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Résumé

Evaluation de I’effet insecticide et I’allocation des biomarqueurs
énergétiques de la chenille processionnaire du pin (Thaumetopoea
pityocampa Schiff) sous I’effet de trois huiles essentielles formulées (Thymus
pallescens Noé, Artemisia herba alba Asso. et Pinus halepensis Mill.)

La chenille processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa Schiff.) est 1'un des principaux
défoliateurs des foréts de pin d’Alep des régions du bassin méditerranéen. La lutte chimique considére
comme un moyen efficace mais les problémes de la résistance et de la nocivité de ces insecticides
synthétiques ont abouti a la nécessité de trouver des alternatives plus efficaces et plus saines, les huiles
essentielles sont les produits les plus testés actuellement. Notre étude est consacrée a la valorisation du
potentiel insecticide de trois huiles essentielles de Thymus pallescens Noé, Pinus halepensis Mill., et
Artemisia herba alba Asso vis-a-vis les larves L, et Ls de la chenille processionnaire du pin
(Thaumetopoea pityocampa Schiff.), dans le but de rechercher de nouveaux produits bioactifs naturels.
Dans la méme étude, nous avons effectué une série de dosage des biomarqueurs énergétiques pour
quantifier et comparer les variations et 1’allocation des réserves énergétiques dans le but de savoir la
réponse des chenilles traitées face a cette exposition. D’aprés les résultats obtenus, nous avons
constaté que les huiles essentielles des trois plantes aromatiques testées montrent une grande efficacité
sur les larves L, et Ls, cette derniére est estimée par des mortalités remarquables au niveau des
populations des chenilles, en outre, ces mortalité augmentent proportionnellement avec 1’augmentation
de la dose et le temps d’exposition. Les résultats décrochés ont montré que 1’huile essentielle de thym
est la plus efficace parce qu’elle a enregistrée une mortalité de 100% de tous les individus de stade L.
et Ls (effet de choc). L’étude des réserves énergétiques a montré la prédominance des réserves
lipidiques, ce qui expliquerait un gain d’énergie pour une accumulation des réserves chez les chenilles

destiné pour la reproduction.

Mots clés : Potentiel insecticide, Huile essentielle, thym, pin d’Alep, Armoise blanche, biomarqueurs,

réserves énergétiques.
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Introduction géneérale

Introduction générale

Les foréts résineux et surtout les foréts du pin d’Alep est sujet a divers problemes
sanitaires d'origine abiotiques (lors d’événements climatiques particuliers : gel, chutes de

neige...) ou biotiques (pathogénes, insectes...) (Marion, 2014).

Parmi les differents facteurs qui peuvent affecter la santé du pin d'Alep, ce sont les
facteurs climatiques qui jouent le rdle le plus important. Les "accidents climatiques™ tels les
grands froids ou les grandes sécheresses ont des conséquences directes sur 1’essence
provoquant quelquefois la mort des arbres, mais toujours une coloration rousse des feuilles et
un ralentissement de croissance pendant une ou plusieurs années (Bedel, 1986), mais ils
favorisent souvent I’intervention de facteurs entomologiques ou pathologiques dits
"aggravants”. Plus rarement une pluviométrie supérieure a la normale peut induire des

phénomeénes phytosanitaires sur le pin d'Alep (Mirault et Recad, 1992).

Dans les pineraies, la chenille processionnaire du Pin (Thaumetopoea pityocampa
Schiff.) constitue la principale source de perturbation forestiere, présenter des pullulations
abondantes et provoquer des dégats importants (Khous, 1992) sur les plantes qui en
consomment différentes parties (feuilles, racines, fleurs, fruits...) de fagon plus ou moins
sélective selon les especes. L’intensité des dommages causés a la plante dépend du type et de

la fréquence des attaques ainsi que du stade de développement de I’insecte (Marquis, 1992).

Face a cette situation écologique préoccupante, la lutte contre la chenille
processionnaire du pin exige de grands efforts et une surveillance continue, elle peut prendre
quatre formes principales : la lutte mécanique, la lutte chimique, la lutte microbiologique et
les luttes alternatives (la lutte sylvicole, la lutte biologique et les différents outils de
surveillance), dont I’utilisation des produits chimiques constitue a 1’heure actuelle la
technique la plus utilisée pour lutter contre les organismes nuisibles (Magan et Olsen, 2004).
Cependant I’emploi intensif et inconsidéré de ces produits a provoqué une contamination de la

biosphére et de la chaine alimentaire.

De ce fait, les recherches a I’heure actuelle s’orientent vers les plantes aromatiques
contenant des huiles essentielles qui agissent comme des biopesticides (Tapondjou et al.,
2003 ; Kellouche, 2005). Ce sont des produits biodégradable, plus sélectif que les substances
chimiques et sans danger pour les étres humains pour favoriser la mise en ceuvre de

techniques de lutte alternative (Leblond et al., 2010).
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Introduction géneérale

L’¢évaluation des effets de la toxicité chimique des huiles essentielles sur la réponse des
larves passe par le développement d’outils biologiques permettant 1’estimation de leur état de

santé.

En effet, I’exposition de la chenille a des huiles essentielles peut entrainer un
déséquilibre de leur balance énergétique qui se traduisant par une hausse des deépenses
énergétiques pour assurer leur survie, au dépend de I’énergie destinée a la croissance et a la

reproduction (Calow et Sibly, 1990).

Les biomarqueurs apparaissent comme des outils d’intérét pour évaluer les effets de
I’exposition des organismes a 1’état de xénbiotique, Ils permettent d’appréhender les modes
d’action des contaminants. (Forbes et al., 1997 ; McLoughlin et al., 2000). Leurs mesures

permettent de fournir une information quant a la contamination et a ses effets.

Dans cette étude, nous nous sommes fixés comme objectif principal, 1’évaluation du
potentiel insecticides de trois huiles essentielles formulées extraites du thym (Thymus
pallescens Noé.) ; du pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.) et de ’armoise blanche (Artemisia
herba alba Asso.), a différentes doses sur deux stades larvaires (L» et L3) de la chenille
processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa Schiff.), de 24h jusqu’a une semaine

d’exposition au stress chimique.

Ainsi nous avons réalisés une série de dosage des réserves énergétiques des chenilles de
la processionnaire exposées a différentes doses des huiles essentielles considérées dans le but

de chercher et comprendre les consequences vis-a-vis de 1’exposition & un stress chimiques.
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Chapitre 1. Modele d’étude : la chenille processionnaire du pin

« Thaumetopoea pityocampa Schiff.»

1.1. La place de la processionnaire du pin parmi les Thaumetopoeinae

Les Thaumetopoeinae est une sous famille des Notodontidae qui elle-méme appartient a
I’ordre des Lépidoptéres. Le genre Thaumetopoea regroupe 9 especes de chenilles

processionnaires (Agenjo, 1941 ; Kiriakoff, 1970).

Ces especes peuvent localement coexister et qui sont parfois difficiles a distinguer.
Toutefois, il existe certaines différences morphologiques (Figure 1.1.1) (telles que I’intensité de
la couleur des ailes) et biologiques (notamment en ce qui concerne les plantes hotes et la date
d’éclosion, qui peut avoir lieu au printemps pour Thaumetopoea bonjeani (Powell),
Thaumetopoea pinivora (Treitschke), Thaumetopoea processionea (L.), ou en fin d’été pour
Thaumetopoea pityocampa (Denis & Schiffermuller), Thaumetopoea wilkinsoni (Tams),
Thaumetopoea solitaria (Freyer), Thaumetopoea jordana (Staudinger), Thaumetopoea
herculeana (Rambur) et Thaumetopoea cheela (Moore) (Agenjo, 1941). Le développement
larvaire est donc printanier a estival pour les trois premiéres espéces, et hivernal pour
Thaumetopoea pityocampa (Denis & Schiffermuller), Thaumetopoea wilkinsoni (Tams)
(Imbert, 2012).

1.2. Classification systématique

La processionnaire du pin, Thaumetopoea pityocampa, a été décrite par Denis et
Schiffermiller en 1775. En latin, pityocampa signifie « chenille du pin » (campa = chenille,
pityo= pin) et Thaumetopoea signifie « qui vénére la verdure » (thaumeto= vénérer, poea=
herbe).

Régne Animalia.
Embranchement Arthropoda.
Classe Insecta.

Super-ordre Endopterygota.
Ordre Lepidoptera.

Famille Notodontidae.
Sous-famille Thaumetopoeinae.
Genre Thaumetopoea.

Nom binominal : Thaumetopoea pityocampa. (Denis & schiffermuller; 1775).

e
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Figure 1.1.1 : Les aspects morphologiques des différentes espéces du genre Thaumetopoea; (a) T.
pinivora; (b) T. pityocampa; (c) T. processionea; (d) T. herculeana; (e) T. solitaria,;

Photo de : CARLOS GOMEZ DE AIZPU'RA; (D) CREDIT: L. BERARDI (1986).
1.3. Cycle de developpement

Le cycle de vie de la processionnaire du pin est généralement annuel mais il peut s'étendre
sur plusieurs années, si les conditions sont défavorables (Escalon et al., 2013). Elle a un
comportement grégaire durant toute la vie larvaire notamment lors des déplacements en
procession alimentaire ou de nymphose et au moment des enfouissements dans le sol. La vie
grégaire des chenilles constitue un atout fondamental pour la survie de cet insecte. Ainsi, 1’effet
de groupe permet la réussite de la prise alimentaire car les chenilles néonates isolées sont
incapables de se développer. Une colonie de 200 chenilles résiste a -12°C alors qu’une chenille
isole meurt a -7 °C (Démolin, 1969a).

Le cycle s’effectue en deux phases a deux strates différentes de I'écosystéme : l'une
aérienne (évolution larvaire en cing stades), l'autre souterraine (prénymphose et nymphose)
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(Martin et Bonnet, 2007). Les différentes écophases de son évolution sont synthétisees et

illustrées par la figure 1.1.2.

Chenilles

stade LS

stade L4 Nid d’hiver
stade L3

stade L2
stade L1

FOMNE

HIVEF

CYCLE DE LA
Porte: PROCESSIONNAIRE
‘ DU PIN

Chrysalides (phase sous-terraine)

Imagos

Figure 1.1.2. : Le cycle de vie de la processionnaire du pin (Martin et Bonnet, 2007).

1.3.1. La phase aérienne :

Ce cycle est habituellement annuel, mais il peut se prolonger jusqu’a cinq ans Selon les
conditions environnementales notamment la température et I’ensoleillement, donc ’altitude et la
latitude, peuvent en effet fortement influencer le déclenchement des différents stades. La phase
aérienne dure cinq a huit mois et comprend plusieurs étapes, de 1’émergence des papillons

jusqu’a I’enfouissement précédent la nymphose (Martin, 2007).

Les adultes de processionnaires du pin émergent au cours de 1’été entre la fin Juin et la fin
Ao(t avec un pic d’émergence aux alentours de la mi-juillet. Les papillons sortent de terre ou les
nymphes étaient enterrées. Cette émergence se fait au coucher du soleil, Les males apparaissent
avant les femelles (environ une demi-heure). Généralement, la sex-ratio est équilibrée entre les
males et les femelles. Morphologiquement, les deux sexes se ressemblent notamment par leurs
ailes de couleur gris-blanchatre. Les papillons adultes mesurent de 35 a 40 mm. La femelle a un
abdomen volumineux, cylindrique avec une partie terminale noire. Ses antennes sont filiformes.
Les males sont plus petits, avec un abdomen plus étroit présentant un pinceau de poils écailleux a

e
5



Partie | Synthése bibliographique

son extrémité. Leurs antennes sont longues et pectinées (Figure 1.1.3) les males sortent les

premiers et sont suivis peu de temps apres par les femelles (Escalon et al., 2013).

Les papillons rejoignent un emplacement surélevé a proximité pour y déployer leurs ailes.
A la tombée de la nuit, la femelle va commencer a émettre une phéromone sexuelle afin d’attirer
les males pour I’accouplement (Figure 1.1.4). Une fois celui-ci terminé, le male meurt quelques
heures apreés, alors que la femelle va chercher un arbre par sa silhouette (Démolin, 1969b).

Figure 1.1.3 : différence de taille des Adulte Figure 1.1.4 : Accouplement des papillons de
(1=femelle et 2= male) (Démolin In Martin 2005). | processionnaires du pin (Martin In Démolin, 2005)

Aprés 1’accouplement et une fois son hdte trouvé les femelles vont pondre ses ceufs
généralement en une seule et unique ponte disposée en manchon autour de deux aiguilles,
formant un manchon de 5 cm de long, contenant 7 a 220 ceufs, protégés par les écailles de

I’abdomen maternel (Figure 1.1.5). Elle mourra quelques heures apres la ponte (Escalon et al.,
2013).

Figure 1.1.5 : le pont (manchon) Figure 1.1.6 : les différents stades larvaires
(Martin, 2007). (Martin In Démolin, 2005)

Quand la somme des températures moyennes journalieres a atteint 780°C correspondant au
cumul des températures moyennes des 30 a 45 jours apres I'émergence des adultes, les chenilles
L1 éclosent. La période d'éclosion va de fin juillet a la fin de septembre.

e eeeeer——
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Les larves sont des chenilles de quelques millimétres a 40 mm de long, brun noiratre avec
des taches rougeatres sur le dessus et les flancs. Sa face ventrale est jaune (Figure 1.1.6). Elles
possedent en position dorsale des miroirs composés de poils urticants, de tres petite taille (0,08-
0,16 nm) et réflechissant la lumiére. lls sont fusiformes avec une extrémité portant des barbules
acerées qui permettent leur pénétration dans la peau mais pas leur extraction. Ces poils

contiennent une protéine urticante, la thaumétopoéine (Escalon et al., 2013).

