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Ly : Premier stade larvaire

L, : Deuxié¢me stade larvaire
L : Troisi€me stade larvaire
Ly : Pré-nymphe

Ny. : Nymphe

PS, : Premicre poussée de séve
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Reésume

Résume

L’absence des contaminations de Phyllocnistis citrella sur les pousses de printemps semble étre lice
a la composition chimique du feuillage de Citrus. Un échantillonnage hebdomadaire a été réalisé
durant le cycle phénologique de deux espéces citricoles: Citrus sinensis et C. clementina. Ce travail
a consisté, dans un premier temps, a évaluer ’impact de I’extrait phénolique brut de la premicre
poussée de seve sur I’éthologie des larves de P. citrella (L) — L, — L3). Les résultats montrent que
les traitements effectués ont engendré une mortalit¢ importante surtout aprés application de la
méthode d’irrigation dont I’action a été rapide. De méme, une cessation de la prise alimentaire a été
notée pendant les premicres heures (6h) de contact par irrigation. Les stades larvaires les plus jeunes
(L; et L) semblent étre les plus sensibles.

Dans un deuxiéme temps, la composition chimique (carbone, azote et composés phénoliques) de
leurs sites d’oviposition a été étudiée pour déterminer sa qualité alimentaire. Les résultats indiquent
que méme en présence d’une teneur ¢levée de composés phénoliques (orangers = 18,78;
clémentiniers = 35,99mg/g MS), I'augmentation du niveau nutritionnel C/N (orangers = 9,89 ;
clémentiniers = 11,7) et le carbone (orangers = 6,67; clémentiniers = 7,22% MF), en été,
influencent positivement 'activit¢ de P. citrella (orangers = 95,89 ; clémentiniers =94%). Les
feuilles d’agrumes, comme source de nourriture, jouent un role déterminant dans la dynamique des

populations de P. citrella.

Mots clés : Phyllocnistis citrella - Citrus — Mortalité - comportement larvaire - Composés

phénoliques - Taux de contamination - qualité nutritionnelle.



Abstract

Abstract

The absence of Phyllocnistis citrella infestations on the spring shoots seems to be linked to the
chemical composition of Citrus foliage. A weekly sampling was conducted during the phenological
cycle of two Citrus species: Citrus sinensis and C. clementina. This work was, in a first time, to
assess the impact of the crude phenolic extract of spring flushes on the ethology of P. citrella
larvae (L; — L, — L3). The results indicate that the treatments have resulted in a significant mortality
especially after application of irrigation method whose action has been rapid. Similarly, a cessation
of the food intake was recorded during the first few hours (6h) of contact by irrigation. The
youngest larval stages (L; and L) appear to be the most sensitive.

In a second time, the chemical composition (carbon, nitrogen, and phenolic compounds) of their
oviposition sites has been studied to determine its food quality. The results indicate that even in the
presence of a high content of phenolic compounds (C. sinensis = 18.78 ; C. clementina = 35.99
mg/g MS), the increase in the nutritional level C/N (C. sinensis =9.89 ; C. clementina = 11.7), and
carbon (C. sinensis = 6.67 ; C. clementina = 7.22 % MF), in summer, influence positively the P.
citrella activity (C. sinensis = 95.89 , C. clementina = 94 % ). Citrus leaves, as a source of

nutrients, play a decisive role in P. citrella population dynamics.

Key words: Phyllocnistis citrella — Citrus — Mortality — Larval behaviour — Total phenolic
compounds, infestations, nutritional quality.
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Les agrumes, encore appelés Hespérides dans la mythologie grecque (Bailey et al., 2006),
sont originaires du sud-est asiatique, dans les régions allant du nord-est de lInde au nord de la
Birmanie et celle du sud de I’lle de Hainan (Ollitrault et Luro, 1997). Ce sont des arbres de la
famille des Rutacées composée de 156 (Tanaka, 1961) ou de 16 especes (Swingle et Reece, 1967),
connus par leur richesse en composés phénoliques notamment les flavonoides lesquels sont
contenus dans leurs fruits et leurs feuilles (Horowitz et Gentili, 1977 ; Kawaii et al, 1999 ;
Manthey, 2002). Ils regroupent le genre Citrus, Poncirus et Fortunella. Le genre Citrus est le plus
important puisqu’il est représenté par loranger, le citronnier, le mandarinier, le pomelo, le
bigaradier et le cédratier.

En se référant aux travaux de Barkley et al. (2006), portant sur la diversité et la structure
génétique des populations d’agrumes, les nombreuses espéces de nos jours sont des hybrides
obtenus par croisements des trois especes ancéstrales : bigaradier (C. medica), du pamplemoussier
(C. maxima) et du mandarinier (C. reticulata). Cependant, ’amélioration génétique rencontre des
problémes liés a leur nature biologique, notamment par la présence de la polyembryonie qui fixe les
hybrides.

Physiologiquement, le plus souvent, les agrumes durant leur cycle passent par trois poussées
correspondant a trois montées de séve différentes (Sauer, 1951). La premiére a lieu durant le
printemps, végétativement la plus importante (Praloran, 1971), elle compte en moyenne 80% de la
biomasse foliaire annuelle (Garcia-Mari et al., 2002) ; suivie d’une deuxiéme pousse au début de
I’été qui est complémentaire de la premiere et enfin, une troisieme qui correspond a une montée de
seéve audébut de I’automne. Parfois, larbre d’agrumes connait une quatrieme pousse végétative, s’il
a regu une nutrition azotée suffisante pendant I’été et qu’il se trouve dans des conditions climatiques
favorables a sa croissance (Anonyme, 1968).

L’agrumiculture constitue I’un des principaux secteurs de I’économie et du développement
social des pays producteurs. Comme ils peuvent étre source d’emploi, les agrumes constituent donc
les produits d’exportation et de transformation en divers dérivés tels que les jus, confitures et les
essences (Loussert, 1989). Actuellement, les agrumes sont les fruits les plus produits dans le monde
(Loussert, 1989), la production mondiale s’est multipliée par deux, passant de 57,77 millions de
tonnes en 1981 a 115,52 millions de tonnes en 2011 (FAO, 2012).

Malgré les conditions climatiques et édaphiques favorables, dans leur air de développement,

les agrumes ont ét¢ soumis a de nombreuses pressions parasitaires telles les maladies et les insectes
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ravageurs qui causent des dégats importants et influent énormément sur le rendement. Ces derniers
se nourrissent aux dépens de la plante, dont certains d’entre eux peuvent également constituer des
vecteurs de maladies bactériennes, virales ou fongiques. Les principaux insectes ravageurs des
agrumes sont les cochenilles (Lepidosaphes beckii, Lepidosaphes glowerii, Parlatoria pergandei),
les pucerons (Aphis spiraecola, Toxoptera aurantii) (Aubert, 1992 ; Mariau, 1999 ; Tamesse et al.,
2002), les aleurodes (A4leurothrixus floccosus) (Giliomee et Millar, 2009), la mouche
méditerranéenne des fruits (Lo Verde et al., 2011) et la mineuse des agrumes (Phyllocnistis citrella)
(Berkani, 2003).

Parmi tous ceux recensés, la mineuse des feuilles d’agrumes Phyllocnistis citrella est
considérée comme I'une des plus redoutables. La mineuse s’attaque exclusivement aux jeunes
pousses, parfois les tiges et les fruits, elle les détruit partiellement ou en totalité. Son impact sur les
plants en pépinicre et les jeunes plantations est spectaculaire, leur croissance est quasiment
compromise. Les dégats entrainent fréquemment une chute partielle prématurée des feuilles,
accompagnée ou non de nécroses secondaires. La conséquence de I’activité alimentaire des larves
au cours de leur développement se caractérise par une destruction importante de la matiere végétale
en raison de la grande étendue de la mine. En cas de fortes attaques, un fort ralentissement de
croissance est noté sur les jeunes arbres et une baisse de la productivité sur les arbres plus agés. A
ces contraintes biotiques s’ajoutent également, dans certains pays producteurs d’agrumes (Algérie
par exemple), le probleme cl¢ des vergers agrumicoles qui est le vieillissement ; ils sont caractérisés
par un faible taux de renouvellement des plantations.

Dans ’interaction plantes insectes trois catégories de résistance ont ét¢ définies par Painter
(1951). L’antixénose (= non-préférence) est le type de résistance di a la présence de caractéres
morphologiques ou chimiques repoussant 1’insecte (absence de composés stimulant I’alimentation
ou 'oviposition). Alors que l'antibiose se justifie par 1’effet des propriétés physiques et chimiques
de la plante sur la physiologie de I’insecte, induisant une inhibition de la croissance, une fécondité
faible et peut étre la mort de I'insecte. Enfin, la tolérance est la capacité d’une plante a supporter ou
se rétablir des dégats provoqués par le ravageur.

Tous les travaux effectués sur P. citrella, dans notre laboratoire de recherche, ont suscité une
interrogation essentielle visant son inactivité¢ durant la premicre poussée de seve, malgré sa présence
certaine et les conditions printaniéres favorables a son développement et sa reproduction. Afin de
répondre a un tel questionnement, une nouvelle vision reposant sur 1’étude de la plante hote est

envisagée.
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Ce travail de these a principalement concerné I'étude et la caractérisation des effets des
composeés phénoliques des Citrus sur les larves de la mineuse des feuilles d’agrumes Phyllocnistis
citrella, ainsique leur distribution le long du cycle de développement de la plante.

Dans la premiére partie de cette thése, le contexte bibliographique de ce travail de recherche
a été présenté, en exposant successivement les données générales de la plante hote, des informations
bibliographiques sur le ravageur par I'étude de sa bio-écologie, le degré des infestations et les
dégats qu’il cause. Enfin, les caractéristiques, classification et les voies de biosynthese des
composés phénoliques rencontrés chez les végétaux et les Citrus en particulier.

La deuxieme partie, correspondant aux travaux de recherche, a ét¢ organisée en deux
grandes parties terminées chacune par une discussion des résultats. Le premier chapitre a été
consacré a 1’étude des effets de I’extrait phénolique brut, préparé a partir des feuilles de la premicre
poussée de seve, sur la physiologie et le comportement des larves actives de la mineuse. Alors que
le deuxiéme s’intéresse a la connaissance de la qualité chimique des feuilles des agrumes. Cette
¢tude porte sur I'évolution des parametres nutritionnels et antinutritionnels pouvant affecter la
propagation du ravageur, accompagnée d’une corrélation entre les résultats obtenus et la
caractérisation des composés phénoliques produits sous I’effet de la saison. Ce document s’acheéve

par une conclusion et les perspectives envisagées.
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Synthese bibliographique : Les agrumes Chapitre 1

I- Historique et origine

Le mot agrume vient du latin "agrimen", qui signifie aigre. Le nom de ’orange vient du
francais et de I’arabe narandj. En néerlandais sinaasappel ou pomme de Chine, rappelle 1’origine
méme du fruit.

Diftérentes hypotheéses ont été¢ formulées sur I'origine des agrumes. En général, ils semblent
provenir des régions tropicales et sub-tropicales (Nicolosi et al., 2000). Lesne et Pavageau (1999)
rapportent que les agrumes sont presque tous originaires de Chine et de I'Inde ou ils étaient connus
il y’a 4200 ans et cultivés depuis 3000 ans.

Le principal centre d’origine se situerait sous une ligne allant du nord-est de I’Inde au nord
de la Birmanie et au sud de I’ile de Hainan. A partir de cette zone, la dispersion se serait effectuée
vers I'est de I’'Inde, I'archipel Malais et la Chine du sud.

La diffusion des agrumes a travers le monde s’est faite trés lentement. Le bigaradier, le
citronnier et 'oranger n’ont ét¢ introduits dans le bassin Méditerranéen que vers la moiti¢ du XII

siecle, et le mandarinier au XIX siecle (Rocca Serra et Ollitrault, 1992).

II- Diffusion des agrumes

II-1- Dans le monde

C’est dans la zone subtropicale que les vergers d’agrumes rencontrent les meilleures
conditions de croissance et les fruits un environnement idéal pour mirir (Basler, 2000).

La croissance de la production mondiale des agrumes a été relativement linéaire au cours des
derniéres décennies. La production annuelle totale d’agrumes s’est ¢levée a plus de 115 millions de
tonnes en 2012 (Fig. 1). Les oranges constituent la majeure partie de la production agrumicole avec
plus de la moiti¢ (> 60%) pendant ’année 2011. L amélioration de la production est principalement
due a la croissance des terres cultivées consacrées aux agrumes. La figure 2 représente I’évolution
de la production par especes citricoles.

Selon les données statistiques de la F.A.O. (2012), plus de 140 pays produisaient des
agrumes. Cependant, la majeure partie de la production mondiale se concentre dans certaines zones
géographiques. L’essentiel est situé dans I’Hémisphere nord, avec environ 73,30% de la production
totale. Les principaux pays producteurs d’agrumes sont le Brésil, les pays du bassin méditerranéen,
la Chine et les états unis avec 22704,5 — 22441,2 — 22940 — 10445,2 millions de tonnes,

respectivement.
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Figure 1 : Production totale d’agrumes dans le monde de 2005 a 2011, en millions de tonnes

(F.A.0.,2012).
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Figure 2 : Evolution de la production mondiale d’agrumes par espéces citricoles de 2005 a

2011, en millions de tonnes (F.A.O., 20012).
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II-2- En Algérie
Le secteur de I’arboriculture constitue ’un des piliers de lagriculture algérienne. Durant

I’année 2006/2007, la surface des cultures pérennes présente était de 920.670 ha, les agrumes
couvraient une superficie de 63.296 ha, soit environ 6,8% de la superficie totale occupée par
larboriculture fruitiere. Les orangers seuls occupent 46.310 ha dont 19.300 ha de Thomson Navel
soit 33% et 11.700 ha de Washington Navel soit 20%, 12.300 ha pour la double fine soit 23%, une
superficie de 6.440 ha pour la Valencia late soit 11%, et enfin 8.780 ha soit 15% pour les autres
variétés (F. A. O., 2012).

La production totale en agrumes pour ’année 2001 a atteint 571.000 millions de tonnes dont
415.000 tonnes d’oranges, 111.000 tonnes en tangerines et 44.000 tonnes pour les citrons et les
limettes (F.A.O., 2012).

Les grandes zones de production par ordre d'importance sont la plaine de la Mitidja 44%,
Habra Mascara 25%, le périme¢tre Bounamoussa et la plaine de Saf Saf Skikda 16% et le périmétre
de la Mina et bas Chélif 14%. Le Centre du pays occupe une surface de 39.305 ha d’agrume soit
62%, I’Ouest représente 26% soit 16.453 ha, I'Est 9,7% représenté par 6.134 ha et 1.404 ha pour le
sud soit 2,2%.

III-  Description et classification des agrumes

II1-1- Description

Les agrumes sont généralement classés parmi les espéces végétales pérennes moyennement
sensibles au froid (ElI-Otmani, 2005), ce sont de petits arbres ou arbustes plus ou moins épineux de
5 a 10 metres de haut et caractérisés par un feuillage persistant ordinairement de couleur vert foncé
brillant. Les fleurs relativement petites et blanches, d’odeur suave, sont produites en grande
abondance. Les fruits sont caractérisés par des quartiers remplis de petites vésicules juteuses, ils
sont présents de novembre & mars selon les especes, avec de grandes variations de couleur, de forme
et de taille. Les pépins sont plus ou moins abondants, la sélection tend a les faire disparaitre
(Berger, 2004 ; Anonyme, 1993).

III-2- Classification

Le terme "agrumes" correspond a trois genres botaniques : Citrus, Fortunella et Poncirus.
Ceux-ci appartiennent, avec huit autres genres dont Eremocitrus, Microcitrus, Clymenta, Citropsis
et Severinia, a la sous tribu des citrinae, tribu des citrea, sous familles des Aurantioideae dans la

famille des rutaceae (Pottier-Alapetite ; Praloran, 1971).
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Le genre Citrus comprend la plupart des agrumes cultivés pour leurs fruits et leurs huiles
essentielles. En référence a la classification de Swingle et Reece (1967), les huit especes cultivées
sont : C. sinensis (L.) Osb. (Oranger), C. aurantium L. (Bigaradier), C. reticulata Blanco
(Mandarinier), C. paradisi Macf (Pumelo), C. grandis (L.) Osb. (Pamplemoussier), C. limon (L.)
Burn. F. (Citronnier), C. aurantifolia (Christm.) Swing. (Limettier) et C. medica L. (Cedratier)
(Prolaran, 1971).

