de 30,1, 39,81 et 51,5 mg / L respectivement (Michaelakis et al., 2009).
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CONCLUSION GENERALE

Les méthodes de lutte contre Ceratitis capitata, 1’insecte le plus redoutable de I’arboriculture
dans le monde, reposent sur [l'utilisation des insecticides, cependant la lutte chimique
semble mal maitrisée. Les produits appliqués de facon systémique et non rationalisée
présentent un sérieux danger pour I’environnement, 1’utilisateur et pour le consommateur. De
ce fait, la recherche d'une nouvelle méthode de lutte naturelle répondant aux exigences des
systemes de la protection intégrée s’avére nécessaire.

La nature des allélochimiques dérivés des plantes ou des métabolites secondaires impliqués
dans les différentes étapes des interactions plante-insectes, de la sélection de I'habitat a
I'acceptation de I'nbte, est tres variée. Dans cette étude, les métabolites secondaires des fruits
mars de Citrus sinensis ont été etudies, pour comprendre le mécanisme d'interaction fruit-
insecte qui est crucial pour développer des stratégies de lutte contre un tel ravageur. Cette
¢tude nous a permis d’obtenir un certain nombre de résultats intéressants :

L’¢tude bioécologique de Ceratitis capitata (Diptera ; Tephritidae), durant trois ans (2011,
2012 et 2013), a permis d’obtenir un certain nombre de résultats qui ont servi a connaitre la
répartition spatio-temporelle des attaques de la cératite sur les fruits de citrus sinensis
(oranges) de la variété Washington navel. La partie sud a présenté le taux le plus élevé de
trous de ponte pour les deux stations d’étude avec une moyenne de 5,79 + 0,11 pour la région
de Remchi et 5,94 + 0,11 pour celle de Hennaya , suivie par les orientations ouest. Les mémes
résultats ont été obtenus pour les fruits chutés pour lesquels nous avons enregistré une
moyenne de 4,71 + 0,1 pour I’orientation sud dans la région de Remchi et 5,77 + 0,1 pour la
région de Hennaya.

La cinétique des infestations par date nous a permis de constater la présence de deux
générations dans notre région d’étude, la premiere au début du mois de décembre et la
deuxiéme vers la fin du mois de janvier.

Les élevages menés au laboratoire ont permis de connaitre la durée de la nymphose qui a
varié selon la date de mise en élevage et qui était de 19,98 £ 2,23 jours en moyenne ainsi que
la durée moyenne de vie des adultes qui a été de 14,55 + 6,97 jours

Par ailleurs, I’ensemble des résultats de 1’¢tude biochimique montre que le taux en
polyphénols totaux était plus important dans les fruits infectés par les pigdres fertiles et dans
les fruits infectés par les piqQres stériles par rapport aux fruits sains.

L'analyse quantitative des polyphénols, déterminée par des techniques spectrophotométriques,
a permis d'enregistrer une tres forte concentration en flavonoides (0,292 + 0,009 ; 0,197 +
0,008) mg CE / g D.M. et des tanins (0,126 +/- 0,005 ; 0,086 +/- 0,004) mg CE / g D.M. dans
les fruits attaqués par piqare stérile et fertile respectivement ; alors que dans les fruits sains
nous avons enregistré une valeur de 0,086 + 0,004 mg CE/g D.M. pour les tanins et 0,197 £
0,008 mg CE / g D.M. pour les flavonoides.
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CONCLUSION GENERALE

L'analyse chromatographique par UHPLC a révélé la présence d'un nouveau composé a un
temps de rétention de 7,307 dans les fruits attaqués par les piqlres fertiles et une
augmentation de la quantité des autres composes.

L'analyse par GC-MS nous a permis d'identifier les acides gras, en particulier : 2,4-Di- tert-
butylphenol, n-Hexadecanoic acid et 9,12-Octadecadienoic acid (Z, Z) qui ont été signalés
comme entrant dans les cascades de signalisation quand la plante est attaquée par un insecte.
Leur role dans la défense devrait étre investi pour incorporer cette découverte dans les
programmes d'amélioration de la résistance de Citrus sinensis contre la cératite.

Le piégeage du radical libre DPPH’ nous a permis de classer les extraits par ordre de
réactivité croissante : fruits sains (FS) > fruits attaqués par les piqures stériles (FM’) > fruits
attaqués par les piqures fertiles (FM).

Les tests de toxicité effectués sur les adultes et les larves de Ceratitis capitata ont montré
qu’il existe une différence entre les extraits et les témoins ; nous avons pu détérminer une
DLso apres 96h d’exposition des adultes aux extraits.

Tous les résultats de cette étude ont des implications importantes sur le processus de prise de
décision pour la surveillance et la gestion efficaces de C. capitata dans les vergers d'agrumes.

Nous espérons continuer nos travaux en complétant le cycle complet de C. capitata sur
d’autres fruits afin de mieux cerner ce phytophage pour mieux le combattre. Une étude
génétique pour déterminer les genes qui codent pour les métabolites secondaires, en
particulier ceux qui ont un réle dans la défense de Citrus sinensis contre la cératite est
recommandée afin de développer la défense induite chez I’oranger doux contre la mouche
méditerranéenne des fruits.

Pour une étude plus approfondie, nous espérons poursuivre nos investigations en faisant des
tests in situ sur des vergers d’oranger et méme d’autres arbres fruitiers attaqués par la cératite,
afin d’en réduire les populations, diminuant ainsi ses dégats dans notre région. Le méme
schéma de lutte que nous avons préconisé pourrait étre adapté aux autres régions selon leurs

dates d’apparition de nouvelles générations.
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