Les chenilles évoluent en cinq stades larvaires (L1 a L5) (Figure 1.1.6); lls sont
différentiables selon trois critéres: la quantité de soies (poils), la taille de la chenille (en
longueur et en diametre), la largeur de sa capsule céphalique. La période moyenne de
développement des 5 stades larvaires s’étale sur 10 mois (aout-septembre a avril-mai) pour les
populations d’altitude, sur 6 mois (octobre-novembre jusqu’a fin janvier- début mars) pour celles
évoluant sur le littoral, sur 7 a 8 mois (aout —septembre a mars-avril) pour celles localités
continentales des hauts plateaux et du versant nord de 1’atlas Saharien (Zamoum et Démolin,
2002).

Au stade L1, les chenilles mesurent deux a trois millimetres et sont de couleur jaune. Leurs
soies dorsales sont noires, tandis que leurs soies latérales sont blanches et plus longues. Leur
capsule céphalique, noire, est déja volumineuse et leur permet dés ce stade de s’attaquer a une
nourriture solide et résistante. La durée de ce stade larvaire est de 8 a 12 jours. Les chenilles
deviennent rousses a deuxiéme stade larvaire (L2) qui dure de 12 a 18 jours. Le nombre de soies
latérales augmente significativement. Ce phénomene s’amplifie encore au troisieme stade
larvaire (L3) et s’accompagne de I’apparition de poils urticants, localisés a la face dorsale de
certains segments abdominaux ce stade larvaire dure 30 a 60 jours. L’appareil urticant continue a
se développer au cours des deux stades suivants L4 et L5, La durée de ces deux stades larvaires
est de 30 a 60 jours. Au stade L5, les chenilles mesurent quatre a cing centimétres. A chaque
changement de stade larvaire, les chenilles entrent dans une période de mue ou elles cessent de
s'alimenter (Martin, 2005).

La construction de « nid » commence dés la sortie des chenilles L1. Celles-ci tissent un
entrelacement de soie trés fin tout autour de la ponte aussi appelé «pré-nid » (Dajoz, 1998). Elles
commencent a se deplacer la nuit pour s'alimenter pouvant aussi changer de lieu de
regroupement. Elles partent se nourrir en procession. Cette alimentation nocturne est réglée sur
la période d'obscurité. Mais dans des cas exceptionnels, comme la surpopulation ou des
températures nocturnes trop froides, l'alimentation peut se faire pendant la période diurne

(Burjeron, 1972). Des l'arrivee des premiers froids, la colonie commence la construction du nid

e
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d'hiver (Figure 1.1.7) qui est un radiateur thermique captant les rayons du proche infrarouge émis

par le soleil permettant ainsi la survie du groupe (Démolin, 1969).

Figure 1.1.7 : Nid d'hiver (Martin, 2007).

1.3.2. Phase souterraine

La phase aérienne se termine par la procession qui peut durer jusqu'a six jours. La chenille de
téte est une femelle (Démolin, 1971). Elle se dirige vers un terrain qui est ensoleillé et meuble.
Les chenilles de la procession se regroupent et I'enfouissement peut commencer (Figure 1.1.8).
Elles peuvent aller de 5 a 20 cm sous terre. Si les conditions d'espace et de température ne sont
pas réunies, les chenilles peuvent ressortir pour chercher une zone plus propice (Dajoz, 1998).

La phase souterraine peut alors commencer. Elle peut durer de quelques jours a plusieurs mois
de mars a juillet. Une fois sous terre, En fonction de I’altitude, de la latitude et de
I’ensoleillement, la chenille processionnaire adapte son cycle de développement grace a la
diapause au stade chrysalide (Figure 1.1.9). Dans les régions méditerranéennes, il reprend
activement quelques semaines avant I'émergence des adultes. Quand les conditions sont

défavorables, la diapause peut étre prolongée et peut durer jusqu'a cing ans (Markalas, 1989).

Figure 1.1.8 : Fin de la procession et début Figure 1.1.9: Chrysalides.
d'enfouissement (Martin ,2007). Male (& gauche) ; femelle (a droite) (Martin, 2007).
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1.4. Bioécologie et particularités du cycle de la chenille processionnaire du
pin
L’étude de la bio écologie des chenilles processionnaires du pin permet de considérer les

zones et les périodes a risque pour la faune et la flore, éléments indispensables pour le choix

d’un plan de lutte efficace.
1.4.1. Plante héte : (Pinus halepensis Mill.)

La chenille processionnaire du pin est phytophage : elle se nourrit des aiguilles de pins. L’origine
du nom Pinus proviendrait du mot «pit», mot indo-européen déesignant la résine ou encore du
mot celte «pen» désignant la téte. En latin «pinus» désigne le pin parasol et halepansis signifie
Alep (région d’Alep en Syrie) (Nahal, 1986).

La premiére classification du pin d’Alep est celle de Miller en 1768, reprise par Ozenda, (2006).

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes

Classe Pinopsida

Ordre Coniférales

Famille Pinaceae

Sous-famille Pinoideae

Genre Pinus

Espéce Pinus halepensis Miller, 1768
Noms Vernaculaire Snaouber halabi (Arabe), Azoumbei, tayada (Berbere), « Allepo

pine » (anglais).« Pino caracso » (espagnol).

Le pin d'Alep est un arbre de taille moyenne, pouvant atteindre une hauteur totale de 25 a
27 metres (Nahal, 1962). En Algérie, est un arbre de seconde grandeur et sa hauteur dépasse
rarement les 20 métres (Leutrech, 1982). La longévité du Pin d’Alep est estimée a 150 ans avec

une moyenne de 120 ans (Bouguenna, 2011).
1.4.2.Facteurs écologiques influencant le développement de la chenille

1.4.2.1. Ensoleillement et photopériode

La chenille processionnaire du pin n’est présente que dans les régions ou la durée moyenne
d’insolation annuelle est supérieure a 1800 heures. La photopériode joue également un réle

prépondérant dans le cycle de Thaumetopoea pityocampa: en effet, les chenilles processionnaires

e
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s’alimentent la nuit, lorsque les températures sont basses, et se regroupent dans la journée pour

digérer.
1.4.2.2. Température

Les chenilles processionnaires du pin sont capables de s’adapter afin de compenser
d’éventuelles variations climatiques, comme I’illustre la construction et 1’orientation du nid
d’hiver, permettant d’allier effet de masse (atténuation de fortes variations de température par
regroupement de nombreux individus) et insolation maximale. L’optimum de développement se
situe entre 20 et 25°C, ce qui explique le développement hivernal de Thaumetopoea pityocampa.
Le seuil critique inférieur, température basse a laquelle les chenilles meurent, est de -7°C pour un
individu isolé, mais il est diminué a -16°C lorsque les chenilles sont regroupées, grace a 1’effet

bénéfique du rassemblement des individus (effet de masse) (Hoch et al., 2009).

L’alimentation des chenilles dépend également de la température. Deux conditions sont en
effet nécessaires : association d’une température supéricure a 9°C dans le nid durant le jour et
d’une température de I’air supérieure a 0°C la nuit suivante (Battisti et al., 2005). Si I’une de ces
conditions n’est pas respectée, le taux de survie des chenilles diminue, car celles-Ci ne sortent pas

s’alimenter (Buffo et al., 2007).
1.4.3. Répartition géographique de la Thaumetopoea pityocampa

A T’échelle mondiale, les chenilles processionnaires du pin sont présentes sur plusieurs
continents aux : Etats-Unis, ou elles ont tendance a pulluler et en Europe. Elles se sont
retrouvées plus particulierement dans les pays méditerranéens (a I’exception de I’Egypte). Elles
se sont retrouvées également en France, Grece, Italie, Algérie, Albanie, Croatie, Liban, Maroc,
Tunisie, Turquie, Espagne, en Suisse et en Yougoslavie (Turpin, 2006). La distribution de la

Thaumetopoea pityocampa en Algérie est représentée dans la figure 1.1.10.

10
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Figure 1.1.10 : Distribution de Thaumetopoea pityocampa en Algérie en relation avec la distribution des
especes coniferes (Roques, 2014).

1.4.4. Conséguences environnementales et dégats forestiers

Cet insecte est un des plus grands défoliateur, d’intérét économique considérable en raison
des dégats causés aux foréts résineux. La larve, ou chenille, est tristement célebre nom seulement
pour les dégats économiques (pertes de croissance des arbres) et esthétiqguement (défoliations,
présence de cocons) qu’elle provoque, mais aussi et surtout pour ces propriétés urticantes

(Demolin et al, 1996).

En Algérie, depuis I’indépendance, I’accroissement des reboisements en pin d’Alep, Pinus
halepensis Mill., a entrainé une prolifération de la processionnaire du pin, Thaumetopoea
pityocampa Schiff., mettant en danger les jeunes reboisements (Gachi, 1996).

La chenille processionnaire du pin est 'un des principaux défoliateur des peuplements

résineux de la zone méditerranéenne (Huchon et Démolin, 1970).

Les conséquences environnementales sont a la fois d’ordre esthétique (défoliations,
présence de nids d’hiver...) et d’ordre économique (perte de croissance des arbres dans les
plantations et foréts de production, parcs et jardins publics devenus inhospitaliers, notamment en
raison des dégats esthétiques et des risques d’urtication). Dans les foréts, la présence des
chenilles auraient méme provoqué la migration du gibier, fuyant les zones souillées par ces
insectes (Scheiner, 2003).

Les conséquences écologiques et sanitaires de la présence de la chenille processionnaire du

pin justifient la mise en place d’une lutte environnementale contre ce ravageur forestier.

e
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1.4.4.1. Conséquences ecologiques

Dés I’éclosion, a I’automne, les chenilles commencent & se nourrir des aiguilles de I’arbre
hote, puis les défoliations s’intensifient au cours de I’hiver. Les chenilles s’alimentent dans un
premier temps des aiguilles a proximité de la ponte, puis s’éloignent progressivement au cours de
leur developpement larvaire. Les préjudices écologiques dépendent donc du stade d’évolution
des chenilles (Turpin, 2006).

Les conséquences directes de la défoliation sont 1’affaiblissement par diminution du
pouvoir de photosynthése et la perte de croissance des arbres tant en circonférence qu’en hauteur
(Arnaldo, 2010). Une défoliation méme totale ne provoque pas la mortalité des arbres atteints.
Les chenilles ont donc une action néfaste sur la production et 1’accroissement des arbres, mais
pas directement sur la mortalité des pins (Lilian, 2016). Les mortalités d’arbres consécutives aux
défoliations des chenilles processionnaires sont donc trés rares et n’interviennent que si d’autres
facteurs affaiblissent les pins (Rousselet, 2008). Avec un effet indirect, si les populations sont
importantes, occasionnant une défoliation massive les arbres deviennent toutefois plus
vulnérables aux ravageurs secondaires comme les scolytes ou le pissode (Markalas, 1998) et

aux stress thermiques et hydriques (Martin, 2005).
1.4.4.2.  Conséquences économiques

Les conséquences économiques sont principalement liées aux pertes de croissance en forét
de production, dues aux défoliations massives par les chenilles processionnaires du pin qui
peuvent se répercuter sur plusieurs années. Ainsi, d’aprés Morel (2008), une année de forte
Pullulation entrainera une perte économique d’une année compléte de production de bois, étalée

sur les 3 années suivant 1’attaque.

1.5. Moyens de lutte

La lutte contre la chenille processionnaire du pin a pour principal objectif de maintenir les
populations a des niveaux tolérables, afin de protéger la santé humaine et animale ainsi que les
peuplements forestiers, mais n’a pas pour finalité son éradication (Leblond et al., 2010). Elle
n’est pas toujours obligatoire et, si elle est mise en ceuvre, doit étre adaptée au contexte et

pratiquée de maniére raisonnée.

I1 existe plusieurs techniques de lutte, dont I’utilisation varie selon le cycle biologique de

I’insecte, lui-méme dépendant de la localisation géographique et des conditions climatiques : les

e
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périodes de traitement, dépendantes du stade de développement de I’insecte. Il existe
actuellement quatre principaux types de mesures de lutte contre ce ravageur : la lutte mécanique,
la lutte chimique, la lutte microbiologique et les luttes alternatives (la lutte sylvicole, la lutte
biologique et les différents outils de surveillance), ces dernieres étant plus respectueuses de

I’environnement (Leblond et al., 2010).

En raison de son efficacité et de son application facile et pratique, I’utilisation des
produits chimiques constitue a I’heure actuelle la technique la plus utilisée pour lutter contre les
organismes nuisibles (Magan et Olsen, 2004). Cependant, I’emploi intensif et inconsidéré de ces
produits a provoqué une contamination de la biosphére et de la chaine alimentaire, une
¢éradication des especes non cibles telles que la faune auxiliaire et ’apparition des organismes
résistants. Ces conséquences négatives ayant pour résultat I'attention croissante étant donnees
aux produits naturels (Isman, 2005). En effet, de nouveaux produits sont recherchés pour, d’une
part, assurer une protection efficace de la production agricole, et d’autre part, contribuer a une

gestion durable de I’environnement (Shaaya et al., 1997).

13
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Chapitre 2. Les pesticides d’origine botanique

Introduction

La protection des plantes contre les organismes nuisibles sans I’inconvénient des
pesticides de synthese, exige la recherche d’autres méthodes alternatives, en protection
phytosanitaire (Larew et Locke, 1990 ; Gomez et al., 1997). Une alternative aux pesticides
s'imposant, le monde scientifique s'est mis a la recherche d'un produit biodégradable, plus
sélectif que les substances chimiques et sans danger pour les plantes, les animaux et les humains.
Les biopesticides représentent une bonne alternative aux produits chimiques (Lamontagne, 2004
; Rochefort et al., 2006 ; Deguine et Ferron, 2006).