III-2-1- Les orangers doux (Citrus sinensis)

L’oranger est ’espece type du genre, il est certainement ’agrume le plus cultivé et le plus
connu au monde (Rebour, 1966). Les plus nombreuses variétés se regroupent en Navel pour la
table, Blondes et Sanguines pour les jus.

Il résiste a -7/8 °C et apprécie les climats peu contrastés, ni trop chauds, ni trop froids
(Berger, 2003).

L’oranger peut atteindre 7 a 8 meétres de hauteur, a croissance rapide (Berger, 2003). Les
feuilles sont lancéolées a pétiole étroitement ailé. Le fruit est sub-globuleux a épiderme orange ou
rougeatre dont la pulpe juteuse est sucrée. Les cotylédons et les embryons sont de couleur blanche
(Anonyme, 1993).

III-2-2- Les clémentiniers (C. clementina)

Le clémentinier est le résultat d’hybridation réalisée par le pére Clément en Algérie (1902)
entre le mandarinier et le bigaradier. Il se distingue du reste des agrumes par I’absence de pépins (il
peut y avoir parfois) (Jean-frangois, 2004).

L’arbre est vigoureux a port érigé et compact, d’environ 3 metres de hauteur, il résiste
comme l'oranger a -7/8 °C. Les feuilles sont allongées et étroites, les fleurs sont petites et blanches
(Berger, 2002a), les fruits mesurant 7 & 10cm de diametre, la peau est fine et brillante, de couleur
foncée dont la chair est juteuse et trés parfumée (Jean-Frangois, 2004).

I11-2-3- Les bigaradiers (C. aurantium)

Le bigaradier peut atteindre jusqu’a 7 métres de hauteur et résiste a -9 °C, il se distingue de
I’oranger par ses feuilles plus étroitement lancéolées et pointues a pétiole nettement ailé, riches en
huiles essentielles a odeur de bergamote. La floraison est abondante a fleurs blanches trés

parfumées. Ses fruits sont a peau rugueuse et a pulpe acide et amere (Berger, 2002b).
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IV-  Cycle végétatif des agrumes

Le cycle veégétatif des agrumes est de type annuel, caractéris¢ habituellement par
I’apparition de trois ramifications bien distinctes appelées communément poussées de seve au cours
trois périodes durant 'année.

Au printemps et aprés une vie ralentie, la croissance se manifeste a partir de fin fevrier.
Pendant un peu plus de 2 mois, de jeunes ramifications de feuilles se développent, certaines de ces
nouvelles pousses sont fructiferes ; les boutons floraux puis les fleurs apparaissent de la fin mars au
début mai (Anonyme, 1987 ; Loussert, 1989). Cette premicre poussée de seve est la plus importante
du point de vue masse végétative (Loussert, 1989).

En été, lactivité végétative est moins riche en événements. Une seconde poussée de seve
plus faible que la précédente a lieu en juillet — aolit selon la vigueur, les températures et les
conditions d’alimentation plus particuliecrement en eau (Anonyme, 1987), assurant Ile
renouvellement du feuillage (Loussert, 1989). Tandis qu’en automne, de mi-septembre a la fin
octobre, la croissance apparait plus nettement que la précédente mais c’est surtout I’évolution du

fruit quiretient ’attention (Anonyme, 1987).
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I- Introduction

La mineuse des feuilles d’agrumes, Phyllocnistis citrella Stainton, appartient a la famille des
Gracillariidae. Ce microlépidoptere originaire du sud-est asiatique (Urbaneja et al., 2000) est connu
depuis longtemps comme le principal ravageur des Citrus en Asie (Garcia-Mari et al., 2002). Il1a été
décrit pour la premicre fois a Calcutta en Inde (1856) par H. T. Stainton qui fit a 'origine de sa
nomination "Mineuse des feuilles d’agrumes" (Mansanét, 1999), puis s’est dispersé lentement vers
la Corée et les Philippines (1915), I’Australie (1918), le Japon (1927), I’ Afrique de I’est (1967) et
I’Afrique de 'ouest (1970) (Anonyme, 1998).

Apres avoir été signalé en 1993 en Floride, P. citrella s’est disséminé trés rapidement.
Aujourd’hui, il est trouvé dans presque toutes les zones citricoles du globe (Bermudez et al, 2004 ;
Vercher et al., 2008) ; il a envahi simultanément la cote Méditerranéenne de I’Europe, le Moyen-
Orient et I’ Afrique du nord de 1993 a 1995 (Mafi et Ohbayashi, 2004).

Dans le bassin méditerranéen, il a ét€ observé en 1993 en Espagne, en 1994 en Algérie, puis
en Turquie, Isra€l, Maroc, Tunisie, Syrie, [talie et Malte (Berkani et al., 1996).

En Algérie, il a été signalé pour la premiere fois dans les régions cotieres des villes de
Mostaganem et d’Oran (Berkani, 1995). Depuis, ce ravageur des Citrus a envahi toutes les zones
agrumicoles du pays, tels que Tipaza, Boufarik, Alger, Boumerdes, Bejaia, Jijel, Skikda et Annaba,
puis il s’est étendu vers les zones intérieures du pays, telles que Blida, Chlef, Ain Defla, Médéa,
Tizi-Ouzou, Bouira, Tlemcen, Relizane, Guelma et El Taref (Dridi et Berkani, 1996). Il constitue

aujourd’hui le principal ravageur des agrumes en Algérie (Berkani et Mouatz, 1998).

II- Description morphologique

II-1- Euf

Les ceufs de la mineuse des feuilles des agrumes sont de formes ovales, l€geérement
convexes (Jacas et al., 1997), ressemblant a des gouttelettes minuscules d’eau (Legaspi et French,
1996). Ils mesurent seulement 0,31+£0,02mm de long et 0,22+0,02mm de large. Leur surface est
lisse translucide quand ils sont r*écemment pondus, mais deviennent jaunes pales et opaques a deux
jours ou prés de I’éclosion (Planche 1A) (Jacas et al, 1997 ; Legaspi et french, 1996). Ils sont d’un
aspect mou et argenté. La période de leur incubation varie de 2 a 6 jours environ (période d’hiver)
(Ba-angood, 1977).

La mineuse pond ses ceufs préférentiellement sur les jeunes feuilles localisées de 4,5 a 5
centimetres de I'extrémité des nouvelles pousses (Garrido et Gascon, 1995 ; Urbaneja et al., 2001),

ils sont déposés séparément, avec une préférence d’oviposition sur les feuilles de longueur

%
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inférieure a 10mm. L’insecte pond ses ceufs prés de la nervure principale des jeunes feuilles. D’ une
maniere générale, un ceuf par feuille, au maximum deux. La face postérieure de la feuille est la plus
accessible a P. citrella (Sanchez et al., 2002).

II-2- Larves

L’¢closion des ceufs se produit dans les 2 a 10 jours, les larves pénétrent immédiatement
sous la cuticule et se nourrissent a partir des cellules qu’elles perforent grice a leurs crochets
mandibulaires (Heppner, 1993).

Durant son cycle de développement, Phyllocnistis citrella passe par quatre stades larvaires
(AlKhateeb, 1999). Le corps des larves est allongé, avec une téte prognathe robuste et triangulaire,
le thorax élargi avec des segments bien délimités dont les trois derniers sont étroitement
cylindriques et caudiformes, les pattes thoraciques et abdominales sont absents (Berkani, 1995).

Les trois premiers stades larvaires ne different entre eux que par la taille, les segments
thoraciques et 'abdomen (Barouga, 1968). Les larves de premier stade mesurent 0,61+£0,17mm de
long et sont planes, avec une té€te notablement plus large que le reste du corps. Celles du second et
troisieme stade présentent un thorax plus large que la téte et du reste du corps. Toutes les larves de
P. citrella sont translucides. Alors que celles nouvellement émergées sont totalement transparentes
et prennent la couleur jaune vert au deuxieme stade et jaune obscure au troisieme (Sanchez et al.,
2002) (Planche 1B - 1C — 1D).

Le quatrieme stade larvaire ou pré-nymphe (Planche 1E) se distingue essentiellement par un
appareil buccal atrophié, car pendant cette phase 1’insecte cesse de se nourrir (Barouga, 1968). Le
corps est plus ou moins cylindrique de couleur jaune pale, avec des segments thoraciques plus
volumineux que ceux du reste du corps, sa longueur moyenne est de 3,40+0,18mm (Sanchez et al.,
2002). A ce stade, la pré-nymphe construit la chambre nymphale en couvrant les murs internes de la
mine avec de la soie. La contraction de ce tissu sous effet de dessechement provoque le repliement
du bord de la feuille, constituant ainsi une légére boucle. La coque nymphale, initialement de
couleur blanchatre devient marron-orangée aprés plusieurs jours (Sanchez et al, 2002). La
nymphose commence lorsque la pré-nymphe aura formé le cocon nymphal (Knapp et al., 1995).

II-3- Chrysalide

La nymphe se trouve généralement dans une loge nymphale a T'extrémité de la feuille
(Heppner, 1993). Elle est de couleur brun-jaunatre et devient plus foncée avec I’age (Legaspi et
French, 1996). Sa longueur varie entre 2 et 2,5mm (Ba-angood, 1977). Selon Badawy (1969), elle
est en forme de fuseau présentant une longue antenne qui s’étend le long du corps avec deux yeux

composés apparaissant comme des points noirs sur chaque coté de la téte (Planche 1F). Onobserve

@
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la présence des papilles labiales et des ailes antérieures présentant chacune une tiche oculaire noire
a I'extrémité distale, alors que le dernier segment abdominal se termine par une courte paire de
processus caudaux similaires a celle de la pré-nymphe.

Les chrysalides miles et femelles peuvent étre facilement différenciées en se basant sur la
morphologie du dernier segment abdominal (pygidium). Néanmoins, contrairement aux figures
prises par Clausen (1931), se sont les chrysalides femelles qui montrent un dernier segment plus
long (probablement une fusion des segments IX et X) soutenant deux longues franges (Fig. 3A),
tandis que les males montrent un pygidium plus court sans franges (Jacas et Garrido, 1996) (Fig.
3B).

Juste avant ’apparition de ’adulte, la chrysalide emploie une épine frontale, se trouvant sur
sa téte, pour perforer le cocon et forcer son corps a travers (Legaspi et French, 1996).

I1-4- Adulte

L’adulte est un petit papillon, d’environ 2 a 2,5mm de long et de 4 a Smm d’envergure
(Sanchez et al., 2002), de couleur blanc argentée (Brun et Borelli, 1995), dont les ailes antérieures
portent 4 bandes ou stries colorées de marron a noire avec une tache noire sombre a I’extrémité et
les ailes postérieures sont trés minces de couleur blanchatre (Planche 1G). Ces deux paires d’ailes
sont fringuées de petits poils minuscules (Ba-angood, 1977).

Le corps de couleur blanche est couvert en totalité par les deux paires d’ailes quand il est en
position de repos. Il posseéde des antennes longues et filiformes (Sanchez et al, 2002) de couleur
brune (Al-Khateeb, 1999). Il présente trois paires de pattes, les pattes antérieures sont plus courtes
que celles du centre, alors que les postérieures sont plus développées et sont munies de deux paires
d’éperons, s’élevant des extrémités du Tibia avec cinq articles ; l'article basale étant le plus long
(Guerrout, 1974). La téte est caractérisée par la présence d’écailles sinueuses blanches (Heppner,
1993). Selon Badawy (1969), la capsule céphalique est ronde avec la fusion du front et du clypeus
formant ainsi la région fronto-clypéal. Elle présente deux yeux composés sans ocelles. L’appareil
buccal est de type suceur, représenté par deux Galéas formant le proboxis ; tube aspirateur formé
par I'assemblement des deux maxilles et la palpe labiale qui est composés de trois segments
(Badawy, 1969).

D’apres Balachowsky (1966), la taille de 1’insecte, sa couleur et sa forme ovulaire au repos,

rend difficile a le percevoir dans les plantations.

III-  Systématique

Nom commun : Mineuse des feuilles des agrumes
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Synony mie : Lithocollentis citricola Swinh (Balachowsky, 1966)
Embranchement : Arthropodes

Classe : Insectes

Ordre : Lépidopteres

Super-famille : Tineoidae

Famille : Gracillariidae

Sous-famille : Phyllocnistinae

Genre : Phyllocnistis

Espéce : P. citrella Staint.

IV-  Plantes hotes

Phyllocnistis citrella est le ravageur affectant généralement les plantes appartenant a la
famille des Rutaceaea (Bermudez et al., 2004 ; Nagamine et Heu, 2002), il peut étre trouvé
¢galement sur d’autres plantes ornementales (Heppner, 1993) ou il ne peut pas accomplir son cycle
biologique (Godfrey et Grafton-Cardwell, 2002).

Le ravageur est principalement attir¢ par le genre Citrus; toutes les espéces en
développement sont attaquées. Il semble exister une différence dans la susceptibilit¢ entre les
cultivars ; les pamplemoussiers et les mandariniers sont les plus sensibles (Argove et Rossler,
1996). Cependant, Garcia-Mari et al. (2002) relie cette susceptinilité aux nombres annuels des
bourgeons ouverts, par contre Ba-angood (1978) et Wilson (1991) considérent que la sensibilité de

la plante hote est enrelation étroite avec la taille des feuilles et le nombre des stomates.

V- Bio-écologie

Phyllocnistis citrella est un ravageur sténophage n’évoluant que sur jeunes pousses et
lorsque les conditions thermiques sont favorables (Boulahia et al., 2002). Ce phytophage assure son
hibernation au stade adulte et reprend son activité en printemps (Balachowsky, 1966).

Les adultes ont une activité crépusculaire ou nocturne ; la journée ils se reposent la plupart
du temps dans les zones sombres des arbres (Garrido et Gascon, 1995). Alors que sa nourriture est
basée sur le nectar (Legaspi et French, 1996).

Selon Ba-angood (1977), les adultes s’accouplent généralement la nuit, 9 a 11 heures apres

I’émergence. Par contre, Legaspi et French (1996) rapportent que cette période est relativement

E

longue entre 14 et 24 heures.
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L’¢mergence des adultes de leurs chambres nymphales se fait tot le matin et dure en
moyenne 22 minutes. La ponte commence 1 a 8 jours plus tard (Smith et Hoy, 1995). Pendant la
soirée, les femelles pondent leurs ceufs séparément sur la face inférieure de la feuille, et chaque
femelle peut pondre entre 18 — 76 ceufs (moyenne de 48 ceufs) pendant sa vie (2 — 7 7 jours). Les
ceufs éclosent entre 2 — 10 jours et les jeunes larves commencent a perforer la surface foliaire.
Typiquement, la perforation se produit seulement du c6t¢ inférieur de la feuille, mais quand la
densit¢ du phytophage augmente, les deux cotés peuvent étre infestés (Godfrey et Grafton-
Cardwell, 2002).

Les mines causées par les larves du premier stade mesurent de 1 a 1,5cm de long. En
principe, elles sont presque imperceptibles. Fréquemment, les L; minent parallelement a la nervure
principale de la feuille, avec une direction vers sa base. Méme si I’ceuf est déposé sur une nervure
latérale, la larve mine vers la nervure principale. Les larves grandissent, les mines deviennent
longues et trés visibles atteignant 3 a 4cm de long, a ce moment on distingue les larves du deuxieme
stade. Les larves continuent a creuser d’une manicre serpentine et empilée 1’une sur 'autre. Les
larves du troisieme stade forment des mines claires, visibles et étendues, arrivant méme a occuper la
totalité¢ des petites feuilles. A la fin de ce stade, les larves se dirigent vers le bord de la feuille et
continuent a s’alimenter, jusqu’au moment de leur évolution en pré-nymphe (Sanchez et al., 2002).

Selon Al-Khateeb (1999), le cycle de développement de P. citrella de I’ceuf a I’adulte varie
en fonction des conditions climatiques, notamment la température. Il est approximativement de 13 a
52 jours ; de 2 a 10 jours pour I’éclosion des ceufs, de 5 a 20 jours pour le développement larvaire,
de 6 a 22 jours pour le développement de la nymphe et I’insecte adulte de 2 a 12 jours. Mais, dans
certaines conditions, il peut atteindre les 20 jours. Par contre, Sanchez et al. (2002) ont montré que
le cycle peut étre complet aprés 14,25+1,29 jours a 27,67 °C et 61% d’humidité relative ; la durée
par stade se résume comme suit : 2,354+0,32 jours pour I’éclosion des ceufs, 4,25+0,23 jours pour les
larves (1,11£0,15 pour les L;, 1,12+0,10 pour les L, et 2,02+0,14 pour les L), 1,03 +0,13 pour les
pré-nymphes, 6,58+0,61 pour les chrysalides et pour I’imago un minimum de 4 et un maximum de
20 jours.

Le nombre de générations chez P. citrella varie selon les zones géographiques. C’est ainsi
quen Algérie 5 a 6 générations ont été observées (Berkani et al, 1996), en Chine 9 a 15 (Knapp et
al, 1994), six au japon (Clausen, 1931), dix en Inde (Pandey et Pandey, 1964) et 13 générations

produites sous les conditions espagnoles (Mansanét et al., 1999).
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VI- Dégats

Toutes les especes citricoles peuvent étre infestées par P. citrella, a n’importe quel age
(Mansanét et al., 1999). Les dommages de plus grande importance économique se produisent dans
les nouvelles plantations, arbres nouvellement greffés et les pépinicres, car ils sont en croissance
continue et possédent une biomasse insuffisante pour compenser les pertes causées par les attaques
(Argove et Rosler, 1996). Dans les vergers adultes, les effets sont observés a moyen terme sur
I’équilibre annuel des feuilles et le niveau de la production foliaire (Garcia-Mariet al., 2002).

Les chenilles s’attaquent, particuliérement, aux jeunes feuilles nouvellement formées
(Godfrey et Grafton-Cardwell, 2002) et sont surtout localisées sur leur face inférieure (Diaz et al.,
2006). Ces dégats sont causés par les divers stades larvaires, qui se nourrissent de la se¢ve de la
feuille entre le parenchyme et la cuticule, produisant des mines et des galeries. Les dommages les
plus graves sont provoqués par le troisiéme stade larvaire. C’est ainsi qu’'une seule larve peut
rapidement détruire 30% de la surface d’une feuille de Citrus ayant 8cm de long, et trois larves
peuvent détruire jusqu’a 60% (Mansanét et al, 1999); P. citrella affecte indirectement
I’assimilation chlorophyllienne (Knapp et al, 1994 ; Argov et Rosler, 1996) et par conséquent la
vitalité¢ de la plante (Larka et al., 1984).

Les surfaces foliaires attaquées servent de foyer a 1’établissement des maladies telles que le
chancre des agrumes "Xanthomonas campestris" (Liu et al, 1999 ; Lim et Hoy, 2005) et
"Xanthomonas axonopodis” (Chagas et al., 2001) et augmentent le développement des champignons
saprophytiques, telles que "Alternaria" et "Paccilomyces" (Larka et al, 1984). Les dégats de la
mineuse causent également I’abscission précoce des feuilles adultes endommaggées, représentant
ainsi une perte additionnelle de la biomasse foliaire (Garcia-Mari et al., 2002).

Gottwald et al. (2001) rapporte que les dégats causés par P. citrella affectent la croissance et
le développement, par contre Garcia-Mari et al. (2002), a conclu que les dégats ont un effet tres
minime ou sans effets sur la formation des pousses de printemps et le niveau de la floraison, de
méme pour le rendement en fruits qui est nullement affecté.

La sévérité des dommages de P. citrella dépend de la synchronisation de I'infestation de la
mineuse par rapport aux poussées de se¢ve saisonnicres, qui différent selon les régions, les variétés
et I'age des plantes (Knapp et al., 1995). En Chine et en Australie, il a ét¢ montré que P. citrella a
caus¢ de faibles dégits sur les pousses de printemps, et les infestations graves se sont rarement
produites (Garcia-Mari et al., 2002), alors qu’en conditions Méditerranéennes, P. citrella prolifére
seulement durant les mois chauds de ’année et les pousses de printemps échappent habituellement a

ses dégats (Argove etal., 1995 ; Berkaniet al., 1996 ; Garcia-Mari et al., 2002).
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Planche 1 : Les différents stades biologiques de Phyllocnistis citrella. A = oeuf, B=
Stade L;, C = Stade L,, D = Stade Ls, E = Stade L4 (prénymphe) , F = Nymphe et G =
Adulte.
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Figure 3 : Nymphes de Phyllocnistis citrella : A = femelle, B = male (Jacas et Garrido, 1996).
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I- Généralités

Les composés phénoliques appartiennent a la classe des métabolites secondaires végétaux.
Ils interviennent dans la défense des plantes contre les agressions environnementales (Gee et
Johnson, 2001). En effet, de nombreuses fonctions peuvent €tre attribuées a ses molécules, ils
peuvent résister aux diverses agressions des organismes pathogenes, ils participent de maniere trés
efficace a la tolérance des végétaux aux divers stress et jouent le rdle des signaux de reconnaissance
entre les plantes (All¢lopathie) et entre les plantes et les symbioses, (Macheix et al., 2005).

Ils correspondent a une grande variét¢ de substances les plus hétérogénes, les plus
nombreuses et les plus distribuées dans le regne végétal, avec plus de 8000 structures phénoliques
identifiées (Wollgast et Anklam, 2000 ; Bruneton, 2009). Ces composés ont tous en commun la
présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles
libres ou engagées dans une fonction ester, éther ou hétéroside (Urquiaga et Leighton, 2000). Ceux
présents sous forme de glucosides sont les constituants des végétaux supérieurs les trés largement
répandus (Tanguy, 1971 ; Brzozowska et al., 1971). La structure des composés phénoliques naturels
varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus
hautement polymérisées (tanins condensés) (Macheix et al., 2005). Le ou les noyaux aromatiques
peuvent étre produites soit par la voie des shikimates (Kening et al., 1995), la voie de l'acétate
(Bruneton, 2009), ou bien de I’association des deux ; la voie des phénylpropanoides (Hoffmann et
al, 2004); induisant la synthése de composés mixtes (Bruneton, 1999). Les composés phénoliques
regroupent essenticllement les phénols simples, les acides phénoliques, les stilbenes, les
flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignanes, les lignines et les
xanthones (Stalikas, 2007). Dans cette classe de métabolites secondaires, se trouvent de nombreux

composés, qui peuvent étre classés selon leurs structures :

II- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent les formes les plus simples des composés phénoliques.
Ils se divisent en deux classes : celle qui dérive de I'acide benzoique avec une structure (C6-C3 ou
C6-C1) et celle qui dérive de I’acide cinnamique (C6-C3) (Hollman, 2001).

La concentration de I’acide hydroxy-benzoique (Tab.1) des plantes comestibles est
généralement trés faible, a I’exception de certains fruits rouges, le radis noir et les oignons, qui
peuvent avoir des concentrations de plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de maticre
fraiche. Le thé est une source importante d’acide gallique, les feuilles peuvent contenir jusqu’a 4,5

gramme par kilogramme de maticre fraiche. Cependant, les acides hydroxy-cinnamiques (Tab. 2)
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sont plus fréquents. Ces dérivés sont trés présents dans I’alimentation humaine (Fleuriet et al.,
2005). Ces acides sont rarement trouvés sous formes libres. Les formes li¢es sont : les dérivés ou les
esters glycosylés de I’acide quinine, ’acide shikimique et de I’acide tartrique (Manache et al.,
2004). Chez les agrumes, 11 acides phénoliques ont été isolés de la peau du fruit et identifiés :
acides vanillique, trans-cinnamique, salicylique, 4-hydroxybenzoique, syringique, m coumarique,
ferulique, cafféique, gallique, protocatéchuique et I'acide p-coumarique (Moon-Young et al., 2011).

I1-1- Biosynthese

A partir du phosphoénol-pyruvate et I'érythrose 4-phosphate, 1’aldocondensation et la
déshydratation de ce dernier conduisent au déshydroshikimate, qui est réduit au shikimate a I’aide
du NADH,. L’acide shikimique produit réagit ensuite avec le phosphoénol-pyruvate, qui suite aux
réactions de phosphorylation, déshydratation, déshydrogénation, décarboxylation et amination
forment la phénylalanine ; précurseur de la syntheése des phénols (Richter, 1993 ; Dewick, 2002).

Dans le genre Citrus, les acides phénoliques dérivent essentiellement de Tacide
hydrocinnamique (King et Young, 1999). Les concentrations des acides phénoliques (acide
ferulique, acide sinapique, acide p coumarique et acide caféique) sont significativement plus élevées
dans la peau des fruits par rapport a la pulpe. L’acide férulique est le composant principal dans la
pulpe et la peau suivi ’acide p coumarique, sinapique et I’acide caféique qui représente la
concentration la plus faible chez les différentes espéces d’agrumes (Gorinstein et al., 2004a ; .
Gorinstein et al, 2004b ; Gorinstein et al, 2001). Contrairement aux orangers et pamplemoussier,
les citronniers accumulent des concentrations plus €levées (Gorinstein et al., 2001). Par ailleurs, les
acides phénoliques qui dérivent de I’acide benzoique sont moins représentés chez les agrumes.
Ainsi, Swatsitang et al. (2000) rapporte la présence, chez Citrus sinensis, des acides galliques,

procatéchique, chlorogénique, p hydroxybenzoique et I’acide vanillique.
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Tableau 1 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

R1 | R2 R3 | R4 Acides phénoliques

R2 R1
H H H |H Acide benzoique

R3 COOH H H OH| H Acide p hydroxybenzoique

H OH OH| H Acide protocatéchique

R4 H OCH3 | OH | H Acide vanillique
H OH OH | OH Acide gallique
H OCH3 | OH | OCH3 | Acide syringique
OH | H H |H Acide salicylique
OH | H H | OH Acide gentisique

Tableau 2 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

R1 R2 R3 | Acides phénoliques

R1 OOH

H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
R2 OH OH H Acide caféique
R3

OCH3 | OH H Acide férulique

OCH3 | OH | OCH3 | Acide sinapique

III-  Les Flavonoides

III-1- Généralités

Le nom flavonoide provient du terme flavus c'est-a-dire jaune (Malesev et Kunti¢, 2007). Ils
sont largement distribués dans les fruits, les l€gumes, les jus de fruits, le thé et le vin.

Dans les tissus végétaux, les flavonoides ont montré de nombreuses fonctions : la protection
contre les radiations UV (Shirley, 1996 ; Rousseaux et al, 1998 ; Gitz et al, 1998), le role des

phytoalexines, la protection contre les herbivores et les insectes, roles des composés chimiques
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allélopathiques, initiateur de I'interaction symbiotique (Aoki et al, 2000), régulation du transport
d’auxine et stimulateurs du pollen (Dixon et Paiva, 1995).

Les flavonoides ont ét¢ mis a profit dans I'industrie alimentaire, cosmétologique et en
dermopharmacie. En plus de leurs fonctions biochimiques, physiologiques et écologiques, de
nombreux flavonoides jouent un role de protecteur dans la sant¢ humaine (Martens et al., 2003) ; ils
sont surtout illustrés en thérapeutiques comme anti-carcinogénes, anti-inflammatoires, anti-
tumoraux et anti-oxydants. Des travaux plus anciens ont montré que les phénols sont associés a des
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la différenciation organogéne, la
dormance des bourgeons, la floraison et tubérisation (Heimeur et al., 2004).

La plupart des agrumes accumulent des quantités importantes de flavonoides durant le
développement de leurs organes (Calabré et al., 2004 ; Kawaii et al., 2001), et contiennent un type
de flavanone qui fait leur différenciation en jus d’agrumes (Belajova et Suhaj, 2004)

II1-2- Distribution

Les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes, puis migrent et se dissolvent dans
les vacuoles des cellules (Piquemal, 2008). Ces substances, présentes dans les différents organes des
végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al., 2002),
varient quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal (Fritch et
Griesbach, 1975) ou avec I’interaction de la plante avec son environnement (Boudet, 2000). Ainsi,
certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certaines especes végétales ; les
flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les anthocyanes dans les fruits rouges, les
flavonols dans les choux, les brocolis, les oignons et le raisin (Heller et al., 1998).

I11-3- Biosynthése

Deux classes de génes codent la voie de biosynthese des flavonoides :

1- Les geénes de structure codent les enzymes, qui interviennent directement dans la synthése
des flavonoides ;
2- Les geénes de régulation, qui controlent I'expression des genes de structure (Schijlen et al.,

2004).

Les flavonoides sont formés dans les plantes et sont synthétisés a partir des acides aminés
aromatiques, phénylalanine et tyrosine, avec des unités acétates (Middleton et al., 2000). La
phénylalanine-ammonialyase catalyse la transformation de la L-phénylalanine en acide trans-
cinnamique par désamination, lequel est I’intermédiaire principal dans la biosynthese des composés

phénoliques (Rivero etal, 2001).
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La chalcone synthase (Fig. 4) catalyse la condensation de trois molécules d’acétates activées
(malonyl CoA) avec p-coumaryl CoA pour former la 4,2°,4°,6° tétrachalcone (Schijlen, 2004). Cette
chalcone est métabolisée en flavanone (naringénine) sous I’action de la chalcone isomérase. Ces
deux formes de naringénine : le chalcone et le flavone sont les précurseurs pour tous les composés
phénoliques produits par les plantes.

Le flavone est probablement modifi¢ dans un mode réactionnel en plusieurs dérivés par
hydroxylation, méthylation glycosylation et rhamnosylation. Le groupe glycosylique le plus
commun, li¢ aux flavonoides des Citrus est le diglycoside rhamnose-glucose (Moringuschi et al,
2003).

3 X malonyl-CoA p cumaroyl-CoA
U CHS
Chalcones
CHI
Flavanones
FHT LAR
FHT
DFR_~ANS \
Anthocyanidines Flavones Flavonols Isoflavones

Figure 4 : Biosynthese des flavonoides.

CHS: Chalcone synthase; CHI: Chalcone isomerase; FHT: Flavanone 3-hydroxylase; DFR:
Dihydroflavonol 4'-reductase; LAR: Leucoanthocyanidine 4-reductase; ANS: Anthocyanidin
synthase; FSI: Flavone synthase; FLS: Flavonol synthase; IFS: 2-Hydroxyisoflavone
synthase.
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I1I-4- Structure

Les flavonoides présentent tous la méme structure de base (Fig. 5), ils sont constitués de 15
atomes de carbone (C6-C3-C6), répartis sur deux unités aromatiques en C6 (A) et (B) et reliés par
une chaine a 3 carbones formant ainsi I’hétérocycle (C) (Cook et Samman, 1996 ; Fawe, 1997 ; W-

Erdman et al., 2007).

3 4 6' 3’
Figure 5 : squelette de base des flavonoides.

III-5- Classification

Dans le genre Citrus, on distingue trois classes de flavonoides : flavanones, flavones et
flavonols (Pellati et al., 2004), et une prédominance des flavanones et des flavones (Peterson et al,
1998), avec plus de 60 molécules déja identifiées (Calabrd et al., 2004). Les composés de chaque
sous classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (groupements
hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les 2 cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 (Marfak,
2003).