Les plantes spontanées et aromatiques gréce a leurs molécules bioactives sont considérées
comme des outils de choix dans les programmes de gestion de la résistance des bio-agresseurs.
Les huiles essentielles ou essences végétales sont des produits huileux, volatils, odorants et
incolores ou légérement teintés (Budavari et al., 1996), ces essences végétales sont largement

distribuées dans le régne végétal et n’existent que chez les végétaux supérieurs (Richter, 1993).

Les huiles essentielles se trouvent dans tous les organes de la plante : racine, fruits, graines,
fleurs, feuilles, écorces, bois, etc... Elles se forment dans cellules spécialisées, le plus souvent,
regroupées en canaux ou en proches sécréteurs et elles sont ensuit transportées dans les

différentes parties de la plante, lors de la croissance de cette derniére (Bernard et al., 1988).

Elles se différencient des huiles grasses, par leurs propriétés physiques et leur composition,
du fait qu’elles se volatilisent a la chaleur et que leurs taches sur le papier sont passageres (Sallé,
1991). Elles se caractérisent par leurs propriétés organoleptiques (odeur, couleur et gout). A la
température ambiante, elles sont généralement liquides de densité souvent inférieure a celle de

I’eau. Elles sont incolores ou jaune pale, sauf quelques exceptions.

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre
organismes phytopathogenes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-
Balchin, 2002).

2.1. Le role des huiles essentielles

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en

parfumerie, en cosmétique, dans la conservation des aliments et dans la protection des cultures.

e
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Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues (Paster et al.,
1990 ; Caccioni et al., 1994 ; Cowan, 1999 ; Nielsen et al., 2000 ; Lamiri et al., 2001 ;
Cimanga et al., 2002).

Ces sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui leur donne une
place parmi les moyens thérapeutiques pour gueérir, atténuer ou prévenir les maladies et les

infections, notamment les infections respiratoires (Buchbauer et Jirovetz, 1994).

Dans le domaine des parfums et cosmétiques, les huiles essentielles sont employées en tant
qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent d’augmenter la
durée de conservation du produit. Cependant, ¢’est surtout pour leurs caractéristiques odorantes
qu’elles sont utilisées, notamment dans la formulation de parfums, de produits d’entretien

personnels ou ménagers (Aburjai et al., 2003).

Certaines huiles essentielles servent a la défense des plantes contre les herbivores, insectes
et micro-organismes (Capo et al., 1990),elles protegent les cultures en inhibant la multiplication
des bactéries et des champignons. Elles empéchent la dessiccation de la plante (perte d’eau) par
évaporation excessive et protegent la plante contre la lumiere soit par diminution ou
concentration.

Par ailleurs leurs composés interviennent dans les réactions d’oxydo-réduction, comme
donneurs d’hydrogeéne. Par exemple I’isopréne réagit rapidement avec 1’ozone et les radicaux

hydroxyles. Aussi, elles émettent 1’excés de carbone et d’énergie (Sharkay et al., 2001).
2.2. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger pour
I'organisme". Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la
peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines (Naganuma et al., 1985). D'autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique,
Il existe aussi quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables d'induire la

formation de cancers (Homburger et al., 1968).

Les huiles essentielles ont une toxicité aigué par voie orale, la majorité de celles qui sont

couramment utilisées ont une DL 50 comprise entre 2 et 5 g/Kg (anis, eucalyptus, girofle, etc...),
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ou ce qui est le plus fréquent, supérieure a 5 g/Kg (camomille, citronnelle, lavande, marjolaine,

vétiver, etc...) (Bruneton, 1999).

2.3. Activité biologiques des H.Es et de leurs constituants

2.3.1. Activité insecticide

L’effet insecticide des huiles essentielles par contact, par ingestion et par fumigation a été
bien démontré. Contre les déprédateurs des denrées entreposées, plusieurs études ont été

réalisées sur I’efficacité des huiles essentielles (Regnault-Roger et al., 1993).

En Algérie, des travaux ayant le méme axe de recherche ont été entrepris. Kechout (2001),
avait testé 1’efficacité de I’huile essentielle du thym sur Sitophilusorysae L., traduite par un taux

de mortalité évalué a 85%.

La sensibilité d'un insecte pour une huile essentielle évolue en fonction de son cycle
biologique. La cible d'action de ces huiles au niveau des insectes est différente de celle des
hommes, ce qui fait qu'aucune toxicité directe sur I'Homme n'a été pour le moment mise en
évidence. En effet, les récepteurs chimiques chez les insectes n'existent pas dans le systeme
nerveux des mammiféres (Isman, 2000). Ainsi, il a été montré que plusieurs composés des
huiles essentielles (thymol, eugenol) sont des neurotoxines qui interféerent avec le
neurotransmetteur octopamine unique aux Arthropodes (Isman, 2002). A cause de leur faible
persistance, les huiles essentielles des plantes aromatiques ne présentent pas de risques pour

I'environnement (Regnault-Roger, 2002).
2.3.2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne
est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006). En général les huiles essentielles empéchent

la multiplication, la sporulation et la synthése des toxines des bactéries (Hulin et al., 1998).

Rhayour (2002) a observé gue le traitement des Mycobactéries par les huiles essentielles,
engendre la turgescence des cellules bactériennes suite a I'entrée massive du milieu, qui ne peut
étre réalisée qu'a travers des ouvertures localisées au niveau de I'enveloppe cellulaire, alors que

ce phénomene n'est pas observé en utilisant des antibacillaires.
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2.3.3. Activité acaricide

Phytophage ou ectoparasites, les acariens ont été la cible de plusieurs essais testant
I’efficacité des huiles essentielles pour une éventuelle utilisation dans la lutte contre ces

déprédateurs.

En Algérie, Chouat (2004), a réalisé des tests sur I’efficacité des huiles essentielles
d’Artemisia herba alba (armoise blanche) et de /’Origanum glandulosum (Origan) sur les formes
mobiles et les ceufs de Tetranychus cinnabarinus. Les résultats étaient significatifs pour les deux
stades, le test sur les formes mobiles arréta 0.25% la dose la plus faible qui donna des mortalités
de 61,11% et 73,62% pour 1I’Armoise blanche et 1’Origan respectivement. Alors que pour les
ceufs, la létalité de la méme dose fut traduite par un taux d’ceufs non éclos de 77,27% pour

I’ Armoise blanche et 69,54% dans le cas de I’Origan.

L'efficacité maximale d'un produit acaricide est atteinte lorsque la matiére active est
repartie de facon homogene dans la ruche, de maniére a exposer chaque acarien a une dose
létale. On distingue des méthodes traditionnelles comme, I'évaporation, l'aspersion ou la
fumigation, et des techniques modernes comme ['utilisation de la voie systémique ou

l'aérosolisation thermique, comme les huiles de thym et d’origan (Oie, 2013).
2.3.4. Activité antifongique

Comme pour I’activité antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué a la présence de
certaines fonctions chimiques dans la composition des H.Es. Plusieurs travaux ont révélé que le
pouvoir inhibiteur était essentiellement d0 & la réactivité de la fonction aldéhyde avec le
groupement thiol des acides aminés impliqués dans la division cellulaire (Kurita et al., 1979).

D’autres auteurs ont démontré que la formation d’un complexe entre le donneur
d’¢lectrons et 1’aldéhyde induit un changement de 1’état ionique de la membrane traduisant par
un déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la mort cellulaire

(Baser et Buchbauer, 2010).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae: thym, origan, lavande, menthe, romarin,
sauge, etc... L’essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles les plus
actives (Bourrel, 1993 ; Agnihotri et al., 2003).
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Chapitre 3. Les biomarqueurs

3.1. Définition

Un biomarqueur est défini comme un changement observable et/ou mesurable au niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental qui révele I'expression
présente ou passé d'un individu & au moins une substance chimique a caractére polluant (Doly,
2007). L’approche « biomarqueur» peut étre illustrée par une relation entre 1’état de santé d’un
organisme et sa réponse a des concentrations croissantes de contaminants dans son
environnement (Timbrell et al., 1994; Lagadic et al., 1997; Van der Oost et al., 2003).

Les biomarqueurs sont des variables biologiques permettant a la fois de caractériser 1’état
physiologique des individus dans un environnement donné et de détecter, de facon précoce, tout
déreglement pouvant avoir des répercussions a plus long terme sur les écosystemes (populations
et communautés) (Schlenk, 1999).

3.2. Les différents types des biomarqueurs

On distingue trois types (Margand, 2001). Les biomarqueurs d’exposition concernent la
réponse a une interaction entre un agent xénobiotique et une molécule ou cellule cible. Cette
réponse rend compte de la pénétration du polluant dans I’organisme, telle que I’induction des
protéines de stress. Les seconds sont les biomarqueurs d’effet qui donnent des informations sur
I’état de santé de 1’organisme, telles que les réserves énergétiques. Le troisiéme type concerne
les biomarqueurs de sensibilité. Ce type de biomarqueurs indique que 1’organisme a déja été
soumis au méme polluant et qu’il s’y est adapté. On peut citer par exemple la résistance a un

insecticide chez les insectes. Il s’agit surtout de modifications génétiques.

Ces trois types de biomarqueurs peuvent étre soit non-spécifiques, soit spécifiques a un
type de polluant (par exemple a une exposition a des métaux ou des pesticides organohalogénés)
(Depledge et Fossi, 1994).

Néanmoins, tous les auteurs ne catégorisent pas les biomarqueurs de la méme maniére. La
division proposée par De La fontaine et al. (2000) semble plus adaptée. Elle divise les
biomarqueurs en deux catégories : Les biomarqueurs de défense regroupent les biomarqueurs qui
indiguent la mise en place de mécanismes de régulation. Les biomarqueurs de dommage quant a
eux regroupent les biomarqueurs qui indiquent une atteinte biologique. Ces atteintes peuvent
éventuellement conduire a une altération des fonctions biologiques, comme par exemple la
fonction de reproduction, voire de la survie (Amiard-Triquet et Amiard, 2008).

e
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3.2.1. Les biomarqueurs d’exposition

Les biomarqueurs d’exposition permettent de détecter et de mesurer une interaction entre
une molécule chimique et des molécules (ou cellules) cibles comme 1’ADN ou les protéines. Ils
peuvent étre utilisés pour confirmer et évaluer 1’exposition des individus & un contaminant
particulier. Par exemple, I’activité de 1’acétylcholinestérase et les adduits d’ADN sont intégrés a

cette catégorie (Lagadic et al., 1997 ; Van der Oost et al., 2003).
3.2.2. Les biomarqueurs d’effet

Les biomarqueurs d’effet permettent de mesurer les altérations biochimiques, physiologiques ou
autres. Ils se mesurent dans les tissus ou fluides corporels d’un organisme et ils peuvent étre
associés a des perturbations de la santé des organismes ou a des maladies. Par exemple, les
biomarqueurs liés a la peroxydation lipidique et a la stabilité des membranes lysosomales font
partie de cette catégorie (Lagadic et al., 1997 ; Van der Oost et al., 2003).

3.2.3. Les biomarqueurs de sensibilité

Les biomarqueurs de sensibilité indiquent la capacité inhérente ou acquise d’un organisme
a répondre au challenge de I’exposition a un xénobiotique. Par exemple D’activité de
I’éthoxyrésorufine O-déséthylase (EROD), I’activité de la glutathion-S-transférase (GST) et les
métallothionéines sont intégrés a cette catégorie (Lagadic et al., 1997 ; Van der Oost et al.,
2003).

3.3. Intérét des biomarqueurs

Lors du contact entre un organisme et un contaminant, les premiers évenements
mesurables ont lieu au niveau moléculaire par I’interaction du xénobiotique avec des molécules
endogenes (Lagadic et al., 1997a). Les biomarqueurs, peuvent fournir des informations sur les
stratégies et/ ou les mécanismes moléculaires et cellulaires qu’un organisme développe pour
faire face aux effets néfastes de cette interaction. Cet aspect préventif leur permet donc de
diagnostiquer de fagon précoce des dysfonctionnements physiologiques de I’individu, ¢’est-a-
dire avant que des dommages tissulaires ou des effets néfastes sur les principales fonctions
biologiques ne soient détectables (Van der Oost et al., 2003). Les espéces supports
sélectionnées pour 1’étude de la réponse des biomarqueurs (peuvent en fonction de leur habitat et
de leur position dans le réseau trophique, fournir des informations sur la facon dont se

comportent les polluants ans les écosystéemes (Lagadic et al., 1997a ; Stegeman et al.,1992).
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Les biomarqueurs présentent donc un caractere intégrateur important qui leur confere un
indéniable avantage par rapport aux methodes chimiques ou aux méthodes biologiques basées
sur la bioindication classiquement mises en ceuvre pour la surveillance des écosystémes. Ils
permettent une évaluation géographique et temporelle de la contamination des milieux et des

effets associes.
3.4. Les réserves énergétiques comme biomarqueurs

L’exposition des organismes vivants a des cocktails de polluants est susceptible
d’engendrer une perturbation de leur métabolisme énergétique. En effet, les mécanismes de
défense vis-a-vis des facteurs de stress environnementaux sont considérés comme
métaboliquement colteux (Calow, 1991), impliquent une diminution de 1’énergie disponible en
faveur d’autre processus : le métabolisme basal, la croissance et la reproduction (Holloway et
al., 1990). Parmi les biomarqueurs du métabolisme énergétique couramment utilisés les réserves
énergétiques (Le Gal et al., 1997 ; Mayer et al., 2002 ; Durou, 2006).

[ Nourriture 1

!