I1I-5-1- Flavanones

Les agrumes sont parmi les rares especes qui contiennent les flavanones (Peterson et al.,
1998), ils accumulent de grandes quantités de flavanones glycosylés, ayant une saveur variable. Les
néohespéridoses flavanones trouvés chez le pamplemoussier, sont habituellement ameres et les
rutinosides flavanones des orangers et citronniers sont insipides (Maor et al., 1991 ; Peterson et al.,
1998). Alors que chez le Pomelo, c’est la naringine qui domine (Chinapongtitiwat et al, 2013).

Les flavanones glycosylés (Fig. 6) sont largement utilisés pour différencier entre les especes
et les variétés citricoles (Mouly et al, 1998). C’est ainsi que les hespéridines (hespéritine 7
rutinoside) et les narirutines (naringénine 7 rutinoside) sont les flavonoides majeurs dans les
orangers et les mandariniers. Par contre, les principaux flavonoides rencontrés chez le
pamplemoussier sont les naringines (naringénine 7 néohespérosides) 70% et les narirutines 20%
(Kawaii et al, 1999). Dans les feuilles de Citrus sinensis, Manthey et al. (2000) a identifi¢
principalement des flavanones dont les composés principaux sont : hespéridine, diosmine,

isorhoifolin, 6,8-di-C-glucoylapigénine, 2’’-O-xylosylvitexine. La glucosylation des flavonoides
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aglycones (Fig. 6) se fait par addition de D-glucose et L-rhamnose sur le groupement hydroxyl C7
ou dans certains cas C3 (Gattuso et al., 2007).

Sugars Aglycones Glycosides
OH
Narirutin (R; = rutinoside)
‘/&' Ri o] Naringin (R; = neohesperidoside)
e T
OH
Rutinose

6-O-a-L-rhamnosyl—D—glucoside Naringenine (R, = OH)

Hesperidin (R; = rutinoside)

%o 0 Neohesperidin (R; =neohesperidoside)
H3C o}
HO
HC}
OH Hesperetln (R;y = OH)
Neohesperidose
2-0-0-L-thamnosyl-D-glucoside OH

O Eriocitrin (R; = rutinoside)

O o OH Neoeriocitrin (R; =neohesperidoside)

Eriodictyol (R; = OH)

CHjy
‘ Didy min (Neoponcirin)(R1 = rutinoside)
‘ o Poncirin (R1 = neohesperidoside)

Isosakuranetin (R; = OH)

Figure 6 : Quelques flavanones aglycones et leurs glycosides respectifs.

II1-5-2- Flavones

Les flavones aglycones, tels que 'acacétine (Zhang et al., 2006) et la diosmetine (Kim et al.,
2004) présentent un groupement méthoxylé en position C4’, tandisque le chrysoériol le montre fixé
enC3’.

Les formes polyméthoxylées (Fig. 7) : tangéritine et nobilétine sont retrouvés dans la peau
des fruits de Citrus sinensis et C. aurantium (Whitman et al., 2005). IIs sont également localisés

dans le flavédo des fruits. Ils sont généralement utilisés pour différencier entre les jus de C. sinensis

et C. reticulata (Mouly et al., 1998).
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Selon Manthey et al. (2004), ’analyse par HPLC-MS a montré la présence de nouveaux

flavones aglycones, indiquant la présence des flavones partiellement méthoxylés :

le chrysoériol

(5,7,4° trihydroxy-3’-méthoxyflavone), le limocitrine (3,7,5,4 tétrahydroxy-8,3’diméthoxyflavone)

et le limocitrol (3,5,7,4’tétrahydroxy-6,8,3 triméthoxyflavone). Ces analyses ont déterminé que

I’activité antioxydante des Citrus est attribuée aux nombreux composés mineurs présents dans la

peau des fruits. Alors que des glycosides de flavones mineurs dont les composés principaux sont

apigénine, diosmétine, vitéxine, isovitéxine et lutéoline ont été¢ retrouvés dans les feuilles de Citrus

sinensis (Manthey et al., 2000).

Composés R1 R2 R3
Quercétogetine OMe H OMe
3,3°,4°,5,6,7,8- OMe OMe OMe
Heptamethoxyflavone
Natsudaidain H OMe OMe
Nobiletin H OMe OMe
Sinensetin H H OMe
Tangeretin H OMe H
Tetramethylscutellarein H H H

Figure 7 : Flavones méthoxylés.
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I11-5-3- Flavonols

Le flavonol le plus commun dans lalimentation est le quercétine, il est présent dans
plusieurs fruits et légumes. Les flavonols se présentent dans les plantes sous différentes formes
(Erlund, 2002). Ainsi, les flavonoides glycosylés des naringénines (Fig. 8), quercétines (Fig. 61) et
des kampférols (Fig. 9), sont des inhibiteurs métaboliques des cytochromes P450 (Shulbert et al.,
1995).

OH O OH O

Figure 8 : Structure chimique de la naringénine. Figure 9 : Structure chimique du kampférol.

IV-  Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kyanos, bleu violet) terme général qui regroupe
les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard, 1996). Ces composé€s sont connus pour
étre responsables, dans les pétales et les feuilles des plantes supérieures, des couleurs allant du rose
au bleu en passant par le rouge, le mauve et le violet. Ils sont présents dans tous les organes
végétaux supérieurs. Les anthocyanes sont ¢galement localisés dans les parties externes des fruits
(Hilbert, 2002). Ils sont hydrosolubles et dissouts dans les vacuoles des cellules épidermiques
(Mazza et Miniati, 1993). Ils se trouvent en grandes quantités dans les fraises et autres baies, le
raisin et le thé (Nijveldt et al, 2001).

Les anthocyanes ont, comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de deux
cycles A et B, et d’un hérérocycle (cycle C) ; mais leur caractéristique principale est que ce dernier
est chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base commune : le cation flavylium
ou 2 phenyl 1-benzopyrilium ou un atome d’oxygene forme un pont entre la chaine de carbone et le
cycle A (Fig. 10). Presque toutes les gammes de couleurs des fleurs sont dues a la présence de
groupes hydroxyles et/ou méthoxyles sur les cycles A et B ou sur la chaine les reliant. Les groupes
hydroxyles peuvent étre glycosylés par des sucres (ce qui permet une meilleure solubilité et une

grande stabilit¢ des molécules), eux-mémes acylés éventuellement par les acides tels que ’acide
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cinnamique, caféique ou encore malonique (Donner, 1997). Les trois principaux anthocyanes sont
la pélargonidine de couleur rouge-orange, la cyanidine (rouge) et la dephinidine (mauve).
L’accumulation d’anthocyanes de type cyanidines est déterminée par [Dactivité de
flavonoides 3’ hdroxylase (Hilbert, 2002). Ainsi, les orangers sanguines (Torocco, Sanguinello et
Moro), principales variétés de Citrus sinensis, sont caractérisées par la couleur de la peau et de la
chair de leurs fruits ; couleur due aux pigments phénoliques. Les tissus et le jus frais d’orange
sanguine contiennent une prédominance de cyanidine 3 glucoside et cyanidine 3 (6°’- malonyl)

(Fig. ) (Lo Scalzo et al., 2004).

R4
OH
HO or
C
Z on
OH

Figure 10: Le cation flavylium (2-phényl- 1-benzopyrilium).

V- Les tannins

Les tannins représentent le principal groupe des composés phénoliques, avec pas moins de
4000 composés differents dénombrés dans le regne végétal (Aoki et al., 2000). Les tannins forment
avec leurs dérivés la quatrieme famille de composés par ordre d’abondance dans les plantes apres la
cellulose, la lignine et les hémicelluloses (Peronny, 2005). Dans I’énorme diversité des tannins
végétaux, on distingue essentiellement deux groupes chimiques : les tannins hydrolysables et
condensés.

Les tannins hydrolysés, sont généralement des esters de glucose que 1’on classe en deux
catégories : Les gallotannins et les ellagitannins (Fig. 11). Leur hydrolyse provoque la libération des
acides tels que les acides galliques pour les gallotannins et les acides ellagiques pour les
ellagitannins (Muller-Harvey, 2001 ; Kraus et al., 2004). Ils sont synthétisés par la voie de I’acide
schikimique, a partir de laquelle découle I’acide gallique suite a une oxydation de I’acide 3-
déshydroshikimique. Une gallolylation de l'acide gallique permet d’obtenir le B -glucogalline en
présence de I'uridine diphosphate-glucose (UDP-G) qui sera par la suite transformé par addition de

nouveau groupements galloyles en: 1,6 digalloylglucose, 1,2,6 trigalloylglucose et 1,2,3,6
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tétragalloylglucose. Les deux types de tannins hydrolysables (les ellagitannins et les gallotannins)
sont formés a partir du «1,2,3,4,6,- penta- D- galloyl-B-D-glucose » par I'ajout d’un autre
groupement galloyle sur le noyau (Grundhofer etal., 2001).

De leur part, les tannins condensés, appelés aussi « proanthocyanidines », ce sont des
polymeres de flavane-3-ols, et de flavane-3,4-diols. Elles peuvent contenir dans leurs structures de
deux a cinquante unités de flavanoides (Xie et Dixon, 2005 ; Takos et al., 2006). Leurs poids
moléculaires se situent entre 5000 et 12000 daltons (Koukiet Manetas, 2002).

Les proanthocyanidines se caractérisent par une variation structurale considérable
(Schofield et al, 2001 ; Xie et Dixon, 2005). Leur structure complexe est formée d’unités répétitives
monomériques. On distingue ainsi: la catéchine, I'épicatéchine, 1’épicatéchine gallate et
Iépigallocatéchine (Fig 12). Les unités monomériques sont reliées entre eux par une liaison entre le
carbone 8 et le carbone 4 (C 8 - C 4) (Schofield et al., 2001).

Selon le nombre d’unités monomériques et le type de liaison qui les reliant entre-elles, les
tannins condensés peuvent é&tre classés en: procyanidine, prodelphinidine, profisetinidine,
prorobinetinidine (Xie et Dixon, 2005).

La biosynthese des tannins condensés commence par I'action du flavanones 3-hydroxylase
qui catalyse la transformation des flavanones en dihydroflavonols, suivi des dihydroflavonols
réductase qui vont participées a la réduction des dihydroflavonols en 2R, 3S,4S
leucoanthocyanidine. La formation des anthocyanidines se fait grace a I'action des anthocyanidines
synthase qui conduira par la suite a la synthése des anthocyanines sous I’action des anthocyanidines
glycosytransférase. Les proanthocyanidines sont obtenus par D’action de deux enzymes :
anthocyanidines réductase et leucoanthocyanidine réductase pour obtenir les deux polymeres des

tannins condensés : — (-) Epi-flavan-3-ols et (+) - Flavan-3-ols (Dixon et al., 2004).

ﬂ
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COOH

HO OH
OH

Acide gallique

HO,  OH
OH
al
o
a OH
OH
a]
o
o a
o OH
o
bH D D
OH
HO oH
OH Ho o OH

Ellagitannins
Acide ellagique

Figure 11 : Structure des tannins hydrolysables et leurs acides associés.

©/OH
OH o o 1 Catechin

OH

Pl ©/2 Epicatechin

OH

OH
@gk Epigallocatechin

CH

B OH

4 Epicatechin Gallate
R1 | R3 Classes S

o}
OH| H | Procyanidine ;\@C’H

OH
OH | OH | Prodelphinidine Figure 12 : A) Unité de base des tannins condensés
T T H [ Profsetimdine (R1'=R2=O.H, R3=H :-Epicathéchine ; R2= Gallolyle :
Epicathéchine gallate) ; B) Structure chimique des monomeres

H | OH | Prorobinetinidine constitutifs des tannins condensés (Schofield et al., 2001 ; Kraus

etal, 2004).
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Partie expérimentale 1 Introduction

I- Introduction

Les ravageurs des cultures constituent ’entrave principale a ’augmentation de la production
agricole. Ainsi, la protection des plantes, contre les ravageurs et les pathogenes agricoles, demeure
la préoccupation principale des scientifiques de 'agriculture (Sener et al., 1998).

L’ utilisation permanente, malgré efficace, des pesticides synthétiques, présente de nombreux
inconvénients : le développement des contraintes de résistance aux insecticides, les cotts ¢élevés, les
risques de manipulation, les soucis concernant les résidus des insecticides et les menaces sur la
sant¢ humaine et I’environnement. Pour minimiser ces préjudices, 1’alternative est d’orienter la lutte
vers [lutilisation des biopesticides d’origine végétale biodégradables et respectueux de
I’environnement (Elhag, 2000 ; Lamiri et al., 2001 ; Rajput et al., 2003).

Parmi les substances de défense des plantes, les nombreux composés subtils sont issus de
leur métabolisme secondaire. Ces métabolites jouent un role comme insecticide, répulsifs
d’insectes, anti-appétant (Sikos et al, 2002) et hormonal (Villalobos-Pascual et Robledo, 1998),
affectent la croissance, le développement et le comportement des ravageurs (Sener et al., 1998)
et/ou leur fertilité (Walling, 2000), montrent par conséquent des activités larvicides, nymphicides,
adulticides (Ezeonu et al., 2001) et influencent la prise alimentaire, la métamorphose, la fcondité et
I’oviposition (Elnadi et al., 2001). Jacobson (1989) indique que plus de 2000 especes végétales
possédant une activité insecticide sont déja identifiées.

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation
comme alternative pour le traitement des maladies et la protection des cultures contre les insectes
ravageurs. L’application des substances naturelles des plantes est due, au fait que les mélanges
complexes des substances secondaires dans ces extraits de plantes contribuent au synergisme, qui
augmente ’action commune des composés actifs sur les insectes et réduisent leurs résistances
(Thoma et Callaghan, 1999), peuvent tuer rapidement ou bloquer ’alimentation des insectes juste
aprés I’application (Tsitsimpikou et al.,, 2002 ; Cloyd, 2004), et assurent la protection des
organismes non ciblés (humains et insectes utiles) (Akhtar and Isman, 2004).

Les données sur le role des composés phénoliques dans [I’interaction insecte-plante
deviennent de plus en plus nombreuses (Simmonds, 2003), et la capacité¢ des flavonoides et des
polyphénols (tannins) dans la résistance des plantes hotes vis-a-vis des insectes est bien connue
(Jhonson et al., 2002).

Les flavonoides sont les inhibiteurs de croissance larvaires d’ Ostrinia nubilalis Hubner de
Lymantria dispar L. (Abou-Zaid et al, 1993), et la chenille Malacosoma disstria Hubner
(Benninger, 2004). Alors que ceux isolés de Gnaphaium affine D. (compositae) : 5-hydroxy -
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3,6,7,8,4’pentaxyflavone, 5-hydroxy - 3,6,7,8-té¢traméthoxyflavone, 5,6-dihydroxy - 3,7-
diméthoxyflavone et 4,4°,6’-trihydroxy — 2’méthoxychalcone, ont montré une activité anti-
appétente contre Spodoptera litura F. (Morimoto, 2000). D’autres flavonoides extraits des feuilles
de Nothofagus dombeyi et de N. pumilio ont également montré une activité anti-appétente contre le
5°™¢ stade larvaire de Ctenospsteustis obliquana, il s’agit des lactones 12-hydroxyolkalonique et les
pectolinarigénines isolés a partir de N. donbeyi et les dihydrooxylines de N. pumilio (Thoison, et al.,
2004).

De méme, les tannins agissent comme agent de défense. Ils ont la capacité¢ de former des
complexes avec les sucres et les protéines salivaires ce qui leurs conférent une propriété
d’astringence. Les enzymes digestives complexées de cette fagon montrent une réduction marquée
de leurs activités (Chavan et al., 2001 ; Maitra et Ray, 2003). De tels mécanismes permettraient a
ces composés d’influencer, par conséquent, le développement et la f€condité¢ de plusieurs insectes
(Dixon, Xie et Sharma, 2004). La croissance réduite causée par les tannins peut provoquer une
réduction dans la taille des chrysalides des femelles et un prolongement dans le temps de
développement larvaire ce qui peut affectait par la suite la survie des individus de la génération
subséquente (Stampa, 2003 ; Forkner et al, 2004). Ainsi, la litiecre de I’aulne, plante riche en
polyphénols s’est révélée étre douée de propriétés toxiques importantes vis-a-vis des larves de
Culex pipiens, Aedes aegypti et A. albotropus (David et al, 2000).

Les especes appartenant a la famille des Rutacées sont connues par la production de
composés a propriétés insecticides (Siskos et al., 2002). En effet, Melicope subunifoliolata éprouve
une forte activité anti-alimentaire contre Sitophilus zeamais Motsch. (Curculionidae) et une tres
bonne activité larvicide contre Aedes aegypti L. (Diptera) par la synthése d’un composé anti-
insecte ; la méliternatine (3,5-diméthoxy — 3°,4°,6,7-bismethylendioxyflavone) et six autres flavones
mineurs polyoxygénés ont été isolés de M. subunifoliata (Ho et al., 2003).

L’objectif de cette présente étude est d’évaluer I’effet insecticide de I’extrait méthanolique, a
base de composés phénoliques, des feuilles de la premiére poussée de séve de deux espéces de
Citrus (C. sinensis et C. clementina) sur les trois premiers ages larvaires de Phyllocnistis citrella
(L1, Ly et L), principal ravageur des agrumes. Dans les conditions de laboratoires (in vitro) et en
raison du mode de vie larvaire strictement endophyte, deux méthodes de traitements ont été
employées : par pulvérisation de la surface foliaire et par irrigation qui permet a la solution
phénolique de s’introduire & I'intérieur de la feuille par capillarit¢ et diffusion. Les parametres

abordés concernent la mortalit¢ cumulée et par tranche d’heures des différentes larves, la prise

y

alimentaire et leurs évolutions biologiques, ainsi que I’efficacité de la méthode employ¢e.
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II- Site et conditions d’échantillonnage

Le site expérimental choisi (Fig. 13) correspond au verger des agrumes de la ferme
expérimentale du département des sciences agronomiques de I’Université Abdelhamid Ibn Badis
(Mostaganem - Algérie), dans le Nord-ouest algérien (35° 53' N, 0° 04' E, 137m d’altitude). Cette
zone est caractérisée par un climat semi-aride a hiver doux.

Les parcelles d’agrumes retenues pour 1’étude sont représentées par deux cultures citricoles
spécifiques. Leurs arbres ont ét¢ implantés pendant I'année 1988 avec un intervalle de 7 x 7 métres,
le systeme de taille appliqué a permis de les maintenir & une hauteur de 2,5m environ.

L’¢chantillonnage foliaire réalisé¢, d’une maniére aléatoire, a été porté sur deux poussées de
seve. La premicre, celle de printemps, a été caractérisée par un feuillage exempt de toute infestation
de la mineuse des agrumes Phyllocnistis citrella ; alors que celle d’été, a ¢té marquée par des
infestations alarmantes causées par les différents stades larvaires du ravageur.

Cette expérimentation a ét¢ menée au laboratoire de protection des végétaux, Université
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, pendant les mois de juillet et d’aoft, dans les conditions de

laboratoire (27 &+ 2° C).
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Figure 13 : Carte de situation de la station d’étude n° 01 (Ferme expérimentale ex ITA). Echelle
1/30000. Image satellitaire de Google Earth.
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III- Matériels et méthodes

II1-1- Matériels

Deux especes agrumicoles ont ét€¢ retenues pour Iétude : Citrus sinensis OSBECK
(orangers) et C. clementina BLONCO (clémentiniers). Ces dernieéres ont été choisies d’une part, en
égard a leur réceptivité¢ différente vis-a-vis de Phyllocnistis citrella et leur disponibilité suffisante,
d’autre part.

Les échantillons de feuilles provenant de la deuxieéme poussée de séve ont ét¢ destinés aux
travaux de traitement in vitro, alors que le second type de feuillage, celui prélevé en printemps, a
servia la préparation de I’extrait phénolique brut.

Les ages larvaires utilisés dans cette expérimentation sont constitués par les trois premiers
stades évolutifs du ravageur. Il s’agit des larves de premier (L;), de second (L) et de troisiéme
stade larvaire (L3). Dans tous les bio-essais, le nombre des larves testées est de I'ordre de 50

individus par stade.

I11-2- M éthodes

I1I-2-1- Extraction et préparation de la solution phénolique

Pour chacune des espéces de Citrus ¢étudiées, les feuilles ont ét¢ prélevées
hebdomadairement, sur les quatre points cardinaux des arbres sélectionnés pour I’étude, sur les
jeunes pousses développées pendant la saison printaniére. A la fin et aprés avoir été conservés a —
18° C, les échantillons ont été mélangés et homogénéisés afin de constituer une masse végétale
représentative de la premicre poussée de seve.

L’opération d’extraction des composés phénoliques a ét¢ conduite en utilisant un solvant
organique (Methanol) sous agitation, selon la procédure décrite par Macheix et al. (1990) : 1g de
matiere végétale, réduit en morceaux fins, a subit une extraction a froid en présence de 15ml de
méthanol aqueux (80 : 20, v/v) et 2,5ml de métabisulfite de sodium (0,5%). Apres homogénéisation
pendant 15mn, le mélange a été rapidement filtré sous vide a ’aide d’un entonnoir en verre frit¢ n°
04. Le filtrat hydro-alcoolique ainsi obtenu a €té concentré par évaporation du solvant sous vide a
60° C, en utilisant un évaporateur de type Buchi, puis conservé a 4° C. Avant son utilisation,

I’extrait concentré a ét¢ mélangé et ajusté a son volume initial avec de I’eau distillée.

@
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I11-2-2- Pré paration du support gélosé (milieu de culture)
Le milieu de culture utilisé pour cet essai est celui mis au point par Muraschigue et Skoog
(1962), sans oligo-¢léments (Tab. 3). A ce milieu sont additionnés 0,8% d’Agar Agar et 0,2mg/L de

Kinétine.

Tableau 3 : Composition chimique du milieu de Murashigue et Skoog (1962), macro-¢éléments.

KNO; 1900
NH,NO; 1650
MgSOy4, 7H,0 370
CaCl, 2H,0 170
KH,PO, 440

I11-2-3- Essais de laboratoire

Le mode de vie strictement endophyte de I’insecte a plaidé pour une mise au point de
méthodes de traitement différentes.

Ces bio-essais ont été conduits in vitro pour déterminer et quantifier I’activité insecticide des
composés phénoliques naturels. Dans toutes les analyses, les observations ont été notées apres 6, 18,
24, 48 et 72h, en utilisant un stéréomicroscope et un microscope lorsqu’il y’a nécessité et
comparées a un témoin (control) mené dans les mémes conditions mais qu’aucune substance n’est
été utilisée.

Avant de procéder aux traitements, les échantillons de feuilles contaminés ont ét¢ examinés
soigneusement ; 1’¢limination des feuilles dont les larves sont mortes, parasitées ou prédatées
constitue une étape fondamentale pour la réussite de I’essai, seules celles mentionnées saines et
actives ont été prises en considération.

Il est important de signaler que I'dge, le positionnement, I'état physiologique et
comportemental de chacune des larves prédisposées a I’essai ont ét¢ définis au début de
I’expérimentation.

Deux méthodes de traitement ont ét¢ adoptées ; par pulvérisation et par irrigation de la

solution phénolique.
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II1-2-3-1- Traitement par pulvérisation

Les feuilles contaminées par les différents stades larvaires ont ét€¢ trempées 2 secondes dans
I’extrait phénolique (comparable a une pulvérisation abondante). Elles ont été, ensuite, repiquées
dans des tubes a essai remplis par le milieu de culture gélosé. Cette démarche a été entreprise pour
conserver et maintenir ces feuilles intactes, au moins pendant trois jours. Une légere irrigation avec

le milieu de culture liquide a été nécessaire tous les 24h.

I1I-2-3-2- Traitement par irrigation

Apres sélection, les feuilles ont été déposées, d’une fagon verticale, sur le milieu de culture
gélosé a raison d’une feuille par tube (tout en faisant attention a ne pas introduire le pétiole dans le
milieu). Aprés cette étape, une irrigation a été¢ effectuée tout en injectant 0,5ml de la solution
phénolique préalablement préparée par tube. Enfin, les tubes ont été recouverts de papier aluminium

afin de limiter les oxydations qui peuvent étre engendrées sous I’effet de la lumicre.

I11-2-4- Sensibilité larvaire

Pour comparer la sensibilité¢ des larves de P. citrella, il était indispensable de déterminer
I’efficacité de la solution phénolique, par méthode de traitement, sur les différents stades larvaires.

L’efficacit¢ de chacun des traitements sur la mortalité des larves est calculée en appliquant

la formule de Schneider :
B—-K
100—- K

Ou B est le taux d’individus morts observés dans le lot traité et K le taux d’individus morts

x100

dénombrés dans le lot témoin (Boulahia et al., 1996).

ITI-2-5- Prise alimentaire

En raison de la vie strictement endophyte des larves de P. citrella, I'évaluation de I’activité
alimentaire de I’insecte via les tests, avec ou sans choix, recommandée par la littérature semble
impossible. Il a été indispensable d’ajuster une démarche qui permet d’estimer le comportement des
larves en présence (cas des traitements) et en absence (t¢émoin) de la solution phénolique. De ce fait,
la prise alimentaire peut étre facilement vérifice, elle est conditionnée par le déplacement et le

parcours effectué par ces larves (une larve qui ne s’alimente pas, ne meut pas).

E
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I1I-2-6- Evolution biologique des larves
Simultanément au cours des différentes observations, la détermination des dges des larves a

été effectuée en se référant a leurs caractéres morphologiques et la nature des mines tracées.

I1I-2-7- Analyses statistiques

Les données des traitements ont été examinées par I'analyse de la variance (ANOVA). Elle a été
utilisée pour évaluer I'effet de I'extrait méthanolique sur la mortalité, la sensibilité des larves et I'efficacité
de la méthode de traitement appliquée. Les résultats sont présentés en moyennes + écarts types. Le test de
Student-Neuman-Keuls a été utilisé pour comparer ces moyennes, lorsque 'TANOVA montre une

signification. P < 0,05 indique un effet positif.
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IV- Résultats

IV-1- Mortalité larvaire

Les résultats de cette étude (Annexe 1) montrent que les composés phénoliques extraits a
partir des feuilles de la premi¢re poussée de seve utilisés pour les différents traitements semblent
avoir un effet sur le développement des différents stades larvaires de P. citrella.

IV-1-1- Orangers : Citrus sinensis
Les données des traitements sont consignées dans les tableaux 1 et 3 (Annexe 1).
IV-1-1-1- Traitement par pulvérisation
VI-1-1-1-1- Stade L,

Selon le procédé de traitement appliqué, les composés phénoliques extraits des feuilles de la
premicre poussée de seve de Citrus sinensis (orangers) ont agi différemment sur le comportement
des larves du premier stade (L) de P. citrella. En effet, lorsque ces derniéres ont été soumises a un
traitement par pulvérisation de la solution (Fig. 14), I'influence des dits composés est restée sans
effet pendant les premicres heures du fait de leur pénétration lente. Ceci a abouti a une mortalité de
I’ordre de 10% 6h apres le début de I’épandage. Fait trés important 18h apreés I’application le taux
n’a pas vari¢. Comparativement aux premiéres observations, I’action semble reprendre timidement
24h apres avec seulement 4% de plus, soit un taux de mortalité cumulée de 14%.

Contrairement a la premicre journée, et se n’est qu’aprés un temps relativement long que les
composés phénoliques se sont mis en contact avec les larves. C’est ainsi que les plus importantes
mortalités, de 'ordre de 46 et 78%, ont ét€¢ comptabilisées respectivement 48 et 72h apres le début
des traitements. Au vu des résultats périodiques (Fig. 17), la plupart des individus L;, morts a la fin
de I'expérimentation, I’ont ét¢ pendant les tranches d’heures comprises entre 24 - 48h (37,21%) et
48 - 72h (59,26% de mortalité).

En parallele, selon les résultats mentionnés dans la figure 14, il apparait que les taux de
mortalité cumulée sur les larves de premier stade de Phyllocnistis citrella, n’ayant pas subit de
traitement, sont nettement inférieurs. Ce n’est que 18h aprés traitement qu’un taux de 4% a été
observé, ne cessant d’augmenter bien que faiblement (6 et 16%, respectivement apres 24 et 48h),
alors qu’un maximum de 24% a été atteint de 72h apres.

IV-1-1-1-2- Stade L,
Les données du test relevées sur le lot des L, confirment les informations recueillies chez les

L;. En effet, au cours des premicres observations, les composés phénoliques ont engendrés des

E

mortalités comparables (Fig. 15) a ceux obtenues précédemment (L1).
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Contrairement aux L;, aucune mortalit¢ n’a ét€¢ consignée 6h aprés la pulvérisation de la
solution, alors que pour le t¢tmoin un taux de 2% est noté. Les observations faites 18 et 24h apres
sont respectivement de 10 et 18%. Apres 48 et 72h, les mortalités observées ont été plus élevées
atteignant respectivement 28 et 50% de I’effectif total, alors que I’écart par rapport au témoin n’est
que de 20% a la fin de I’expérimentation.

Par tranches d’heures (Fig. 18), un maximum de 30,56% de mortalité a été enregistré entre
48 et 72h, soit 18,70% de moins par rapport aux L; (30,56% vs 59,26%), ceci montre en partie
I’efficacité des composés phénoliques selon 1’age des larves de P. citrella.

Comme pour le stade précédent, I’extrait phénolique semble donc agir lentement a cause de
la cuticule foliaire qui fait barrage.

IV-1-1-1-3- Stade L;

D’apres les figures 16 et 19, le méme schéma se présente pour les L3, avec un taux de
mortalité maximum enregistré 72h apres I'application de la solution soit 36%, chiffre inférieur a
celui noté sur les L et les Lo.

Comparativement aux autres stades, les mortalités sont relativement plus importantes
pendants les premicres heures et se chiffrent ainsi a 8 et 18% respectivement apres 6, 18h. On
remarque €galement que le taux de mortalité est rest¢ inchangé apres 18 et 24h, du fait que celui-ci
est cumulé, ceci laisse penser qu’il n’a pas évolué.

Pour le t¢moin, aucune mortalité n’a été enregistrée durant les observations, a I’exception de

celle de la fin de I’expérimentation (seulement 2%).

IV-1-1-2- Traitement par irrigation
IV-1-1-2-1- Stade L,

Comparativement a la premi¢re méthode, les feuilles d’oranger contaminées par les larves
L; et qui ont été traitées par voie d’irrigation avec I’extrait phénolique ont montré une action rapide
de la solution, engendrant par conséquent un taux de mortalité de 42% 6h apres ’application, alors
que pour le t¢émoin aucune mortalit¢ n’a été observée. 18h apres, une légeére augmentation a été
notée avec trois larves mortes parmi les 29, soit une mortalit¢ cumulée de 48%. Ceci laisse penser
que la période comprise entre 6-18h s’est élevée a un taux de 10,34%.

L’effet de la solution s’est poursuivi, plus de la moiti€¢ de la population des L; sont mortes
24h apres traitement. Les plus fortes mortalités sont visibles 48 et 72h apreés avec respectivement 72

et 98% (Fig. 14). Il est important de signaler que la tranche d’heures comprise entre 48-72h apres

ﬁ
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traitement a montré toute ’efficacité de la solution avec 13 larves mortes sur un total de 14, soit un
taux de 92,86%, contre 9,52% chez le t¢moin durant la méme période (Fig. 17).

Les résultats obtenus montrent que la rémanence des composés phénoliques est reflétée par
la valeur du taux de mortalité¢ important enregistrés 72h apres les applications avec la totalité des
larves mortes, alors que le degré de toxicité est représenté par 1’importance du niveau de mortalité
(42%) 6h seulement apres les traitements.

IV-1-1-2-2- Stade L,

La figure 15 montre les taux de mortalités enregistrées sur les trois lots des larves de second
stade. Il semble que I’effet de ’extrait phénolique naturel a débuté, chez les individus traités par la
méthode dite d’irrigation, 6h seulement apres I’application avec 60% de larves mortes, confirmant
ainsi les données notées sur les L.