[ Réserves ]

Reproduction

Mainte%}

[ poids | | Activie | [ ufs |

Figure 1.3.1 : répresentation schématique de la répartition de 1’énergie dans la théorie (Kooijman.,
2000).

Il existe trois types de réserves énergétiques : les glucides, les lipides et les protéines. La
premicre source d’énergie, et immédiate, utilisée lors d’un stress correspond généralement aux

glucides, et plus particulierement au glycogéne (Umminger, 1977).

Les lipides sont la seconde source d’énergie utilisé lors d’un stress (Sujatha et al., 1996 ;
Bhavan et Geraldine, 1997). Les lipides peuvent aussi étre mobilisés en premier lorsque la
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nourriture devient rare (Sargent et al., 1989 ; Hashemi et al., 2008). Une diminution des
concentrations en lipides est généralement observée quand la concentration en glucides devient

faible ou quand la demande énergétique est trop forte (Blem, 1992).

Les protéines sont la derniére source d’énergie utilisée lors d’un stress. Face a un stress, les
organismes ont besoin de beaucoup d’énergie pour lutter et se maintenir, et cette énergie peut
étre stimulée par le catabolisme des protéines (Ribeiro et al., 2001). Une diminution de la
concentration en protéines peut étre due a la formation de lipoproteines utilisées pour réparer les
dommages causés aux organites des cellules et des tissus (Rambabu et Rao, 1994 ; Sancho et
al., 1998) ou peut étre attribuée a une diminution de 1’activité métabolique générale
(Baudrimont et al., 1997 ; Geret, et al., 2003). Cette diminution indique donc une protéolyse
qui permet la production d’acides aminés libres. Ces acides aminés vont pouvoir étre utilisés par

le cycle de Krebs pour fournir de 1’énergie ou par la gluconéogenése pour fournir du glucose.

Les lipides et les protéines sont considérés comme de bons indicateurs de 1’état nutritionnel
et reflétent 1’état physiologique des organismes (Guisande et al., 1991 ; Printes et Callaghan,
2003).
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Chapitre 1 : Matériel et Méthodes

1.1. Présentation du Milieu de prélevement

L’espéce Thaumetopoea pityocampa utilisée comme mode¢le d’étude, a été prélevée de la forét
de Boumergued (Flore de Djebel Djehifa) qui se située a I’Est de la ville de Bordj Bou
Arréridj, la superficie globale de la forét est de 301 ha divisé en 2 communes, BBA et El
Annasser dont la superficie respectivement de I’une est 128 ha et 1’autre 173 ha (figure 11.1.1),
les coordonnées geographiques éetant : 36°04'01.0" Nord, 4°47'34.7" Est, altitude : 3.28 Km.
La forét de Boumergued est connue par la forte infestation de ses arbres par la chenille
processionnaire du pin (C.S.F. 2017a).
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Figure 11.1.1: la forét de Boumergued (C.S.F. 2017b).

1.2. Description botanique des plantes étudiees

Les plantes utilisée dans 1’évaluation de I’effet insecticide récoltée a différents régions
d’Algérie, Les échantillons de thymus pallescens a la région de Mascara, Artemisia herba
alba et le Pinus halepensis a bordj Bou Arreridj, ce sont :
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1.2.1. Thymus pallescens Noé
Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées,
avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002).
Le Thymus pallescens Noé appartient a la famille des lamiacées. Originaire du bassin
méditerranéen, cet arbrisseau aux nombreux rameaux Serres, est une espece végetale vivace
(Lucchesi, 2005).

C’est un petit arbuste de 36 cm de longueur en moyenne, portant des tiges dressees et
robustes. Les feuilles sont oblongues, lancéolées, glabres et rarement hispides (figure 11.1.2).

L’inflorescence est plus ou moins interrompue a la base. Le calice est a 5 dents toutes
longuement subulées, bien plus longues que le tube, & lévre supérieure divisée dans son tiers
supérieur. Les fleurs sont blanches a peine plus longues que le calice. Le période de floraison
s’étale du mois d’avril au mois de juillet. (Quezel et Santa, 1963 ; Morales, 2002).

Thymus pallescens Noé est une espéce endémique en Algérie, elle pousse généralement
entre 450 et 750 meétres d’altitude (Quezel et Santa, 1963 ; Morales, 2002). Cette plante
possede différentes propriétés biologiques, antibactériennes (Sahraoui et al., 2007 ; Hazzit et
al., 2009), antifongiques (Belkheir et al., 2012 ; Rasooli et al., 2006) et anti-oxydantes
(Sahraoui et al., 2014 ; Bouhdid et al., 2006).

Figure 11.1.2 : Thymus pallescens Noé (Durieu et al., 1849).

1.2.2. Artemisia herba alba Asso

L’espece Artemisia herba alba Asso (Armoise blanche, Chih); est un arbrisseau
méditerranéen de 30 a 60 cm (Boullard, 2001) nain médicinal et aromatique, sauvage (Salido
et al., 2004) appartenant a la famille des Astéracées (Akrout, 2004), connue depuis des

millénaires. C’est une plante herbacée poussant en grandes touffes, a tiges ligneuses et
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ramifiées, tres feuillées (figure 11.1.3) (Pottier, 1981). Cette plante septique reste toujours
verte, sa croissance végétative a lieu a I’automne ou les feuilles sont de grande taille. Dés la

fin de I’hiver et au printemps, les feuilles seront plus petites (Le Floc’he, 1983).

La floraison commence en Juin et se développe essentiellement en fin d'été, présente
une forte production de graines et un pouvoir de régénérations élevé (Nabli, 1989). L'armoise
blanche se développe dans les zones bioclimatiques qui vont de la partie supérieure semi-

arides a la partie inferieur Subsaharienne (Gharabi et al., 2008).

Elle se caractérise par une bonne valeur fourragére et par une composition en huiles
essentielles ayant plusieurs activités biologiques, telles que ’activité antimicrobienne (Setzer
et al., 2004), antioxydante (El-Massry et al., 2002, Kim et al., 2003, Kordali et al., 2005),
anti-inflammatoire (Guardia et al., 2003) et insecticide (Negahban et al., 2007).

Figure 11.1.3: Artemisia herba alba Asso. (Bouchikhi, 2011).
1.2.3. Pinus halepensis Mill.

Pinus halepensis Mill., ou pin d’Alep appartient a la famille des pinacées (Abiétacées),
genre pinus, est un arbre de 20 a 25 m de haut, aux branches étalées qui occupe une aire de
répartition morcelée sur tout le pourtour méditerranéen (Quezel et Santa, 1963 ; Nahal,
1985 ; Coombes, 1993). Il se développe dans les zones semi-arides a faible pluviométrie de
300 a 450 mm. Il est bien connu par sa plasticité et son adaptation a différents types de sol
(Maatoug, 1998).

L'arbre du pin d'Alep est toujours vert, vivace, a ecorce lisse de couleur gris-argentee,
devient crevassée gris-brunatre, riche en tanins. Les aiguilles sont de fausses feuilles

persistantes, filiformes, groupées par paire (figure 11.1.4). Les cdnes femelles ovoides de 6 a
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12 cm de long, sont d’un roux vif, luisant a maturité (Quezel et Santa, 1963 ; Nahal, 1985 ;
Coombes, 1993).

La régénération du pin d’Alep est facile et abondante ; une fois que les graines tombent

sur le sol, elles germent rapidement, a la lumiere, pendant la saison humide (Goubi, 2011).

, _ -
Figure 11.1.4 : Pinus halepensis Mill. (Original, 2017).

1.3. Conditions expérimental
1.3.1. Matériel biologique

L’étude a été menée durant la fin d’automne, du Novembre jusqu’au Décembre sur deux
stades larvaires (L2 et L3) de Thaumetopoea pityocampa Schiff. évoluant dans des pré-nids

tissés tout autour de la ponte sur les quelles sont prélevees. (Figure 11.1.5).

S X
Figure 11.1.5: Présentation du pré-nids et larves de Thaumetopoea pityocampa Schiff.

(Original, 2017).
a : Pré-nids. b : Larves.

1.3.2. Procédes d’extraction et de formulations des huiles essentielles

Dans un alambic, nous avons porte a ébullition 100 gr de Thymus pallescens Noé,

Artemisia herba alba Asso. et Pinus halepensis Mill. dans 1 litre d’eau. Les cellules du
R
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végétal éclatent et libérent alors les molécules chimiques odorantes qui sont entrainées par la
vapeur d’eau. Ces derniers sont récupérés dans une burette aprés condensation dans le

réfrigérant.

L’hydrodistillation obtenue contient une phase aqueuse (hydrolat) ainsi qu’une phase
organique (I’huile essentielle). L’huile essentielle est récupérée et conservée dans des tubes
opaques en verre a une température comprise 0°C et 6°C. Les huiles essentielles obtenues,

sont par la suite formulées.
1.3.3. Préparation de la gamme de doses des huiles essentielles étudiées

Le choix des doses des huiles essentielles est basé sur plusieurs tests préliminaires,
Trois doses ont été préparées a partir d’une dose initiale. Les extraits des huiles essentielles
obtenus des trois plantes étudiées, ont été formulés par le tween 80 a 3%. Pour les trois huiles
essentielles considérées trois doses retenus a savoir de 0,25%, 0.5% et 1 % pour le thym, de
1%, 1.5 % et 2 % pour le pin d’Alep et de 0,5%, 1 % et 1.5% pour ’armoise blanche.

1.4. Méthodes d’étude
1.4.1. Dispositif expérimental
Vingt chenilles de Thaumetopoea pityocampa Schiff, aux stades larvaires Lz et Ls, sont
prélevées de leurs pré-nids placées dans des gobelets en plastique transparents recouverts par
un tissu perforé transparent (figure 11.1.6), afin de permettre 1’aération et pour faciliter
I’application des traitements (Thymus pallescens Noé, Pinus halepensis Mill. et Artemisia

herba alba Asso.).

Dans chaque gobelet, on met un rameau de pin d’Alep, pour assurer la nourriture des
chenilles. L’ensemble des gobelets contenant les chenilles, sont place des conditions ambiante

de température moyenne de 28°C, avec une alternance lumiere /obscurité 12h/12h.

Figure 11.1.6: Dispositif expérimental (Original, 2017).
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A fin d’étudier la toxicité des huiles essentielles formulées, extraites des trois plantes a
savoir le Thym, 1’Armoise et le pin d’Alep, nous avons pulvérisé¢ les gobelets préparés
précédemment, par les traitements formulés avec leurs différentes doses, Thym (0.25 %,
0.5%, 1%) ; Armoise (0.5 %, 1 %, 1.5 %) ; Pin d’Alep (1 %,1.5 %, 2 %).

Pour les témoins, nous avons pulveérisé les individus de chenilles par un mélange de
tween 80 a 3% et de I’eau.

Apres 24h, 48h, 72h et une semaine de contact, nous avons dénombreé les larves mortes,
et les résultats obtenus de la sensibilité larvaires envers ces traitements ont été exprimés en
pourcentage de la mortalité en fonction des concentrations d’huile essentielle utilisée.

1.4.2. Calcul le DL 50

L'efficacité d'un toxique se mesure par sa DLso qui représente la quantité de substance
toxique entrainant la mort de 50% d'individus. L'efficacité d'un produit est évaluée par la
mortalité. Le nombre d'individus dénombrés morts dans une population traitée par un toxique

n'est pas le nombre réel d'individus tué par ce toxique.
1.4.3. Méthodes d’estimation de certains parametres populationnels
1.4.3.1. Mortalité journaliere

L’évaluation de I’effet toxique des traitements ont été estimés selon la courbe de survie
est une courbe figurant la proportion d'individus vivants en fonction du temps (ou d'une dose

de traitement).

1.4.3.2. Mortalité corrigée
Afin de suivre I’évolution chronologique de la mortalit¢ des chenilles soumis aux
différentes huiles a différentes concentrations, les observations sont réalisées successivement
apres 24 heures, 48 heures, 72heures et une semaine.
Il existe, en fait dans toute population traitée une mortalité naturelle qui vient s'ajouter
a la mortalité provoquée par ce toxique, les pourcentages de mortalité doivent étre corrigés
par la formule d'Abbott (1925) :

MC%= (M-Mt*100)/ (100-Mt)

MC%= mortalité corrigée en pourcentage ;
M= mortalité de I’échantillon testé ;

Mt = mortalité dans le témoin non traité.
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1.4.4. Méthodes d’estimations de certains parameétres biochimiques

1.4.4.1. Dosage des protéines

La méthode de Bradford (1976) est une méthode d'analyse spectroscopique utilisée
pour mesurer la concentration des protéines en solution. C’est un dosage colorimétrique basé
sur le changement d'absorbance (la mesure se fait & 595 nm), se manifestant par le
changement de la couleur du bleu de Coomassie aprés liaison (complexification) avec les
acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus hydrophobes des acides
aminés présents dans les protéines. Les protocoles d’extraction et de dosage illustré

respectivement dans la figure 11.1.7.

Dosage des proteines

Préparation des
échantillons

N

Le broyage des chenilles est réalisé dans une solution tampon Tris-HCL7,
afin de vortex pendant 2 min.

Dilution 20 pl des échantillons (1/5).

1

20 pl de I’échantillon est place dans
un eppendorf ou 1 ml de réactif de
BBC est ajouté.

|

Vortex et place a 1’obscurité 30 min.

1

La densité optique est mesurée a une longueur
d’onde de 595nm contre le blanc.

Figure 11.1.7 : Extraction et dosage des protéines (Bradford, 1976).
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Dans un premier temps, une courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’'une solution

meére de serum albumine bovine (BSA) a 1mg/mL.
1.4.4.2. Dosage des lipides et des glucides

Au cours de ces dosages, la quantité de lipides, de glycogéne et de sucres libres est
déterminée de facon individuelle, le dosage est base sur les protocoles suivants qui sont une
adaptation des méthodes de Van Handel (1985a, b) et Plaistow et al. (2003).

Le broyage des chenilles est réalisé dans 800 ul de méthanol pour 2 minutes. Chaque
échantillon ainsi homogeénéise est divisé en deux volumes identiques (A et B) consacrés
respectivement au dosage des lipides et a celui des sucres libres et du glycogene.

Une gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution mére de lipides (2.5mg/ml)
comme standard. Pour les glucides, une gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une
solution mere de glucose (1g/1) comme standard. Les protocoles d’extraction et de dosage des

lipides et glucides sont illustrés respectivement sur les figures (11.1.8) et (11.1.9).

Dosage des lipides
<-L> Homogeénat A

Ajoutée 200 pl de chloroforme, aprés en vortex et
placé a 4°C, 20 min.

}

100 pl de ces solutions transféres dans des tubes en
pyrex, placé ensuit a 95°C.

l

200 pl d’acide sulfurique sont ajoutée dans chaque
tube, placés en nouveau a 95°C, 10 min.

|

Enfin, les tubes sont placés dans un bain glacé ou 5 ml de
réactif vanilline-acide ortho phosphorique sont additionnés.

La densite optique est réalisée a 525 nm apres 25 min, contre le blanc.

Figure 11.1.8 : extraction et dosages des lipides (Van Handel, 1985a, b).
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Dosage des glucides <-L> Homogénat B

}

200 pl de sulfate de sodium 2% afin de séparer les
deux types des sucres, placé en suit a 4°C, 20 min.

}

Centrifugés a 4°C pendent 4 min a 2000 g.

400 pl d’eau

1 1 | distille

Surnageant culot

300 pl de chaque solution sont
transféres dans des tubes en pyrex.

}

Dans chaque tube ont ajouté le phénol a 5% et 1 ml
d’acide sulfurique, apres en a 95°C pour 17 min.

}

Enfin les tubes sont place dans un bain glace a
10 min afin d’arréter la réaction.

|

La densité optique est mesurée a une longueur

d’onde de 630nm contre le blanc.

Figure 11.1.9 : extraction et dosage de glucides (Plaistow et al., 2003).
1.5.  Analyse statistique des donneées

Lorsque le probleme est de savoir si la moyenne d’une variable quantitative varie
significativement selon les conditions (mortalité journaliére, mortalité corrigee et les

variations des réserves énergétiques), il est préconisé de réaliser une analyse de variance.
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Dans les conditions paramétriques (ANOVA pour ANalysis Of VAriance), la distribution de la
variable quantitative doit étre normale. Dans les cas ou plusieurs facteurs sont en jeu, il peut
arriver que toutes les interactions entre facteurs ne soient pas pertinentes a tester. Nous avons
alors utilisé le modeéle linéaire global (G.L.M.). Par exemple, si on désire connaitre I’effet des
facteurs A, B et C et seulement l’interaction entre A et C, il suffit de sélectionner
explicitement ces catégories. Les tests statistiques ont été déroulé par le logiciel PAST version

3.1 (Hammer et al., 2001). Le seuil de 5% a été retenu pour tous les tests.
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Chapitre 2 : Interprétation des résultats

2.1. Variation temporelle de la mortalité en fonction des différentes doses des

huiles essentielles étudiées

2.1.1. Sur les larves L2

Les variations temporelles des taux de mortalité des larves de Thaumetopoea pityocampa
Schiff., au stade L» exposées aux différentes doses des huiles essentielles formulées de Thymus
pallescens Noé., Pinus halepensis Mill., et Artemisia herba alba Asso., montrent un effet
toxique progressif des substances bioactives étudiées, ces derniers sont reportés sur la figure
11.2.1.

Cet effet s’¢tale sur une période de 24h a 7 jours. Cependant, I’effet des différentes doses
appliquées lors des traitements montre que I’huile essentielle formulée de Thymus pallescens
Noé s’est démarquée des autres substances. L’huile essentielle formulée du thym a la dose D3
se révele efficace et atteint son efficacité maximum (100%) des les 24h, jusqu’a 7 jours
d’application, donc cette substance révele une forte toxicité vis-a-vis la chenille
processionnaire.

Concernant les huiles essentielles formulées Pinus halepensis Mill., Artemisia herba
alba Asso., ces derniéres enregistrent un taux de mortalité variable en fonction des doses et
dans le temps. L’HE de pin d’Alep est plus toxique par rapport I’HE d’armoise blanche, qui a
enregistré des taux de mortalité les plus faible. L’huile essentielle formulée d’armoise blanche
aux trois doses (D1, D2 et D3) se révele faiblement efficace aprés 24h, s’accentue a 48h et
atteint son efficacité maximum qu’au 7*™jour (80%), donc elle a un effet tardif, avec une

augmentation de taux de mortalité en fonction de la dose.

L’huile essentielle formulée du pin d’Alep a la dose D3 se révele efficace au bout de 24h,
cet effet reste constant jusqu’au 7°™ jour. Pour les deux autres doses (D1 et D2) ’effet de ’huile
essentielle se révele faiblement efficace aprés 24h, s’accentue a 48h et atteint son efficacité
maximum qu’au 7°™ jour de traitement. En effet le taux de mortalité augmente aussi en fonction

de la dose.

De ce fait, I’effet toxique des différentes huiles essentielles formulées appliquées sur les

larves L de la chenille processionnaire du pin révelent une différence tres marquée.
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L’armoise et le pin d’Alep ont un effet toxique tardif, contrairement a 1’huile essentielle

formulée de thym qui a un effet de choc sur les individus de cette chenille.
2.1.2. Sur les larves au stade L3

Les variations temporelles des taux de mortalité des larves de Thaumetopoea pityocampa
Schiff., au stade L3 exposées aux différentes doses des huiles essentielles formulées de Thymus
pallescens Noé., Pinus halepensis Mill.et Artemisia herba alba Asso., montrent un effet toxique

progressif des substances bioactives étudiées sont reportés sur la figure 11.2.1.

Cet effet s’étale sur une période de 24h a 7 jours. Cependant, 1’effet des différentes doses
appliquées lors des traitements montre que 1’huile essentielle formulée de Thymus pallescens
Noé. est la plus efficace des autres substances. L’huile essentielle formulée du thym a la dose
D2 et D3 se révéle efficace au bout de 24h, s’accentue a 48h et n’atteint son efficacité maximum
(100%) qu’au bout du 72h d’application, donc cette substance révéle une forte toxicité vis-a-

vis la chenille processionnaire au stade Ls.

Concernant les huiles essentielles formulées Pinus halepensis Mill., Artemisia herba alba
Ass0., ces dernieres enregistrent un taux de mortalité variable en fonction des doses et dans le
temps. L’HE d’armoise blanche est plus toxique par rapport ’'HE de pin d’Alep. L’huile
essentielle formulée d’armoise blanche enregistre un effet trés toxique presque égal a celui du
thym. Les trois doses (D1, D2 et D3) se révele efficace au bout de 24h, et cet effet reste presque
7éme

constant jusqu’au jour d’application.

Le mode d’action d’huile essentielle formulée du pin d’Alep est similaire a celui
d’armoise blanche qui reste presque constant pour les trois doses des les 24h jusqu’a 7]

d’application et enregistre un taux de mortalité variant 70a 80% pour les différentes doses.

De ce fait, ’effet toxique des différentes huiles essentielles formulées appliquées sur les
larves Lz de la chenille processionnaire du pin révéle trés efficaces d’une part, d’autre part les

trois huiles essentielles ont un effet de choc sur les individus de cette chenille
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Figure 11.2.1 : Variation temporelle des taux de mortalité des larves au deux stades larvaires
de Thaumetopoea pityocampa Schiff. exposées a différentes doses des huiles essentielles

formulées (Moyenne + écart type).
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2.2. Evaluation de D’effet biocide des huiles essentielles de Thymus
pallescens Noé, Pinus halepensis Mill. et d’Artemisia herba alba Asso. sur les

populations de Thaumetopoea pityocampa Schiff au stade L

L’efficacité des extraits des huiles essentielles de Thymus pallescens Noé, Artemisia
herba alba Asso et de Pinus halepensis Mill., ont été scorées grace a 1’évaluation de mortalité

corrigée de Thaumetopoea pityocampa Schiff.

2.2.1. Effet des huiles essentielles étudiées sur la mortalité corrigée de Thaumetopoea

pityocampa Schiff. en fonction du temps et des doses

Nous avons utilisé le modele générale linéaire (G.L.M) pour étudier la variation des taux
de mortalité corrigée de chaque huile essentielle étudiée en fonction de deux facteurs, les doses
des traitements et les variations temporelles. L’ensemble des résultats d’analyses est présenté

dans le tableau I.

Tableau I : G.L.M. appliqué aux essais des traitements a base des huiles essentielles de
thym, de Pin d’Alep et d’Armoise blanche sur la mortalité corrigée de Thaumetopoea

pityocampa Schiff.

Somme
H.E Source des DDL
Carrés

Moyen des

Ecarts F-ratio P

Temps | 2114,917 704,972 3,653 | 0,083*

Thymus pallescens Doses 2758.167 1379,083 7,147 | 0,026*

Doses 1276,167 638,083 25,552 | 0,001**

Artemisia herba alba Temps | 2090,017 696,972 27,910 | 0,001**

NIWININ W

Doses 8882,000 4441,000 33,335 | 0,001**

Pinus halepensis "~ omns | 2508.667 | 3 | 836222 | 6,277 | 0,028

N.S.: non significative, * : Probabilité significative & 5 % ; ** : Probabilité significative & 1 % ; *** : Probabilité significative

a0,1%.

Le tableau ci-dessus (Tableau 1) indique que les facteurs doses et temps apres
I’application de I’huile essentielle du Thym révelent I’existence d’une différence significative
sur la variabilité des taux de mortalité corrigée, avec les valeurs respectives (F ratio=7,147;
p=0,026 ; p<5%), (F-ratio =3,653 ; p=0,083 ; p<5%).

L’efficacit¢ temporelle de différentes doses appliquées désigne une différence
significative (p=0,083 ; p<5%) sur la variabilité des taux de mortalité corrigée Thaumetopoea

pityocampa Schiff durant la période d’investigation. La lecture de 1’évolution temporelle des

e
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densités des mortalités corrigées apres application de la formulation de ’extrait de 1’huile
essentielle montre que le thym est tres efficace durant toute la période de suivi, et le taux de
mortalité le plus éleveé est enregistré 7J aprés application (MC>98%) (Figure 11.2.2.1).

En se référant au test de Dunnett et selon le taux des mortalités corrigées réevélé par
I’ANOVA, qu’il existe une relation étroite entre la dose de traitement et le temps apres
application de I’HEF de Thymus pallescens Noé sur la variabilité des taux de mortalité corrigée
Thaumetopoea pityocampa Schiff. La lecture montre que la premiere dose (D1) est faiblement
efficace des les 24h et 48h, mais elle devient trés efficace au bout de 72h et se maintiennent
durant les 7J aprés application (MC>80%). Ainsi que la deusiéme dose (D2) révéle une forte
efficatité des les 72h apres application, alors que la triosieme dose (D3) enregistre une efficacité
trés remarquable (MC>80%), cette derniére reste constante de 24h jusqu'a 7J apres application
(Figure 11.2.2.1).

Le tableau I indique aussi que les facteurs doses et temps aprés 1’application de I’huile
essentielle de I’ Armoise blanche révelent 1’existence d’une différence hautement significative
sur la variabilité des taux de mortalité corrigée, avec les valeurs respectives (F ratio=25,552 ;
p=0,001; p< 0,01), (F-ratio =27,910 ; p=0,001; p< 0,01).

L’efficacité temporelle de différentes doses appliquées désigne une différence hautement
significative (p=0.001 ; p<0,01) sur les mortalités corrigées de Thaumetopoea pityocampa
Schiff durant la période d’investigation. La lecture de I’évolution temporelle des taux de
mortalités corrigées apres application de 1’huile essentielle formulée de 1’armoise blanche
montre que cette derniére est moyennement efficace dés les 24h, 48h, 72h mais elle devient trés

efficace et se maintiennent durant les 7J apres application (Figure 11.2.2.1).

En se référant au test de Dunnett et selon le taux des mortalités corrigées révélé par
I’ANOVA, qu’il existe une étroite relation entre la dose de traitement et le temps apres
application de ’HEF d’Artemisia herba alba Asso sur la variabilité des taux de mortalité
corrigée Thaumetopoea pityocampa Schiff. La lecture montre que la premiére dose (D1) est
faiblement efficace dés les 24h, 48h et 72h, mais elle devient moyennement efficace durant les
7J apres application (MC>44%). Ainsi que la deusieme dose (D2) révéle aussi une faible
efficacité de 24h a 72h, mais elle devient efficace 7J aprés application, alors que la triosieme

dose (D3) enregistre une efficacité remarquable 7J aprés application (Figure 11.2.2.1).
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Le tableau | indique également que les doses de traitement (HEF) générent un effet
hautement significatif sur la variabilité des taux de mortalité corrigée, alors que le temps apres
I’application de I’huile essentielle du pin d’Alep révele I’existence d’une différence
significative avec les valeurs respectives (F ratio= 33,335 ; p=0,001; p< 0,01), (F-ratio=6,277 ;
p=0,028; p< 0,05).

L’efficacit¢ temporelle de différentes doses appliquées désigne une différence
significative (p=0.028 ; p<0,05) sur les mortalités corrigées de Thaumetopoea pityocampa
Schiff. durant la période d’investigation. La lecture de I’évolution temporelle des densités des
mortalités corrigées aprés application de 1’huile essentielle de pin d’Alep montre que cette
derniére est moyennement efficace deés les 24h, 48h et 72h mais elle devient tres efficace et se
maintiennent durant les 7J apres application (MC>81%) (Figure 11.2.2.1).