Les observations suivantes montrent que les périodes de 18, 24, 48 et 72 enregistrent des
mortalités allant linéairement avec un maximum de I’ordre de 98% enregistré a la fin des essais.
Toutefois, des écarts insignifiants par rapport aux témoins ont ét¢ enregistrés entre elles avec
respectivement 72, 68, 64 et 68 %.

Le maximum d’individus atteints est noté pendant les dernieres 24h, dans la tranche
d’heures comprise entre 48-72h avec 83,33% de mortalité (Fig. 18).

IV-1-1-2-3- Stade L;

En ce qui concerne les L3 traitées, une mortalité relativement moins importante a été
constatée apres 6h avec un taux de 30%, valeur inférieure a 1’écart observé entre les L et le t¢moin
(42%), et largement inférieure aux L, (52%).

La mortalité observée 18h apres I'application de la solution soit 38%, indique probablement
un phénomene de résistance des larves les plus agées. Aprés 24h le niveau de mortalité est resté
inchangé, mais une reprise de I'effet de la solution phénolique a été constatée 48 et 72h apres avec
respectivement 46 et 52% d’individus ¢éliminés (Fig. 16).

Contrairement aux L; et [, le taux de mortalité enregistré pendant les dernic¢res 24h (48-
72h) est faible avec 11,11%. Ce résultat semble donc confirmer I’influence de 1’age de la larve (Fig.

19).

@



Partie expérimentale 1

Reésultats

%olTortalite
-~
[—]

30

_ —d—Té
Stade T, Pl
] —8—Irrig
7 Heures
6h 18h 24h 45h 72h

Figure 14 : Mortalités cumulées des larves de premier stade (L) de P. citrella traitées avec
I’extrait phénolique brut (orangers).
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Figure 15 : Mortalités cumulées des larves de deuxieéme stade (L,) de P. citrella traitées avec

I’extrait phénolique brut (orangers).
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Figure 16 : Mortalités cumulées des larves de troisieme stade (L3) de P. citrella traitées avec
I’extrait phénolique brut (orangers).
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Figure 17 : Mortalités, par tranches d’heures, des larves de premier stade (L;) de P. citrella
traitées avec I'extrait phénolique brut (orangers).
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Figure 18 : Mortalités, par tranches d’heures, des larves de deuxiéme stade (L) de P. citrella
traitées avec I'extrait phénolique brut (orangers).
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Figure 19 : Mortalités, par tranches d’heures, des larves de troisieme stade (Ls) de P. citrella
traitées avec I'extrait phénolique brut (orangers).
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IV-1-2- Clémentiniers : Citrus clementina
Les résultats des traitements sont illustrés dans les tableaux 2 et 4 (Annexe 1).
IV-1-2-1- Traitement par pulvérisation
IV-1-2-1-1- Stade L,

Tout comme I'espece précédente, les feuilles de clémentiniers infestées par les larves de
premier stade ont été traitées par pulvérisation avec les composés phénoliques extraits a partir des
feuilles de la premiére poussée de seve.

Aucune action de la solution phénolique n’a été enregistrée 6h aprés son utilisation. Une
légere mortalité de 10% a été observée 18h apres. Ce n’est que dans la tranche de 48h que ’action
proprement dite a été¢ déclenchée d’une maniere significative avec un taux de mortalit¢ cumulé de
I’ordre de 48%, alors que dans les mémes conditions le t¢moin n’a enregistré que 6%, soit un écart
de 42% (Fig. 20).

Le plus fort niveau de mortalité a ét€ noté pendant la période comprise entre 24 et 48h avec
19 individus morts sur 45 soit 42,22% (Fig. 23).

Ces informations confirment les résultats obtenus précédemment indiquant une action lente
de la solution phénolique appliquée par pulvérisation sur la surface foliaire.

IV-1-2-1-2- Stade L,

Contrairement aux L, 6h apres les applications de I’extrait phénolique sur les larves Lj, 4%
de mortalité a été notée et aucune perte notée pour le témoin (Fig. 21). Les observations ont été
faites 18 et 24h aprés montrent des €carts insignifiants entre le lot traité¢ et celui non traité avec
respectivement 4 et 2%.

L’action positive des composés phénoliques a été constatée 48h apres (38% de mortalité),
avec un taux de mortalité maximum de 52% observé 72h aprés.

Il semble que la plupart des individus morts ont ét¢ éliminés aprés 24h d’exposition a
Iextrait (Fig. 24); pendant la tranche comprise entre 24 et 72h, 41,% de la population L, a été
régulée (10 larves mortes entre 24-48h et 7 pendant la derniere période et cela parmi les 41
individus vivants).

IV-1-2-1-3- Stade L3

Comme les stades précédents, I’effet de la solution phénolique s’est fait remarquer
tardivement ; un taux de 2% d’individus morts est noté 6h apres les pulvérisations. L’extrait semble
rentré en contact avec les L3, 24 heures seulement apres les traitements, contrairement aux L; etl,

dont I’effet s’est fait sentir 48h apres. Ceci est di probablement a la taille et a I’activité des L3, dont

E

20% des individus sont morts 24h apres les traitements (Fig. 22).
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Les plus fortes mortalités ont été enregistrés 48 et 72h aprés I'application avec
respectivement 36 et 40% soit un écart de 18 et 26% par rapport au t¢émoin. Cependant, la période
comprise entre 24 et 48h montre la plus grande action de I'extrait sur les larves Ls (Fig. 25).

Ces résultats des traitements par pulvérisations confirment ceux obtenus sur les trois stades
larvaires minant les orangers ; les composés phénoliques naturels des clémentiniers rentrent en
action aprés un temps assez long compris entre 24 et 48h a cause de I’entrave que constitue la

cuticule foliaire a la pénétration de la solution phénolique utilisée pour les traitements.

IV-1-2-2-Traitement par irrigation
IV-1-2-2-1- Stade L;

Le test réalisé sur les feuilles de clémentiniers minées par les larves de premier stade, ayant
subi une application avec la solution phénolique confirme les résultats observés sur les orangers ; la
solution a un effet insecticide significatif 6h seulement apres le traitement avec un taux de mortalité
de 60%, alors qu’aucune mortalité n’a été enregistrée sur le lot t¢moin (Fig. 20).

12 heures aprés la premicre observation, 14 larves ont été retrouvées mortes sur un effectif
de 20 soit un taux de 70%. Cependant, dans les mémes conditions expérimentales, le t¢moin n’a
enregistré que 6% soit un écart de 64%. L’action de la solution semble étre plus rapide sur
clémentiniers du fait de la mortalité ¢levée observée seulement 18h aprés I’application de la
solution phénolique (88%) par rapport a celle enregistrée dans la méme période sur orangers (48%).

24h apres, la mortalité cumulée a enregistré une l€geére augmentation avec un écart s’élevant
a 6%. Dans cette période (18-24h), 50% d’individus sont morts, ce taux important est la
conséquence du faible nombre de larves vivantes (Fig. 23).

A la fin des tests (72h apres), la solution phénolique a atteint la totalité des larves de premier
stade ; valeur largement supérieure a celle notée sur le t¢émoin (100 vs 18% de mortalité). Ces
résultats confirment ceux obtenus sur orangers.

IV-1-2-2-2- Stade L,

La méme action se présente sur les larves de second stade, la solution réaffirme son effet
insecticide 6h apres son application avec 54% de mortalité. Cet état de fait continu atteignant 82%
aprés 18h ; pendant la tranche d’heures comprise entre 6-18h, 14 larves sont mortes soit un taux de
60,87%, alors que pour le témoin, la mortalité s’éleve a seulement 12% soit un écart de 48,87%. Ce

taux ¢levé laisse penser que I'effet 1étal initial de ’extrait phénolique sur les L, a persisté jusqu’a

E

18h, confirmant ainsi les résultats obtenus sur les L;.
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24 heures apres I'irrigation, 88% des individus présents sont morts soit un écart de 72% par
rapport au témoin (16%). L’action se poursuit timidement, parmi la population restante, les 2/3 sont
mortes 48h apres, atteignant un maximum de 96% apres 72h (Fig. 21).

Il important de signaler que I'effet insecticide de I’extrait phénolique naturel est également
important 6h aprés son application (Fig. 24), mais contrairement aux orangers la durée de toxicité
létal initiale est assez longue (18h).

IV-1-2-2-3- Stade L3

Le taux de mortalité enregistré 6h apres le traitement apparait faible par rapport a ce qui a
¢été observé pour les deux stades précédents, mais supérieur a celui noté sur le témoin (Fig. 22).

18h apres I'application de la solution phénolique, 82% des larves sont mortes indiquant que
I’effet insecticide de contact est tardif sur les L3 mais présente une efficacité¢ certaine. Toutefois,
pendant la période comprise entre 6 et 18h le taux a atteint la valeur de 80,49% soit 33 sur les 41
larves présentes. 48h apres (Fig. 25), la totalité des larves sont mortes (100%).

D’une maniere générale et contrairement au témoin, le niveau de mortalité noté au cours des
observations a révélé un effet insecticide puissant sur les L3 présentes sur les feuilles de

clémentiniers.
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Figure 20 : Mortalités cumulées des larves de premier stade (L;) de P. citrella traitées avec
I’extrait phénolique brut (clémentiniers).
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Figure 21 : Mortalités cumulées des larves de deuxieme stade (L,) de P. citrella traitées avec
I’extrait phénolique brut (clémentiniers).
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Figure 22 : Mortalités cumulées des larves de troisi¢me stade (L3) de P. citrella traitées avec

I’extrait phénolique brut (clémentiniers).
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Figure 23 : Mortalités, par tranches d’heures, des larves de premier stade (L;) de P. citrella
traitées avec I'extrait phénolique brut (clémentiniers).
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Figure 24 : Mortalités, par tranches d’heures, des larves de deuxieme stade (L) de P. citrella
traitées avec I'extrait phénolique brut (clémentiniers).
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Figure 25 : Mortalités, par tranches d’heures, des larves de troisiéme stade (L3) de P. citrella
traitées avec I'extrait phénolique brut (clémentiniers).
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IV-2- Comparaison entre les méthodes de traite ments

L’objectif de cette analyse est de mettre en relief I’influence du facteur méthode de
traitement (pulvérisation et irrigation) sur la mortalité et par conséquent déterminer la voie montrant
plus d’effets sur les différents stades larvaires de Phyllocnistis citrella. Pour se faire et pour chaque
mode de traitement, les mortalités enregistrées 6, 18, 24, 48 et 72 heures aprés I’exposition des
larves a la solution phénolique ont été prise en considération et cela pour chacun des stades larvaires
dont les taux ont ét¢ additionnés. Le taux de mortalité a été calculé sur la base des résultats obtenus
séparément ; pour chaque type de traitement 150 larves ont ét€ prises en considération (tous stades
confondus).

Sur les tableaux 5 et 6 (Annexe 1) sont consignées les données, elles mémes représentées

graphiquement sur les figure 26, 27, 28 et 29.

IV-2-1- Orangers : Citrus sinensis

D’apres le tableau 5 (Annexe 1), pour le témoin, la mortalit¢ des larves de P. citrella a été
nettement plus faible. Toutefois, en présence de I’extrait phénolique introduit par les deux voies
d’application (pulvérisation et irrigation), une mortalité plus élevée a été observée.

Les mortalités obtenues (Fig. 26) suite aux applications augmentent considérablement sur
les feuilles traitées par la méthode dit d’irrigation atteignant ainsi 44 — 54,66 — 57,33 et 68,66%
respectivement apres 6, 18, 24 et 48h et un maximum de 82,66% en fin d’expérimentation. Alors
que pour le lot trait¢ par la méthode dite par pulvérisation, la mortalit¢ augmente timidement
pendant les premicres observations : 6% apres 6h, 12,66 aprés 18h et 16,66% aprés 24h puis passe
directement a 34% apres 48h pour atteindre 54,66% en fin du test.

Les résultats de ’analyse de la variance a deux critéres de classification effectués pour
I’évaluation de I’effet de I’extrait phénolique sur la mortalit¢ des larves, sont rapportés dans le
tableau 9 (Annexe 2).

La valeur du facteur "Traitement" avec F» g = 93,74 (P<0,05) est largement supérieure (= 23
fois plus d’effet) a la valeur critique théorique correspondant au seuil de signification F>g = 4,08 ;
P<0,05, ce qui traduit I’existence d’une différence significative de 1’action de I’extrait sur la
mortalité des différents stades larvaires étudiées.

La comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls au seuil de 5% a permis de
mieux €évaluer ces résultats. Les deux méthodes appliquées sont significativement différentes de
leur t¢moin avec respectivement 61, 47% de mortalité pour les lots irrigués, 24,8% pour ceux ayants

subi les pulvérisas et seulement 8,26% sur les lots non traités (Fig. 27). De plus, la mortalité entre

E
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les deux modes de traitement est sensiblement différente et nettement plus efficace en ce qui

concerne les lots traités par la méthode dite par irrigation.
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Figure 26 : Evolution de la mortalité¢ globale de Phyllocnistis citrella (tous stades
confondus), observée 6, 18, 24, 48 et 72h apres application de I'extrait phénolique

(orangers).
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Figure 27 : Mortalités moyennes par méthode de traitement (tous stades confondus). Les
Moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes (Test de
Newman-Keuls, P<0,05) (orangers).
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IV-2-2- Clémentiniers : Citrus clementina

Comme chez les orangers, I'analyse de la variance a deux critéres de classification a mis en
évidence 'effet du facteur "Traitement" avec F>g =32,44. Cette valeur est 8 fois supérieure a la
valeur critique théorique au seuil de signification Fr g = 4,08 a P < 0,05, effet qui semble moins
important que celui cité précédemment.

Les moyennes observées sur les trois lots de traitements (tous stades confondus) ont été
comparées par la méthode de Newman-Keuls au seuil de signification o= 0,05 (Tab. 9 Annexe 2).

Tout comme les orangers, 'on constate que les moyennes de mortalités des larves traitées
par pulvérisation de la solution phénolique et leurs témoins respectifs sont statistiquement inégales,
une différence significative a ét¢ détectée avec un écart de ’ordre de 14,90%. Ces mortalités (Fig.
29) ont été évaluées respectivement a un taux de 23,87 et 8,93%, alors que celle obtenue sur le lot
irrigué (82,93%) a été largement supérieure a la moyenne du test pulvérisé et celui du témoin ; ces
différences ont été¢ révélees significatives (P < 0,05).

La période d’exposition des larves aux traitements, chez les clémentiniers, a influencé les
mortalités observées sur I'essai de la méthode dite par irrigation. L’analyse des données de la
mortalité provoquée par le traitement par ce type de traitement montre que la solution phénolique a
agit significativement dés les premicres heures (18h) avec 84,66%. Cette valeur est amplement
différente de celle enregistrée apres 6h (26%). Le degré de toxicité de la solution appliquée par voie
d’irrigation a augmenté mais légérement. En effet, les mortalités ont évolué¢ faiblement pour
atteindre 90,66% (24h), 96,66% (48h) et enfin 98,66% en fin d’expérimentation (Fig. 28).

Malgré que leffet toxique n’ait pas été détecté par la voie de pulvérisation, les résultats
obtenus sont semblables a ceux des orangers. Les mortalités variaient d’un minimum observé 6h
apres lapplication (2%) a 12,66 et 16% respectivement 18 et 24h apres les traitements. L’action de
la solution phénolique appliquée par pulvérisation a €té observée tardivement : 48 et 72h aprés avec

respectivement 40,66 et 48% de mortalité.
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Figure 28 : Evolution de la mortalité¢ globale de Phyllocnistis citrella (tous stades
confondus), observée 6, 18, 24, 48 et 72h apres application de I'extrait phénolique

(clémentiniers).
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Figure 29 : Mortalités moyennes par méthode de traitement (tous stades confondus). Les

Moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes (Test de

Newman-Keuls, P<0,05) (clémentiniers).
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IV-3- Sensibilité des larves de P. citrella (L1, L, et L3)
Les résultats en pourcent sont illustrés dans les tableaux 7 et 8 (Annexe 2).