En se référant au test de Dunnett et selon le taux des mortalités corrigées révélé par
I’ANOVA, qu’il existe une relation étroite entre la dose de traitement et le temps apres
application de I’HEF de Pinus halepensis Mill sur la variabilité des taux des mortalités corrigées
Thaumetopoea pityocampa Schiff. La lecture montre que la premiere dose (D1) est faiblement
efficace dés les 24h, 48h et 72h, mais elle devient moyennement efficace et se maintiennent
durant les 7J aprés application. Ainsi que la deusieme dose (D2) révele une forte efficacité dés
les 72h aprés application, alors que la triosieme dose (D3) enregistre une efficacité tres

remarquable de 24h jusqu'a 7J apres application (Figure 11.2.2.1).
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Figure 11.2.2.1 : Effet des différentes doses et des évolutions temporelles de traitement a base

de I’huile essentielle formulée de trois plante sur la mortalité corrigée Thaumetopoea

pityocampa Schiff.
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2.3. Evaluation de D’effet biocide des huiles essentielles de Thymus
pallescens Noé, Pinus halepensis Mill. et d’Artemisia herba alba Asso. sur les

populations de Thaumetopoea pityocampa Schiff au stade L3

L’efficacité des extraits des huiles essentielles de Thymus pallescens Noé, Pinus
halepensis Mill. et d’Artemisia herba alba Asso., ont été scorées grace a 1’évaluation des

mortalités corrigées de Thaumetopoea pityocampa Schiff.

2.3.1. Effet des huiles essentielles étudiées sur la mortalité corrigée de Thaumetopoea

pityocampa Schiff. en fonction du temps et des doses

Nous avons utilisé le modele générale linéaire (G.L.M) pour étudier la variation des taux
de mortalité corrigée de chaque huile essentielle étudiée en fonction de deux facteurs, les doses
des traitements et les variations temporelles. L’ensemble des résultats d’analyses est présenté

dans le tableau II.

Tableau Il.: G.L.M. appliqué aux essais des traitements a base des huiles essentielles
de thym de pin d’Alep et d’Armoise blanche sur les mortalités corrigées Thaumetopoea

pityocampa Schiff.

Somme Moyens
H.E Source des DDL F-ratio P
] des Ecarts
carrés
Thymus pallescens Temps | 1515.333 3 505.111 4.644 0,052*
Doses | 1634.000 2 817.000 7.511 0,023*
Artemisia herba alba Temps | 430.250 3 143.417 11.869 0,006**
Doses | 213.500 2 106.750 8.834 0,016*
Pinus halepensis Temps | 511.000 3 170.333 52.410 0,000***
Doses | 171.167 2 85.583 26.333 0,001**

N.S.: non significative, * : Probabilité significative a 5 % ; ** : Probabilité significative a 1 % ; *** : Probabilité
significative a 0,1 %.

Le tableau ci-dessus (Tableau Il) indique que les facteurs doses et temps apres
I’application de I’huile essentielle du Thym révélent I’existence d’une différence significative
sur la variabilité des taux de mortalité corrigée, avec les valeurs respectives (F-ratio=7.511;
p=0,023; p<5%), (F-ratio =4.644 ; p=0.052; p<5%).

L’efficacité¢ temporelle de différentes doses appliquées désigne une différence
significative (p=0,023; p<0,05) sur la variabilité des taux de mortalité corrigée Thaumetopoea

pityocampa Schiff durant la période d’investigation. La lecture de 1’évolution temporelle des

e
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taux de mortalité corrigée apres application de la formulation de 1’extrait de ’huile essentielle
du thym montre que ce dernier est tres efficace durant toute la période de suivi, et le taux de
mortalité le plus éleveé est enregistré 7J aprés application (MC>98%) (Figure 11.2.2.2).

En se référant au test de Dunnett et selon le taux des mortalités corrigées réevélé par
I’ANOVA, qu’il existe une relation étroite entre la dose de traitement et le temps apres
application de ’HEF de Thymus pallescens de Noé sur la variabilité des taux de mortalité
corrigée Thaumetopoea pityocampa Schiff. La lecture montre que la premiére dose (D1) est
faiblement efficace des les 24h, mais elle devient trés efficace et se maintiennent durant les 7J
apres application (MC>81%).Ainsi que la deusieme et la troisieme dose (D2 et D3) révélent
une tres forte efficacité durant toute la période de suivi (Figure 11.2.2.2).

Le tableau Il, indique aussi que les facteurs doses et temps apres application de I’huile
essentielle d’Armoise blanche générent un effet significatif sur la variabilité¢ des taux de
mortalité corrigée, alors que le temps apres I’application des traitements révele 1’existence
d’une différence hautement significative avec les valeurs respectives (F-ratio= 8.834; p=0.016
; p< 0,01), (F-ratio=11.869 ; p=0.006; p< 0,001).

L’efficacit¢ temporelle des différentes doses appliquées désigne une différence
hautement significative (p=0.006 ; p<0,01) sur les mortalités corrigées de Thaumetopoea
pityocampa Schiff durant la période d’investigation. La lecture de 1’évolution temporelle des
densités des mortalités corrigées apres application de I’huile essentielle formulée de 1’armoise
blanche montre que cette derniére est tres efficace durant toute la période de suivi, et le taux de
mortalité le plus élevé est enregistré 7J apres application (MC=94%) (Figure 11.2.2.2).

En se référant au test de Dunnett et selon le taux des mortalités corrigees revelé par
I’ANOVA, qu’il apparait une étroite relation entre la dose de traitement et le temps apres
application de ’HEF d’Artemisia herba alba Asso sur la variabilité des taux de mortalité
corrigée Thaumetopoea pityocampa Schiff. La lecture montre que les trois doses (D1, D2 et

D3) ont toutes une trés forte efficacité durant toute la période de suivi (Figure 11.2.2.2).

Le tableau Il indique également que les facteurs doses et temps aprés 1’application de
I’huile essentielle de Pin d’Alep générent un effet hautement significatif sur la variabilité des

taux des mortalités corrigées, alors que le temps apres 1’application des traitements révele
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I’existence d’une différence trés hautement significative avec les valeurs respectives (F ratio=

26.333; p=0,001; p< 0,01), (F-ratio=52.410 ; p=0,000 ; p< 0,001).

L’efficacité¢ temporelle de différentes doses appliquées désigne une différence tres
hautement significative (p=0.000 ; p<0,001) sur les mortalités corrigées de Thaumetopoea
pityocampa Schiff durant la période d’investigation. La lecture de 1’évolution temporelle des
densités des mortalités corrigées apres application de I’huile essentielle formulée de pin d’Alep
montre que cette derniére génere une efficacité tres remarquable durant toute la période de suivi
(Figure 11.2.2.2).

En se référant au test de Dunnett et selon le taux des mortalités corrigées révélé par
I’ANOVA, qu’il existe une relation étroite entre la dose de traitement et le temps apres
application de ’HEF d’Artemisia herba alba Asso sur la variabilité des taux des mortalités
corrigées Thaumetopoea pityocampa Schiff. La lecture montre que les trois doses (D1, D2 et
D3) ont toutes une tres forte efficacité durant toute la période de suivi (Figure 11.2.2.2).
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Figure 11.2.2.2 : Effet des différentes doses et des évolutions temporelles de traitement a base

de I’huile essentielle formulée de trois plantes sur la mortalité corrigée

Thaumetopoea pityocampa Schiff.
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2.4. Etude comparée de ’efficacité des huiles essentielles étudiées sur les L2 et L3 de

Thaumetopoea pityocampa Schiff.

Nous avons utilisé le modele générale linéaire (G.L.M) pour étudier la variation des taux
de mortalité corrigée de chaque huile essentielle étudiée sur les deux stades larvaires L et L3
de Thaumetopoea pityocampa Schiff. L’ensemble des résultats d’analyses est présenté dans le
tableau I1I.

Tableau 111 : G.L.M. appliqué aux essais des traitements a base des huiles essentielles
de thym, de Pin d’Alep et d’Armoise blanche sur les mortalités corrigées les deux stades

larvaires de Thaumetopoea pityocampa Schiff.

Moyen
H. Es Source | Sommedes | DDL des F-ratio P
Carrés écarts
L, 2758,167 2 1379,083 | 7,147 | 0,026*
Thymus pallescens Ls 1634,000 2 817,000 | 7,511 | 0,023*
L, 2090,917 3 696,972 | 27,910 | 0,001**
Artemisia herba alba L3 213,500 2 106,750 | 8,834 | 0,016*
L, 8882,000 2 | 4441,000 | 33,335 | 0,001**

Pinus halepensis Ls 171,167 2 85,583 | 26,333 | 0,001**
N,S,: non significative, * : Probabilité significative a 5 % ; ** : Probabilité significative & 1 % ; *** : Probabilité significative
a0,1%,

Le tableau ci-dessus (tableau I11) indique que le facture des traitements a base des huiles
formulées révelent I’existence d’une différence significative de Thymus pallescens sur la
variabilité des taux de mortalité corrigé pour les deux stades larvaire de Thaumetopoea
pityocampa Schiff, avec les valeurs respective (F-ratio = 7,147, P= 0,026 ; F-ratio = 7,511,
P=0,023),

Egalement, les résultats indiquent I’existence d’une différence trés hautement
significative de Pinus halepensis sur la variabilité des taux de mortalité corrigé pour les deux
stades larvaire de Thaumetopoea pityocampa Schiff, avec les valeurs respective (F-ratio =
27,910, P= 0,001 ; F-ratio = 26,333, P=0,001), en revanche [’Artemisia herba alba Asso
présente une efficacité différente pour les deux stades larvaires, une différence trés hautement

significative pour le Ly (F-ratio = 27,910, P=0,001) et une différence significative pour le L.
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Figure I1. 2. 3: Effet des trois huiles essentielles formulées sur la mortalité corrigée de

deux stades larvaires de Thaumetopoea pityocampa Schiff.

En se référant au test de Dunnett, les taux des mortalités corrigées révélé par ’ANOVA,

il ressort que le traitement a base d’huile essentielle formulée de Thymus pallescens Noé est la

plus efficace pour les deux stades larvaires (L2 et L3) par rapport les deux autres huiles extraites

d’Artemisia herba alba Asso., et Pinus halepensis Mill.

L’huile extraite de Pinus halepensis Mill, est plus efficace par rapport a I’Artemisia

herba alba Asso pour les larves de La, par contre I’armoise blanche enregistre le taux de

mortalité le plus efficace par rapport de pin d’Alep pour les Lz (figure 11.2.3).
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2.5. Evaluation temporelle de D’effet biocide des différentes huiles
essentielles étudiées sur I’allocation des réserves énergétiques de

Thaumetopoea pityocampa Schiff.

Dans cette partie, nous avons étudié 1’évaluation temporelle des teneurs des réserves
énergeétiques (lipidiques, glucidiques et protéiques) des larves de Thaumetopoea pityocampa
Schiff. exposés aux différentes doses des huiles essentielles de Thymus pallescens Noé, Pinus

halepensis Mill. et Artemisia herba alba Asso.
2.5.1. Sur les larve au stade L2

La figure 11.2.4 montre que les larves exposées aux différents traitements présentent des
taux de glucides relativement faibles qui ne dépassent pas les 40ug. Les individus exposées au
traitement a base de thym et d’armoise blanche affiche des taux de glucides presque identiques
de 24h jusqu’a 7] d’exposition. Le traitement a base de pin d’Alep enregistre les taux les plus
faibles. Le témoin annonce des taux faible de glucides et qui demeure de moindre importance

par rapport aux différents traitements.

Les réserves énergétiques lipidiques des larves au stade L, présentent une variation
remarquable qui différe significativement d’un traitement a 1’autre, Il ressort que le traitement
a base de pin d’Alep enregistre des taux de lipides significativement plus élevés que a base de
thym et d’armoise blanche, le taux des lipides de cette derniere est réduit presque a 50% par
rapport a celui de pin d’ Alep pendant la période de suivi. En revanche, ’HEF de thym a diminué
les taux de lipides dés les 24h jusqu’a 7J aprées exposition de traitement, sauf une augmentation
de teneur au bout de 48h apres application. Le témoin enregistre les taux de lipides les plus
faibles.

Les larves exposées aux différents traitements et méme pour le témoin présentent des taux
de protéines relativement faibles, ces derniers sont presque identiques et présentent une certaine

similarité de 24h jusqu’a 7J d’exposition sauf une légere diminution aprés 72h d’exposition.
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2.5.2. Sur les larve au stade L3

La figure 11.2.4 révéle que les taux des réserves glucidiques des larves au stade L3
présentent une variation remarquable dans le temps. Les taux de glucides augmentent chez les
larves au stade Lz par rapport aux larves L et gardent une certaine stabilité dés les 24h jusqu’a
7] apres exposition. Les traitements a base d’armoise blanche et de pin d’Alep enregistrent les

taux les plus élevés par rapport le thym et le témoin.

L’évolution des réserves lipidiques des larves au stade Lz présente une variation
temporelle qui différe significativement d’un traitement a 1’autre, Il ressort que les taux de
lipides diminuent chez les larves au stade Lz par rapport aux larves L et que le traitement a base
de thym enregistre des taux de lipides tres faibles qui gardent une certaine stabilité des les 24h
jusqu’a 7] apres exposition. En revanche, le traitement a base d’armoise blanche présente aussi
des faibles taux de lipides, qui ont tendance a diminuer dans le temps. Les larves témoins

marquent les taux les plus elevés.