IV-3-1- Orangers : Citrus sinensis

Selon la figure 30, il semble que le niveau de mortalité est réellement li¢ a 'dge de la larve,
pour les deux types de traitement ; les larves les plus jeunes (L) sont les plus sensibles.

Pour les traitements par pulvérisation, la solution utilisée agit d’une maniére significative
48h apres la premiere intervention, contrairement aux traitements par irrigation, dont les effets sont
plus intéressants 6h seulement apres, avec des taux d’efficacité de 42 - 59,18 et 30% respectivement
pour les L;, L, et L3. L’¢écart semble ainsi trés important entre les deux méthodes utilisées,
notamment dans la tranche 6, 18 et 24h.

L’efficacité¢ de la solution par la méthode dite par irrigation est frappante sur les jeunes
larves (L; et L,) 72h aprés traitement contrairement aux L3 avec respectivement 97,37 — 97,14 et
51,02%. Tandis que pour la méthode dite par pulvérisation, la mortalité la plus ¢levée est observée
sur les L; (71,05%) suivi des L3 (34,69%) et enfin des L, (28,57%). D’une manicre générale, le
degré d’efficacité est important 72h apres les traitements et plus particulierement lorsqu’il s’agit de
I’irrigation du milieu avec la solution.

Le traitement des données par I'analyse de la variance montre que I'efficacité de la solution
phénolique différe significativement entre les différents stades larvaires, et cela pour les deux types
de traitement confondues (Tab. 10 annexe 3). En effet, la valeur du facteur "stade larvaire" avec F> g
= 7,689 est 2 fois supérieure a la valeur critique théorique au seuil de 0,05 (F2 3= 4,08). La figure 31
montre que les moyennes des efficacités examinées au seuil de 0,05, sont pratiquement égales pour
les larves de premier et second stade avec respectivement 43,66 et 43,95%. Par contre, la solution a
engendré une action expressivement inférieure sur les L3 (30,97%).

Dans la méme perspective des analyses, I’interaction des facteurs "stade larvaire" et
"méthode de traitement" (Fig. 32) a mis en évidence un effet significatif avec une valeur F»4 =
35,385 (P<0,05). En effet, sur les larves de P citrella traitées (Tab. 11 annexe 3), une différence
significative est notée entre les différents stades ; les L3 se sont révélées les moins sensibles a
I’application des composés phénoliques avec 40,60%, par contre la mortalit¢ enregistrée sur les
larves de second stade (L) est la plus élevées avec 78,52% suivi des L; (60,88%). Contrairement a
Iirrigation, les L; et les Ls traitées par pulvérisation de la solution phénolique se sont révélées

statistiquement les plus sensibles avec respectivement 26,34 et 21,34% par rapport aux L, (9,39%).
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L’efficacit¢ de la solution phénolique semble évoluer de facon trés différente selon les
stades. C’est ainsi que la sensibilit¢ des différents stades larvawres de P. citrella est
significativement différente en fin d’expérimentation (72h), avec respectivement 84,21 — 62,86 et
42,86% ; les larves les plus jeunes se sont avérées les plus sensibles (Fig. 33).

En dépit de cette action létale différente selon les stades testés, la sensibilité des larves est
restée remarquablement significative lorsqu’elles ont ét¢ exposées a la solution phénolique par la

méthode dite par irrigation.
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Figure 30 : Efficacité de la solution phénolique appliquée par les méthodes de

pulvérisation et irrigation sur les larves (L, L et L) de Phyllocnistis citrella (orangers).
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Figure 31 : Sensibilités moyennes des larves (L, L, et L3) de Phyllocnistis citrella

(toutes méthodes confondues) (orangers). Moyennes suivies de la méme lettre ne
different pas significativement (Test de Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 32 : Sensibilités moyennes des larves (L, L, et L3) de Phyllocnistis citrella traitées
par les méthodes d’irrigation et de pulvérisation séparément (orangers). Moyennes suivies
de la méme lettre ne différent pas significativement (Test de Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 33 : Sensibilités moyennes des larves (L;, Ly et L) de Phyllocnistis citrella aprées
72h (toutes méthodes confondues) (orangers). Moyennes suivies de la méme lettre ne
différent pas significativement (Test de Newman-Keuls, P<0,05).
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IV-3-2- Clémentiniers : Citrus clementina

La figure 34 montre comme pour les orangers que I’efficacité des traitements par irrigation a
¢été hautement significative 6h seulement apres les applications, ce qui confirme leur intérét par
rapport aux traitements par pulvérisation.

L’efficacit¢ de la solution aprés 18h d’exposition, sur les différents stades est supérieure a
90%, atteignant un maximum de 100% sur les L3 — L; et 95% sur les Ly, 72h apres les traitements.
Cependant, le niveau d’efficacité semble relativement appréciable pour les applications par
pulvérisations, 48h seulement apres avec des taux variant entre 26,19 et 44,68%. Curieusement 72h
apres, le niveau d’efficacit¢ semble avoir trés peu évolué et parfois stagné comme sur les L3,
contrairement a I’autre méthode de traitement dont le maximum a été atteint aprés 72h. Ceci laisse
penser que la méthode par irrigation conserve mieux la qualité de la solution phénolique, parce que
probablement peu exposée a I’air et la lumiére.

Les résultats des analyses de la variance montre que la valeur du facteur " Stade larvaire ",
toutes méthodes confondues, avec F»g = 1,192 est inférieure a la valeur critique théorique (P =
0,353) ; aucune différence de sensibilité vis-a-vis de la solution phénolique n’a ét¢ enregistrée entre
les différents ages des larves (L;, Ly et Ls) de P.citrella. Les efficacités moyennes enregistrées sont
respectivement de 53,12 — 48,73 et 46,98% (Fig. 35).

Contrairement aux orangers, en fin d’expérimentation, la solution phénolique a généré une
action plus ferme sur les différents ages de larves ; aucune différence d’efficacité (F,4 =0,719 ; P =
0,674). Par conséquent, les sensibilités engendrées ont ét¢ de lordre de 70,73 — 69,05 et 65,12
respectivement chez les L, L, et Lz (Fig. 37).

Par ailleurs, ces sensibilités ont été¢ largement distinctes entre les deux modes de traitement
(Fra =4,42 ; P =0,036). Les larves traitées par irrigation ont montré une sensibilit¢ affirmée par
rapport a celles ayant ¢té épandues avec la solution phénolique, avec des écarts trés prononcés. Les
effets ont ét¢ chiffrés a 87,32 (L;) — 81,47 (L) et 77,95% (L3) sur I'irrigué et seulement 18,93 (L)
— 15,19 (L) et 16,01% (Ls) pour le lot par pulvérisation (Fig. 36).
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Figure 34 : Efficacité¢ de la solution phénolique appliquée par les méthodes de

pulvérisation et irrigation sur les larves (L;, L, et L) de Phyllocnistis citrella
(clémentiniers).
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Figure 35 : Sensibilités moyennes des larves (L, Ly et L3) de Phyllocnistis citrella
(toutes méthodes confondues) (clémentiniers). Moyennes suivies de la méme lettre ne
different pas significativement (Test de Newman-Keuls, P<0,05).
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Figure 36 : Sensibilités moyennes des larves (L, L, et Ls) de Phyllocnistis citrella
traitées par les méthodes d’irrigation et de pulvérisation séparément (clémentiniers).

Moyennes suivies de la méme lettre ne different pas significativement (Test de Newman-
Keuls, P<0,05).
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Figure 37 : Sensibilités moyennes des larves (L, L, et L3) de Phyllocnistis citrella
apreés 72h (toutes méthodes confondues) (clémentiniers). Moyennes suivies de la
méme lettre ne différent pas significativement (Test de Newman-Keuls, P<0,05).
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IV-4- Comportement des larves
Les résultats de I'inhibition de la prise alimentaire sont représentés dans la figure 38.

IV-4-1- Orangers : Citrus sinensis

En exposant les différentes larves de P. citrella a la solution phénolique (Fig. 38A), le
comportement de celles-ci a montré des réponses différentes et cela en fonction de la méthode de
traitement.

Sur les différents types de larves traitées par wrrigation, Peffet le plus marquant fiit que la
majorité des larves arrétent immédiatement de se nourrir et de se mouvoir 6h apres 1’application.

Les résultats observés sur les trois stades larvaires montrent clairement les effets simultanés
de la toxicité¢ et de I'inhibition de la prise alimentaire, provoquées par la solution phénolique
pendant les premieres heures. En effet, 6h aprés I’irrigation, 94% des larves de premier stade (L;)
ont ét¢ inhibées parmi lesquelles 42% des individus sont inertes, soit un écart de 52% représentant
le taux de larves dont la prise alimentaire a ét¢ bloquée par I'addition de la solution phénolique.
Parallelement, le t¢moin n’a enregistré que 10% d’inhibition.

Apres 18h, les larves semblent avoir été contraintes a assimiler la solution introduite ; une
proportion de L; (26%) s’est remise a la nourriture. Apres la phase des 18h, ’effet inhibiteur
disparait, laissant place a I'effet toxique en raison de la mortalité importante enregistrée sur les
observations effectuées. Cependant, le lot t¢moin montre une activité tout a fait normale des L; tout
au long de I’expérimentation.

Tout comme les L, les larves de second stade ont ét¢ sensiblement affectées par la solution
phénolique, c’est ainsi que 88% des individus testés ont ét¢ inhibés 6h apres le traitement. Ces
résultats peuvent s’expliquer par la capacité de la solution phénolique a empécher la prise
alimentaire des L, alors que 20% seulement des larves témoins présentaient le méme état.

Le méme taux d’inhibition (88%) a été enregistré 18 et 24h aprés, provoquant ainsi des
perturbations dans leur développement physiologique avec pour conséquence une mortalité
importante (78%). Dans la tranche d’heure comprise entre 24 et 48h, 6% de larves ont pu reprendre
leur activité. Contrairement a celles traitées, I'activité¢ des individus sur le lot t¢moin est importante
pendant les premieres heures, alors qu’elle commence a diminuer a partir de 24h, du fait de
I’évolution au stade suivant.

Outre les effets toxiques, des effets sur la prise alimentaire ont été¢ également observés sur

les larves de troisi¢me age ; 'extrait phénolique a perturbé la prise de nourriture de 68% des larves
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testées seulement 6h aprés le traitement par irrigation, alors que le témoin n’a enregistré aucune
inhibition.

Contrairement a la technique précédente (irrigation), l'effet dissuasive de la solution
phénolique, appliquée par la méthode de pulvérisation, sur la prise de nourriture est bien visible sur
les Ly, mais difficilement apparent sur les L et les L.

Le taux d’inhibition enregistré, 6h aprés le traitement, est de 'ordre de 46% ; valeur
largement supérieure a celle notée sur les témoins et sensiblement faible par rapport a celle obtenue
par la méthode dite par irrigation. Il faut souligner, également, que la proportion de larves bloquées
est restée pratiquement inchangée 18 et 24h apres.

Pour la tranche des 48h et 72h, ont été notées respectivement des taux de 54 et 20% de
larves en activité. Parallelement, les individus des t¢moins ont été plus actives et cela pendant toute
la période des observations.

Aucune activité de I'inhibition de la prise alimentaire n’a été enregistrée sur les larves de
second et troisiéme stade, la proportion de larves en activité est pratiquement la méme entre les

larves traitées et leurs t¢émoins respectifs (36 contre 42% pour les L, et 30 contre 24% pour les L3).

IV-4-2- Clémentiniers : Citrus clementina

Tout comme les orangers, les larves de P. citrella minant les jeunes feuilles de clémentiniers
se comportent différemment en fonction de la méthode de traitement appliquée.

En plus des effets toxiques, des cas de cessation de prise alimentaire ont été observées sur
les larves de P. citrella traitées par irrigation.

Selon la figure 38B, il a été apercu que I'extrait phénolique réduit significativement la prise
alimentaire de 84% des L, apres seulement 6h d’application, alors que le t¢moin dans les mémes
conditions n’a engendré que 18%.

Comme rapporté précédemment, les larves encore vivantes ont pu reprendre leur activité
48h apres (2%).

Les données des bio-essais montrent que I’application de la solution phénolique sur les
larves de second stade (L) présente un agissement négatif sur la prise de nourriture de I’ordre de
82% 6h apres irrigation, perturbant ainsi leur développement physiologique avec pour conséquence
une mortalit¢ de 'ordre de 54%. Paralle¢lement, le t¢moin n’a enregistré que 26% d’inhibition. La

reprise alimentaire a été¢ observée 18h apres 1’application du traitement.
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Reésultats

Le méme effet a ét€ observé sur les L3 présentes sur les feuilles de clémentiniers, 78% des

larves subissent I'effet inhibiteur contrairement aux témoins (12%). Il faut souligner, également,

que parmi les larves inhibées 18% d’entres elles sont mortes.

Par ailleurs, sur les différents stades traités par la méthode dite par pulvérisation, aucune

différence significative sur le comportement des larves n’a ét¢ observée entre les lots traités et leurs

témoins respectifs.

m Irrigation

% inhibition alimentaire
100 - B Témoin
a0 -
80 -
T0 -
a0 -
a0 -
40 -
30 -
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10 -
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L1 L2 L3
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%j inhibition alimentaire = Irrigation

90 -
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S0
40 -
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B Témoin
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Ll L2 L3
B Stades larvaires

Figure 38 : Effet comparatif de I’extrait phénolique sur la prise alimentaire des larves de

P. citrella, 6h aprés traitement (A = orangers et B = clémentiniers).
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IV-5- Evolution biologique des larves

Il est important de signaler que 1’impact de la solution phénolique des feuilles des agrumes
sur la mue des larves n’a pu étre évalué, en raison des fortes mortalités engendrées (Fig. 4 ; 5).
Néanmoins, sur les feuilles des orangers (Tab. 4), il a surtout porté sur la physiologie des larves du
troisiéme stade ; une évolution rapide des Ls; traitées par la méthode dite par irrigation a été
observée par rapport aux t¢émoins. En effet, 6h aprés 'exposition aux composés phénoliques, 6%
des larves vivantes ont mué au stade pré-nymphe (stade ou les individus arrétent de se nourrir),
comparativement au t¢moin dont aucune métamorphose n’a été discernée. Cette constatation a été
¢galement observée apres 18 et 24h ou il a été enregistré respectivement 16 (12% L4 et 4%
Nymphes) et 24% (18% L4 et 6% Nymphes) de larves vivantes ayant évoluées, contrairement au

témoin 8 (L4) et 16% (L4) dans les mémes périodes.
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Tableau 4 : Evolution biologique des larves de P. citrella apres application de la solution phénolique (orangers).

Tém. % Pul% Irrig.% Tém. % Pul% Irrig.% Tém. % Pul% Irrig.%
6h - - - - - - - - 6 L4
18h - - - - - - 8 L4 2Ny 12 Ly+4 Ny
24h - - - - - - 16 L4 4 L4+2 Ny 18 Ly+6 Ny
48h - - - 6Ls422 Ny - - 12 Ly+56 Ny 20 Ly+20 Ny 24 Ly+8 Ny
72h - 2 Ny - 414430 Ny 8 L4+4 Ny - 4 L4+68 Ny 20 [4+42 Ny 12 [4+32 Ny

' Tableau 5 : Evolution biologique des larves de P. citrella apres application de la solution phénolique (clémentiniers).