L’évolution des réserves protéiques des larves au stade Lz présentent une variation
remarquable dans le temps. Les taux des protéines augmentent chez les larves au stade L3 par
rapport les larves au stade L et gardent une certaine stabilité dés les 24h jusqu’a 7] apres

exposition au traitement.
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Figure 11.2.4 : Variations temporelles des réserves énergétiques chez les larves L et Lz de

Thaumetopoea pityocampa Schiff. en fonction des différents traitements.
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2.6. Evaluation de I’effet des huiles essentielles étudiées sur des réserves
énergétiques de deux stades larvaires de Thaumetopoea pityocampa
Schiff,

2.6.1. Les réserves glucidiques

L’évolution des réserves glucidiques des larves L, et Lz de Thaumetopoea pityocampa
Schiff. exposées aux différentes huiles essentielles étudiées, présente une variation hautement
significative (F-ratio =14,491 ; p=0,001 ; p< 0,01) pour larves Lo, alors qu’elle révele un effet
non significatif pour les larves au stade Ls.

En effet, la quantité de glucides est faible, qui ne dépasse pas les 42 g chez les larves au
stade L traitées par I’HE de thym et d’armoise blanche, alors que ces réserves glucidiques sont
représentées par des quantités trés infimes pour le traitement a base de pin d’Alep et chez le
témoin, ceci peut étre di a leurs métabolisation en raison d’'une demande énergétique tres forte,
En revanche la variation des larves au stade Lz présente un effet non significatif, ce qui
expliquerait probablement que les traitements appliqués sont efficaces pour les larves au stade
L et ne sont pas efficaces pour les larves au stade Ls (figure 11.2.5.a).

L2 L3
42.0 I I I I 112 ! . . !
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Figure 11.2.5.a : Variations comparée des glucides chez les larves L> et Lz de Thaumetopoea

Artemisia  Pinus Témoin Thymus
H.Es

Artemisia Pinus Témoin Thymus
H.Es

pityocampa Schiff. en fonction des différents traitements.
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2.6.2. Les réserves lipidiques

L’évolution des réserves énergétiques lipidiques des larves traitées de Thaumetopoea
pityocampa Schiff., désigne une variation hautement significative pour les deux stades larvaires
L. et L3 avec les valeurs respectives (F-ratio =13.029 ; p=0,001 ; p< 0,01), (F-ratio =9.215 ;
p=0,004 ; p< 0,01).

Nous remarquons par contre les glucides qui représentent de trés faibles teneurs, les taux
de lipides sont nettement plus importants surtout chez les larves L, par rapport aux larves L3 ce
qui expliquerait d’une part un gain d’énergie soit pour la croissance des larves, soit une
accumulation des réserves chez les femelles pour la reproduction, d’autre part I’efficacité des
traitements appliqués pour les larves de L2 que pour les larves Lz. D’autre c6té la comparaison
des teneurs lipidiques chez les larves L en fonction des traitements montre que le traitement a
base de pin d’Alep qui a enregistré le taux de lipides le plus élevé se qui explique son efficacité
sur ces chenilles, puis le thym et ’armoise blanche qui présentent une certaine similarité en
teneurs lipidiques (figure 11.2.5.b).
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Figure 11.2.5.b : Variations comparée des lipides chez les larves L, et Lzde Thaumetopoea

pityocampa Schiff. en fonction des différents traitements.

2.6.3. Les réserves protéiques

L’évolution des réserves énergétiques protéiques des larves traitées de Thaumetopoea
pityocampa Schiff., génére un effet nom significatif pour les deux stades larvaires L, et Lz avec
les valeurs respectives (F-ratio = 1.364, P= 0.315 ; F-ratio= 0.724, P= 0.563) (figure 11.2.5.c).
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Figure 11.2.5.c : Variations comparée des protéines chez les larves L et L3 de Thaumetopoea

pityocampa Schiff,, en fonction des différents traitements.

2.7. Etude comparée de la variation des réserves énergétiques en fonction des
différents traitements appliqués chez les larves L et Lz de Thaumetopoea

pityocampa Schiff.

Le modele G.L.M a été applique sur la variation des quantités des réserves énergétiques
en fonction du temps et du type de traitements (figure 11.2.6.a). L’évaluation des réserves
énergeétiques de Thaumetopoea pityocampa présente une différence significative pour les deux
stades larvaires. Les larves Lo révélent une différence significative (F- ratio = 4,209 ; p= 0,011
P<0.01), alors que les larves au stade L3 générent une différence hautement significative (F-
ratio=4,488 ; P=0,008), en revanche la variation temporelle enregistre une différence non

significative pour les deux stades larvaires, avec les valeurs respectives (L2 avec F-ratio= 0,576 ;
P=0,634 et L3 avec F-ratio =0,530 ; P=0,664) (figure 11.2.6.b).

L’étude comparée de la variation des quantités des réserves énergétiques de deux stades
larvaires indique que les quantités des réserves lipidiques sont les plus elevées par rapport aux

réserves proteiques et glucidiques qui enregistrent les taux les plus faibles.
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Figure 11.2.6.a : Variations des réserves énergétiques (lipides, glucides, protéines) en

fonction des différents traitements.
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Figure 11.2.6.b: Variations temporelle des réserves énergétiques (lipides, glucides, protéines)

en fonction des différents traitements.

51



Partie 11 Expérimentation

2.8. Discussions

2.8.1. Evaluation de Deffet insecticide des huiles essentielles étudiées les larves

Thaumetopoea pityocampa Schiff.

L’utilisation ides produits chimiques constitue a 1’heure actuelle la technique la plus
utilisée pour lutter contre les pathogenes et les organismes nuisibles, en raison de son
efficacité et de son application facile et pratique, (Magan et olsen, 2004). Cependant,
I’emploi intensif et inconsidéré de ces produits a provoqué une contamination de la biosphére
et de la chaine alimentaire, une éradication des espéces non cibles telles que la faune
auxiliaire et 1’apparition des microorganismes résistants. Ces dangers ont conduit I’OMS a
interdire 1’'usage de certains fongicides chimiques, d’autres vont étre prohibés dans un futur
proche (Khelil, 1977).

La protection des plantes contre les organismes nuisibles sans l’inconvénient des
pesticides de synthése, exige la recherche d’autres méthodes alternatives, en protection
phytosanitaire (Larew et Locke, 1990 ; Gomez et al., 1997). Une alternative aux pesticides
s'imposant, le monde scientifique s'est mis a la recherche d'un produit biodégradable,
plussélectif que les substances chimiques et sans danger pour les plantes, les animaux et les
humains. Les biopesticides représentent une bonne alternative aux produits chimiques
(Lamontagne, 2004 ; Deguine et Ferron, 2006 ; Rochefort et al., 2006).

Donc dans le souci constant de se préserver les productions agricoles des maladies et
des organismes nuisibles, les humains ont cherché a extraire de leur biotope des substances

que ce soit pour les transformer ou les utiliser en 1’état (Croix, 2004).

Dans cette optique, la valorisation des plantes aromatiques a effet insecticide prend de
plus en plus de I’ampleur au niveau des programmes de recherches dans le monde entier et
particulierement en Afrique. Ces plantes sont exploitées sous plusieurs formes afin de réduire
la compétition des autres especes de plante (allelopathie) par inhibition chimique de la
germination des graines et protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés
fongicides et bactéricides, et contre les herbivores par gout et effets défavorables sur le

systéme nerveux (Porter,2001).

Dans ce contexte, cette étude vise a rechercher de nouvelles molécules bioactives
d’origine végétale a activité insecticide. Nous avons tenté de mettre en évidence 1’efficacité

des huiles essentielles formulées de trois plantes aromatiques de Thymus pallescens Noé.,

e
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Pinus halepensis Mill. et Artemisia herba alba Asso., sur les populations de la chenille

processionnaire du pin (Lépidoptera, Notodontidae).

Les résultats obtenus montrent que les traitements a base d’huiles essentielles formulées
de Thymus pallescens Noé., Pinus halepensis Mill., et Artemisia herba alba Asso. ont effet
toxique précoce sur les larves traitées. Cet effet de choc estimé sur les populations de
Thaumetopoea pityocampa Schiff. présente une gradation d’efficacité allant I’huile essentielle
formulée d’Artemisia herba alba Asso., puis I’huile essenticlle extraite de Pinus halepensis
Mill.et enfin I’huile essentielle formulée Thymus pallescens Noé pour les larves au stade Lo,
en ce qui concerne les larves au stade Lz la gradation d’efficacité allant 1’huile essentielle
formulée de Pinus halepensis Mill., puis I’huile essentielle extraite d’Artemisia herba alba

Asso.¢et enfin I’huile essentielle formulée Thymus pallescens Noé.

Toutes les huiles essentielles formulées testées ont révélé un effet tres hautement
significatif sur le taux de mortalité des larves de Thaumetopoea pityocampa Schiff. D'apres
les résultats, nous constatons que l'application des huiles essentielles formulées des trois
plantes étudiées enregistre des taux de mortalité élevé (> 90%) sur la chenille processionnaire.
En outre, le taux de mortalité augmente proportionnellement avec 1’augmentation de la dose

et le temps d’exposition.

L’activité insecticide des huiles essentielles extraites des plantes a savoir le thym,
I’armoise blanche et le pin d’Alep sur la chenille processionnaire du pin peut étre expliquée
par lefficacit¢ des molécules bioactives des huiles étudiées, qui sont probablement
neurotoxiques et qui provoquent un effet de choc sur les larves de Thaumetopoea pityocampa
Schiff.

Nos résultats son en accord avec ceux obtenus par Kesdek et al., (2013) sur I’effet des
huiles essentielles sur la chenille processionnaire du pin. Les résultats obtenus montrent une
sensibilité accrue des quatre stades larvaire vis-a-vis les extrais de six plantes
AchilleawilhelmsiiC. Koch, Nepeta meyeri Benth, Satureja hortensis L, Origanum onitesL, O.
RotundifoliumBoiss, Tanacetumargyrophyllum. Cependant, 1’intervalle d’efficacité est varie
entre 20% et 100% de mortalité suivant 1’espece végétale, la dose appliquée, le temps
d’exposition ainsi que le stade larvaire de la chenille. De plus, nos résultats montrent que le

stade Ls représente le stade le plus sensible.
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L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été
bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées, de nombreux travaux ont
porté sur I'amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de

rentabiliser leur activité insecticide (Isman, 1994).

Les travaux menés par Seri-Kouassi et al., (2004) ont montré que la toxicité des huiles
essentielles sur les insectes est induite par ’action de leurs composés majoritaires qui ont des
efficacités insecticides soit singuliére ou lorsqu’elles sont mises ensemble (Ngamo et Hance,
2007). L’effet insecticide des huiles essentielles a été expliqué par Enan, (2002) par les
composés terpéniques quelles renferment qui agiraient comme des composés neurotoxiques.
Autrement, Chiasson et Beloin, (2007) ont émis I’hypothése de 1’effet directe sur la cuticule

des insectes et les acariens surtout ceux a corps mou.

Don Pedro, (1989) montre par ces travaux que les vapeurs d’huiles essentielles
affectent le systéme nerveux des insectes en entrainant le déclenchement rapide d’un
mécanisme de feed back négatif. Selon Kim et al., (2002) les propriétés répulsives des huiles
essentielles sont souvent associées a la présence de monoterpénoides et de sesquiterpénes bien
que les effets toxiques dépendent de nombreux facteurs tel que I’espéce végétale et le temps

d’exposition.

Nos résultats sont analogues a ceux de Kechout, (2001) qui a testé I'efficacité de
I'huile essentielle du Thym sur Sitophilus oryzae traduite par un taux de mortalité évalué a
85%.

Benazzeddine, (2010) aussi confirme nos résultats et souligne que par contact les cing
huiles essentielles (Citronnelle, Romarin, Eucalyptus, Thym et Menthe) manifestent un taux
de mortalité assez important sur les deux espéces, toutes les huiles ont une efficacité tres forte
qui dépasse 88 % de mortalitésur S. oryzae a I'exception de la Citronnelle qui n'a atteint pas

les 70 % de mortalité.

Imelouane et al., (2009) a affirmé que ’activité larvicide trés importante observée chez
I'nuile essentielle de Thymus vulgaris pourrait étre expliqué par I’action ou I’effet des
composées majoritaires. En effet, I’huile de Thymus vulgaris, est caractérisée par une teneur
élevée en Thymol de 41,4 %, connu pour ses propriétés antiseptiques. En effet, I’activité
antifongique prononcée de T. vulgaris est probablement en relation avec sa richesse en

Thymol, p-cymene, limonene, a-pinene, carvacrol,y-terpinine.

54



Partie 11 Expérimentation

Selon le Roman, (2009) les huiles essentielles obtenues a partir de Thymus vulgaris ont
été testés pour la mortalité des larves de moustiques Culex quinquefasciatus. Ce dernier a été
trouvé sensible & une CLso de 33 microgrammes/ml (33 ppm).

Les travaux menés par Cetin et al., (2006) ont montré une activité larvicide prononcée
des huiles essentielles de deux espéces a savoir Origanum onitesL. Et Citrus aurentium L. sur
les larves de Thaumetopoea wilkinsoni. Les mémes auteurs ont conclu 1’effet dose dépendant.
La toxicité d’O. onites et C. aurantium est inferieure a 20% aprés 24 h a une dose de (0.1%).

Cependant, elle est de 97.5 et 72.5% a une dose (1%), respectivement.

2.8.2. Evaluation de I’allocation des réserves énergétiques des larves L2 et Lz de
Thaumetopoea pityocampa Schiff. sous Deffet des différentes huiles essentielles
appliquées

Lorsqu’un organisme est soumis a un stress et qu’il ne peut pas 1’éviter, il peut mettre
en place des mécanismes pour ne pas rester en contact avec 1’origine du stress, et réduire les
dommages causeés par ce stress (Forbes et Forbes, 1997 ; Horns et Hood, 2012).
L’organisme est alors résistant envers ce stress, dans 1’optique de déterminer 1’effet de stress
sur les organismes, il apparait comme indispensable d’évaluer 1’état de santé général des
individus exposés. Pour cela, les mesures biométriques peuvent étre utilisées pour déterminer

les indices de condition.

Les protéines, les lipides (triglycérides) et les glucides (glycogéne) constituent les
ressources énergétiques des insectes (Wigglesworth, 1942 ; Locke et Collins, 1968). La
majeure partie de ces réserves énergétiques se trouve sous forme de lipides (Arrese et
Soulages, 2010). 90 % de ces lipides consistent en des triglycérides qui possedent un pouvoir
calorique par unité de poids supérieur a celui du glycogéne (Gnaiger, 1983). En revanche, les
réserves en glycogénes sont mobilisées au cours des cycles de mues et de la métamorphose
(Hamburger et al., 1996).

De nombreux travaux suggerent qu’un stress toxique, en favorisant 1’activation de
certaines voies métaboliques, se traduit par une réduction des réserves énergétiques d’un

organisme (Koehn et Bayne, 1989 ; Calow et Sibly, 1990).
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Ces réserves énergétiques fournissent des explications évolutives sur les traits d’histoire
de vie, interprétent la diversité et la complexité du cycle de vie d’une espéce, et élucident le
mécanisme d'allocation des ressources destinées a la croissance au maintien des fonctions
somatiques et aux performances reproductrices "effort de reproduction” (Levins, 1968;
Barbault, 1984 ; Roff, 1992).

Dans ce contexte, nous avons étudie 1’effet ou plutédt la toxicité d’un plusieurs huiles
essentielles (Thymus pallescens Noé, Artemisia herba alba Asso et pinus halepensis Mill) sur
la réponse des réserves énergétiques de la chenille processionnaire et déterminer les
mécanismes de ces chenille face a un stress toxique. Des différences de concentrations des

réserves énergétiques sont observées en fonction des huiles essentielles utilisees.

En considérant les quantités d’énergie contenues dans les lipides, les glucides et les
protéines établies par Gnaiger, (1983), la quantité moyenne d’énergie par individu contenue
dans ses réserves énergetiques diminuent légérement mais de facon non statistiquement

significative entre le groupe témoin et les groupes exposés.

Dans notre expérience, les résultats montrent que les réserves glucidiques sont
représentées par des quantités trés infimes, de I’ordre de 30 pg pour les larves L» et 80ug pour

les larves Ls de Thaumetopoea pityocampa.

Gluth et Hanke, (1985) ont aussi observé une réponse de la concentration en glucides
en deux phases dans le muscle de carpes (Cyprinuscarpio) exposées a différents contaminants
chimiques, avec tout d’abord une augmentation de la concentration en glycogene observée
apreés 24 heures d’exposition, suivi d’'une diminution de cette concentration apres 72 heures

d’exposition ce qui différence avec notre résultats.

Chez Lymnea acuminata, Tripathi et Singh, (2002) observent une diminution du
glycogéne dans les tissus apres une exposition a des insecticides (dimethoate ou carbaryl) ce
qui suggére une utilisation directe d’énergie pour faire face au stress toxique. Choi et al.,
(2001) observent également chez Chironomusriparius une diminution du contenu en
glycogene apres 24 heures d’exposition a un insecticide, ils notent également que ce contenu

retrouve son niveau initial apres 48 heures d’exposition.

Nos resultats coorbores avec les résultats de la littérature qui mettent en évidence une
diminution du glycogéne en présence d’un stress toxique chez Gammarus roeseli (Gismondi

et al., 2012b) ou bien chez Lymnea acuminata (Tripathi et Singh, 2002).

e
56




Partie 11 Expérimentation

Toutefois, si Choi et al., (2001) observent chez Chironomus riparius une diminution du
contenu en glycogene apres 24 heures d’exposition a un insecticide, ils notent également que

ce contenu retrouve son niveau initial apres 48 heures d’exposition.

En outre, la chenille processionngire pourrait privilégier I’utilisation des glucides et non
pas des lipides pour lutter contre un stress toxique. Le glycogene constitue, en effet, une
réserve importante d’énergie pour les phases de mue et de métamorphose ainsi que pour le
stade adulte, au cours duquel le chironome ne s’alimente pas (Hamburger et al., 1996). Afin
que I’espeéce puisse assurer sa reproduction, il est par conséquent indispensable que la larve

présente, au 4eme et dernier stade, un niveau suffisant de glycogéne.

La diminution statistiguement significative des réserves en glucides pourrait étre

expliquée par une augmentation de I’activité larvaire,

Concernant les réserves lipidiques dont les teneurs dépassent les 180ug, chez les deux
stades larvaires. Nos résultats sont similaire que les travaux de Perez-Camacho et al., (2003),
qui affirmé 1’augmentation des teneurs lipidiques pourrait s’expliquer par leur réle dans la
formation des spermatozoides et des ovocytes durant la gamétogenése. L’utilisation des
lipides comme source d’énergie induit un phénoméne de lipolyse permettant aux organismes
de les dégrader afin de produire I’énergie nécessaire a leur métabolisme de base (réaction
enzymatique, synthése moléculaire,...) (Gismondi, 2012a). Chez Daphnia magna, les
premicres réserves énergétiques mobilisées au cours d’un stress toxique sont les réserves

lipidiques (De Coen et Janssen, 1997).

Selon Dajoz (1985), I’augmentation des teneurs lipidiques surtout, pourrait s’expliquer
par un gain d’énergie soit pour la croissance des larves, soit pour une accumulation de ces
réserves chez les femelles aptéres hivernantes au niveau de la plante hote. La fécondité et le

poids peuvent en effet étre modifiés chez beaucoup de pucerons.

Les protéines ont également été quantifiées dans cette étude, les résultats montre que les
leurs teneurs sont moyennement faible pour les deux stades larvaires de Thaumetopoea
pityocampa a différents tenures par rapport I’effet de chaque huile utilise, ce qui prouves que
ces réserves sont généralement les derniéres utilisées en cas de stress. En effet, le catabolisme
des protéines peut fournir de I’énergie lors d’une forte demande énergétique (Ribeiro et al.,

2001).
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Plusieurs études ont montré qu’une diminution de la concentration en protéines pouvait
étre considérée comme une adaptation physiologique pour venir compenser le stress induit par
les pesticides (Sancho et al., 1998 ; Begum, 2004). Selon De Coen et Janssen (1997), les
réserves sous forme de protéines et de glycogéne ne seraient affectées que pour des

concentrations d’exposition élevées.

Le teneur en protéines n’est pas significativement affecté par la présence de plomb. Ce
résultat est en accord avec les observations de Choi et al., (2001) chez Chironomus riparius
expose pendant quatre jours a un insecticide, le fenitrothion, ou bien avec celles de Ha et
Choi (2008) chez Chironomus riparius exposé a du plomb pendant 24 heures. De méme, Jin-
Clark et al., (2008) ne relévent aucune variation du contenu protéique chez Chironomus
tentans exposé pendant trois jours a un herbicide, I’alachlore. En revanche, Rathore et al.,
(1979) notent chez Chironomus tentans une diminution du contenu protéique en présence de
cadmium et Jin-Clark et al., (2008) en présence de metolachlore, un herbicide qui agirait en
bloguant la synthése protéique. De méme, Ortel, (1991) observent cet effet chez un
hyménoptére alimenté avec une nourriture dopée a 50 mg/kg de plomb. De plus, Graney et
Giesy, (1968) montrent, chez Gammarus pseudilimnaeus, qu’une exposition a long terme au

pentachlorophénol (insecticide) entraine la mobilisation des réserves protéiques.

Nous pouvons supposer, comme I’ont suggéré Blazka, (1966) et De Coen et Janssen,
(1997) chez Daphnia magna, que bien que les concentrations d’exposition soient élevées,
elles ne sont pas suffisantes pour entrainer la mobilisation de ces réserves. Ainsi, dans le cas
d’un stress toxique, Chironomus riparius privilégierait, en premier lieu, 1’utilisation des

réserves non protéiques.

Dans des travaux ultérieurs, il s’avérerait, en outre, intéressant de mesurer les
parametres comportementaux de la larve, tels que 1’alimentation, la locomotion et 1’activité de

bioturbation, afin de confirmer ou d’infirmer les hypotheses émises précédemment.

58



o d%

3 / &
4 o
o
% S
o
© 8
Bl
Ly 7’/ 4 7’/ )
Bl
' Bl
© 8
Bl
© 8
Bl

%
I &
i ‘
& |
I &
i ‘
% ‘
I &
i ‘
0% ‘
I &
i ‘
15 |
I &
i ‘
15 |
I &
i ‘
0% ‘
I &
i ‘
0% ‘
I &
I ‘
15 |
I &
I ‘
15 |
Il &
I ‘
© ‘
Il &
I ‘
© J
I &
I ‘
Y J
I I
I ‘
5 |
I &
I ‘
© J
X

%
I 5
I ‘
© J
X

%
I &
I ‘
5 |
X

%
I &
I ‘
5 |
So

%
I &
I ‘
5 |
So




Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Le présent travail vise la contribution a la rechercher de nouvelles molécules
bioactives a activité biocide. L’évaluation de I’efficacité globale des huiles essentielles
formulées de Thymus pallescens Noé., Pinus halepensis Mill., et Artemisia herba alba Asso.,
constitue une approche d’exploit dans le domaine de la protection intégrée. Lors de cette
étude, nous avons procédé a I’évaluation du potentiel larvicide des huiles essentielles étudiées
sur la chenille processionnaire du pin d’Alep (Thaumetopoea pityocampa Schiff.), ensuite
nous avons réalisé une série de dosage des biomarqueurs afin de déterminer et comparer les
teneurs des réserves énergétiques glucidiques, lipidiques et protéiques dans le but de détecter

I’altération des organismes et les perturbations sur la population des chenilles.

En matiére d’activité biocide, les trois huiles essentielles formulées testées le Thymus
pallescens Noé., Pinus halepensis Mill., et Artemisia herba alba Asso., sont montrées tres
efficaces, la mortalité est de 100% apres 24 heures d'exposition pour le thym (effet choc) et se
varie temporellement pour I’armoise blanche et le pin d’Alep (effet tardif). En outre, les taux
de mortalité augmentent proportionnellement avec 1’augmentation de la dose et le temps
d’exposition. L’huile essentielle de thym s’est montrée plus efficace que les autres huiles

essentielles.

Nos résultats sur le dosage des biomarqueurs montrent une variabilité dans les réserves
énergétiques entre les individus de chenilles étudiées. Les quantités de réserves énergétiques
lipidiques sont plus prononcées que celles des réserves glucidiques et protéiques qui sont peu
perceptibles, ce qui expliquerait un gain d’énergie pour une accumulation des réserves chez
les chenilles destiné pour la reproduction. Les variations temporelles des résultats ont montré
que les réserves énergétiques sont différentes significativement selon le stade larvaire et le

traitement utilisé.

Parmi les perspectives immédiates de cette étude est de déterminer les concentrations
minimales de ces huiles régulatrices des populations des nuisibles, ainsi la fabrication d’un
biopesticide a partir d’un mélange des trois plantes étudiées le thym, I’armoise blanche et le

pin d’Alep, et d’évaluer sa toxicité sur d’autres stades larvaires de la processionnaire du pin.

D’autre part, il serait intéressant d'étendre I'éventail des tests insecticide ainsi que
I’isolement et la caractérisation des composés actifs dans les différents extraits des plantes

aromatiques ¢étudiées, en vue d’identifier les différentes molécules responsables des
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différentes activités biocide de ces plantes. L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne
constitue qu’une premicre ¢étape dans la recherche de substances d'origine naturelle

biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue plus
approfondie sur les activités biocides des extraits de ces plantes.
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Abstract

Evaluation of Insecticidal effect and energy allocation of energy biomarkers of the pine
processionary moth (Thaumetopoea pityocampa) Schiff. under the effect of three essential
oils formulated (Thymus pallescens Noé., Artemisia herba alba Asso and Pinus halepensis
Mill.)

The pine processionary moth, (Thaumetopoea pityocampa Schiff.) the most important defoliator of pines in the
Mediterranean region. Chemical pesticides are considered as effective solutions but the problems of the resistance
of insects and their adaptive capabilities cause by the massive use of this chemical pesticides, which necessity to
find new alternative product natural of plant origin against this insect’s attacks. Essential oils are the most products
currently tested. This study showed on one hand the toxicity of three essential oils extracted of Thymus pallescens
Noé., Artemisia herba alba Asso and Pinus halepensis Mill. on the L, and L3 larvae of the processionary caterpillar
Aleppo pine (Thaumetopoea pityocampa Schiff.) In order to search for new bioactive natural products, on the other
hand we realize a dosage series of energy reserves in order to know the response of the processionary Caterpillar
against this stress condition cause by those essential oils. The results obtained showed Differentiated efficacy of
the three essential oils on both L, and Ls, cette efficiency is estimated by the mortality of their invidious in addition,
this mortality Increase proportionally with the rise of the Dose and exposure time. The results revealed that
essential oils of thyme is the most efficacies effective against oil all of the population of both L, and Ls. The study
on energy reserves has showed the prevalence of the fats as a biomarker, because is considering as the most

responsive biological parameters, to use it for the reproduction process.

Key words: Potential insecticide, essential oils, thyme. Artemisia. Pin of Aleppo, biomarkers, energy

reserves.