Tém. % Pul% Irrig.% Tém. % Pul% Irrig.% Tém. % Pul% Irrig.%
6h . - . . - - - - -
18h ; ; ; ; ; ; 20 Ly 6 Ly .
24h ; ; . ; 2 Ly ; 1814 +8Ny  26L4#+2Ny -
48h ; ; . 414 2 Ny . 24 14424Ny 14 Ly+34Ny -

“72h 5 - - 2L4+2Ny 2L+2Ny - 241,426 Ny 10 L4+48 Ny -
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V- Discussion

Les nombreux travaux réalisés, sur la mineuse des feuilles d’agrumes Phyllocnistis citrella,
ont été surtout consacrés a 1’étude de sa Biologie et & la dynamique de ses populations (Ba-angood,
1977 ; Berkani, 2003 ; Grafton-Cardwell et al, 2008), ainsi que les différentes stratégies de lutte
(Boualem et al., 2007 ; Amiri-Besheli, 2008 ; Argolo et al, 2013). Néanmoins, jusqu'a présent,
quelques informations ont ét¢ rapportées au sujet de la résistance des agrumes contre ce ravageur
des cultures (Sandhu et Batra, 1978 ; Bernet et al., 2005 ; Deng et al, 2010 ; Santos et al., 2011).
Cependant, l'effet antibiose, 'un des modes de la résistance des plantes contre les insectes
phytophages (Mauricio et al, 1997) n’a fait I’objet, a notre connaissance, d’aucune orientation de
recherche.

Dans le domaine de la protection des cultures contre les insectes nuisibles, diverses
méthodes ont ét¢ employées pour lutter contre la propagation de la mineuse des feuilles d’agrumes.
Parmi lesquelles, plusieurs maticres actives a large spectre d'action ont alors été testées (Heppner,
1993 ; Zhang et al., 1994). Les insecticides et les mélanges de divers insecticides ont été évalués et
signalés affectifs par de nombreux chercheurs a travers le monde (Boulahia et al, 1996 ; Rezk et
al, 1996) du faite qu’ils réduisent considérablement la population du ravageur par rapport aux
plants non traités. Alors que d’autres jugent inefficaces (Mafi et Ohbayashi, 2006), en raison de leur
faible rémanence et ’exigence d’étendre plusieurs pulvérisations afin de couvrir toutes les périodes
d’émission des jeunes pousses (Knapp et al, 1996). En revanche, la lutte biolo gique, qui par
I’utilisation des ennemis naturels (Lim et al., 2006), les bactéries (Campos et al, 2007 ; Amiri-
Besheli, 2008), les champignons entomopathogénes (Mohammadi et al., 2010) et les phéromones
sexuelles de I’insecte (Stelenski et Czokajlo, 2010 ; Lapointe et Stelinski, 2011), a été jugée comme
¢tant la meilleure option pour la régulation des populations de ce ravageur (Péna, 1997). Pourtant la
lutte effective contre ce phytophage demeure, a ce jour, trés compliquée en raison de sa forte
capacit¢ de migration vers d’autres vergers, sa fécondité trés €levée notamment en €t¢ (Amiri-
Besheli, 2010), la présence d’une cuticule protégeant les larves contre le contact directe avec les
produits chimiques (Raga etal., 2001), et sa capacit¢ de développer une résistance aux insecticides
synthétiques rend la lutte difficile (Mafi et Ohbayashi, 20006).

Dans cette présente étude, leffet antibiose se référe a laction chimique des composés
phénoliques totaux résultant de I'extraction des feuilles d'agrumes de la premiére poussée de seve
contre les larves P. citrella (L; - L, - L3).

Les résultats de cette étude ont montré que les méthodes de traitements préconisés

(pulvérisation et irrigation) ont répondu différemment. En effet, Pendant les premicres heures, du
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fait de la pénétration lente de la solution phénolique, le traitement par pulvérisation a enregistré une
mortalité faible sur les trois stades de larves, et ce n’est qu’apreés un temps relativement long que le
contact avec ces dernieres s’est produit. Dans leur travaux portant sur la gestion des populations de
P. citrella, Hoy et Nguyeu (1994) ; Knapp et al. (1994) rapportent que la lutte chimique par
pulvérisation directe des insecticides sur la surface foliaire est difficile en raison de leurs lentes
pénétrations ; la cuticule foliaire et les bordures des feuilles enroulées forment des obstacles et par
conséquent protegent les larves et les chrysalides. Alors que la méthode dite par irrigation a montré
toute I’efficacité de la solution phénolique, engendrant ainsi une mortalit¢ importante. Ceci
s’explique par la capacit¢ des feuilles a faciliter le transit des composés phénoliques naturels
dissous dans I'eau a travers les faisceaux cribro-vasculaires des pédoncules des feuilles, pour étre
ensuite dilués dans la séve, atteignant rapidement les différents stades biologiques. Ces données
corroborent ceux obtenues par Mansanet et al. (1999), avec leurs propriétés systémiques,
I’entrainement des insecticides avec I’eau d’irrigation, ou leurs applications sur le tronc et par
badigeonnage, dans les vergers citricoles, a montré un niveau de controle, des populations de la
mineuse des agrumes, satisfaisant sur les jeunes arbres.

Sur les deux especes d’agrumes (orangers et clémentiniers), les résultats montrent que la
rémanence des composés phénoliques est reflétée par la valeur des taux de mortalité importants
enregistrés apres 3 jours d’exposition, avec une efficacité frappante donnée par la méthode dite par
irrigation. Cette dernicre a provoqué la mort de la quasi-totalité¢ des larves testées, contrairement a
la méthode dite par pulvérisation ou les données de la mortalité sont relativement de moindre
importance. Cette différence semble expliquer en outre, la biodégradabilit¢ des composés
phénoliques qui peut étre causée par photo-oxydation et par intervention de I’oxygéne moléculaire
dans la destruction de ces molécules riches en groupements hydroxyles.

Approximativement, des résultats comparables ont été¢ obtenus au laboratoire. Lorsque les
feuilles d’agrumes portant les larves du deuxieme et troisieme dge de P. citrella ont subit des
pulvérisations aux bio-pesticides, la période maximale pour une efficacité optimale n’a été¢ obtenue
quapres 3 jours de traitement, quelque soit le bio-insecticide utilis¢ (Amiri-Besheli, 2008).
D’autres bio-pesticides comme Spinosyne, Palizin, Sirinol, Methoxifenozide et Tondoxir sans
huiles minérales ont été considérés plus effectifs a 1’égard des larves L, et Ls de Phyllocnistis
citrella (Amiri-Besheli, 2009). Mafi et Ohbayashi (2006) ont constaté, a I’aide des bio-essais de
trempage, que tous les insecticides testés avaient engendré un pourcentage de mortalité dépassant

90% des larves de premier stade. Alors qu’in situ, les meilleurs insecticides foliaires ne conferent
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Concernant la sensibilit¢ des larves aux composés phénoliques totaux de la poussée
printani¢re, la différence observée semble étre liée a I'age des larves de P. citrella. C’est ainsi que
les plus jeunes sont les plus sensibles, ces informations confirment leurs sensibilités vis-a-vis des
insecticides synthétiques (Boulahia et al, 1996). Cette inégalit¢ de sensibilité est due,
probablement, a I’incapacité¢ que possedent les individus jeunes a dégrader les produits toxiques
et/ou a maintenir normalement les changements physiologiques. Selon Ould Elhadj et al. (2003), les
larves de cinquieme age se sont montrées plus sensibles, aux extraits végétaux, par apport aux
criquets adultes, et cela grace a des enzymes détoxifiants (Djobbihoi et Fuzeau-Braesch, 1979 ;
Douaho et al, 1982). Les Ls traités au neem ou au mélia, meurent par incapacit¢ de muer. Doumbia
(1994) dans ses études sur les effets de Melia azedarach sur les larves du criquet pelerin, révele
qu’une mortalité de 60% est obtenue par suite de blocage de mue. Les survivants, soit 40%, ont
montré des déformations liées aux difficultés de la mue imaginale.

Apres avoir détecté les composés phénoliques, les larves de P. citrella se sont arrétées
immeédiatement de se nourrir et par conséquent de se mouvoir. Ce refus de consommer la seve est
trés visible au début des observations sur les larves traitées par la méthode dite par irrigation. Il
indique I’effet dissuadant des substances du métabolisme secondaire de la premicre poussée de
séve, propres a ces deux especes végétales. Elles inhibent la prise de nourriture chez les larves de P.
citrella. Cette cessation peut €tre due a la présence dans les extraits des substances particulieres qui
entrainent par conséquent une moindre prise de nourriture et montrant une activité antiappétante
(Munakata, 1975).

En dépit de cette action négative sur la prise alimentaire, chez les orangers, le comportement
des larves du troisiéme stade L3 a changé ; une évolution rapide au stade prénymphe a été constatée.
En effet, physiologiquement, ces dernicres ne se nourrissent pas (Badawy, 1967 ; Chermiti et al.,
2001). Cependant, la solution phénolique des feuilles de Citrus clementina s’est révélée étre
fortement agissante a I'égard des larves de P. citrella, ce qui amene a lier les fortes mortalités

engendrées a sa forte teneur en composés phénoliques totaux (résultats chapitre II).
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I- Introduction

Les organismes vivants exigent de la nourriture pour accomplir leurs fonctions
physiologiques (Slansky et Rodriguez 1987). Ainsi, les plantes produisent une gamme de composés
organiques traditionnellement classés sous les noms de métabolites primaires et secondaires. Les
composés primaires comme les sucres,.. et protéines sont des composés ayant des rdles associés aux
phénomenes de la photosyntheése, la respiration et la croissance et développement, ils se trouvent
dans toutes les cellules de 'organisme d’une plante pour y assurer sa survie (Crozier et al., 2006).
Par opposition, les métabolites secondaires comme les composés phénoliques semblent intervenir
dans la défense chimique qu’entretient la plante contre les insectes phytophages qui 'agressent
(Whitaker et Feeny, 1971 ; Rhoades, 1979). Ces défenses, trés diversifiées, leur permettent de
résister (jalloul, 2003) et de se protéger contre 1’invasion de nombreux organismes qui consomment,
infectent et endommagent leurs tissus de diverses manicres (Thaler et al., 2002).

La plante hote, comme source de nourriture, joue un role déterminant dans la dynamique des
populations avec ses composantes nutritives (protéines, acides aminés, glucides, lipides, vitamines,
minéraux, eau, etc.) et ses composantes non-nutritionnelles (composés allélochimiques) (phénols,
polyphénols, monoterpénes, glucosinolates, alcaloides, etc.) (Ohgushi 1992). C’est ainsi que la
préférence de sélection et le choix du site d’oviposition par un insecte sont conditionnés par la
quantité¢ et la qualit¢ de la nourriture disponible, dans la mesure ou elle affecte la performance
larvaire telle que les apports en hydrate de carbone et en azote (Ohgushi, 1992). Par ailleurs, la
réduction des attaques peut étre due a une diminution de la valeur nutritive ou a la présence de
toxines, de substances répulsives ou d’un golt déplaisant dans les tissus de la plante (Vet et Dicke,
1992 ; Harborne, 1993). Les attaques d’insectes impliquent, habituellent, des changements dans les
niveaux et/ou les activités de nombreux composés chimiques (Campbell et Grasse, 1986). En effet,
les dommages induites réduisent, souvent, la qualit¢é alimentaire des tissus et incluent
I’accumulation des protéinases, des composés phénoliques et des alcaloides, selon la nature de
I’espéce végétale (Schmeltz et al., 2003).

Chez certaines plantes, la biosynthése des composés phénoliques constitue I'une des
dispositions qu’elles développent pour se protéger en présence des insectes herbivores et d’un
environnent hostile (Regnault-Roger et al., 2004 ; Hiittenschwiler et Vitousek, 2000). Toutefois, la
production de ces métabolites secondaires est coliteuse en énergie, et toute activit¢ de la plante
répond a une situation de dilemme entre la croissance ou la défense contre les ravageurs

phytophages (Herms et Mattson, 1992).
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Durant ces derniéres décennies, plusieurs théories se sont succédées pour expliquer la
défense chimique, par la production des métabolites secondaires des plantes contre les agressions
des insectes phytophages (Berenbaum, 1995). Cependant, la différenciation de réaction de défense
s’est montrée souvent au détriment des fonctions physiologiques de la plante comme la croissance,
la photosynthese, la respiration, la reproduction et le stockage des substances de réserves (Bryant et
al, 1983).

La théorie de la balance carbone/nutriment introduite par Bryant et al. (1983) basée sur
I’influence de I’habitat abiotique, a ét¢ considérée comme un facteur important dans la chimie
défensive des plantes et la palatabilité des tissus végétaux vis-a-vis des insectes phytophages. Ils
suggerent que les ressources qui sont présents en exces a la demande physiologique de la plante
sont mises a la syntheése des métabolites de défense. Cette théorie prédit que la concentration des
métabolites secondaires tels que les terpenes, les phénols et d’autres composés contenant
uniquement le C, H, O dans leurs structures sont corrélés positivement avec le rapport
carbone/nutriment (C/N) de la plante. Contrairement, les substances secondaires a base d’azote ex :
alcaloides, amino acides non protéines, composés cyanogéniques ....et autre renfermant de I’azote
dans leurs structures ont montré une corrélation inversement proportionnelle avec le rapport C/N.

La mineuse des feuilles d’agrumes Phyllocnistis citrella est un insecte phytophage qui
s'alimente sur un seul groupe de plantes. Quelles sont les raisons qui font que cet insecte, de
génération en génération, est capable de reconnaitre son espece hote et, en plus, de déterminer avec
précision le contenu nutritif en s’¢loignant des pousses les plus tendres de celles-ci, pendant une
période bien définie de ’année (premicre poussée de s€ve), pour sa propre survie et celle de ses

différents stade évolutifs.

La présente investigation consiste a étudier le role de la qualité chimique de la plante hote
pouvant affecter la répartition des dommages provoqués par les larves de P. citrella.

Ainsi, les objectifs de ce travail se résument a :

(1) Quantifier les contenus en eau, en azote et en carbone total, ainsi que des métabolites de
défense a base de carbone (composés phénoliques totaux) et suivre leurs répartitions le long du
cycle de développement des agrumes ;

(1) Identifier les composés phénoliques ayant montré (d’apres la littérature) un impact sur la
physiologie des insectes ;

(iii) Vérifier 'hypothése de Bryant et al. (1983).

@



Partie expérimentale 11 Matériel et méthodes

II- Site d’échantillonnage
Les prélevements de pousses des agrumes ont ét¢ effectués dans un verger agrumicole d’une

propriété privée (Fig. 39), localisé dans la commune de Sidi Fellag (wilaya de Mostaganem), dans

le Nord-est du chef-lieude la wilaya (35° 55' N, 0° 08' E, 153 m d’altitude).

DjebliiMohamed
RgTEoT),

30)juil 2010 Altitude  10.27 km

Figure 39 : Carte de situation de la station d’é¢tude n° 02 (exploitation privée). Echelle 1/30000.
Image satellitaire de Google Earth.

III- Matériel et Méthodes

III-1- Echantillonnage (Matériel)

Pendant tout le cycle phénologique des agrumes étudiés, un échantillonnage hebdomadaire a
concerné spécifiquement les feuilles prélevées sur les nouvelles pousses de ’année. Pour chacune
des espéeces retenues (Citrus sinensis et C. clementina), 10 arbres ont été choisis au hasard.

La démarche a été faite selon un protocole bien précis (Berkani et al., 1996) : les feuilles ont
¢té prélevées sur les arbres retenus, au hasard et selon les quatre orientations cardinales (E—O — S —

N), soit 4 pousses par arbre. Pour chaque pousse trois feuilles d’ages différents (base, milieu et

@

sommet) ont été détachées. Ceci a permis d’avoir 120 feuilles pour ’ensemble des arbres.
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Tous les prélévements ont été réalisés tot le matin et conservés dans des sacs en plastique
nofr.

Au laboratoire, apres avoir évalué les taux de contamination de I’insecte, les feuilles ont été
délicatement débarrassées des larves et leurs excréments, rincés a I'eau distillée, soigneusement

essuyés et enfin mis a I'abride la lumiére pour séchage.

II1- 2- M éthodes

I11-2-1- Evaluation des taux de contamination de Phyllocnistis citrella

Les feuilles récoltées ont ét¢ examinées sous loupe binoculaire afin de sélectionner celles
ayant montrés la présence de I’insecte ; les feuilles portant une seule mine ont ét¢ considérées
comme contaminées. L’évaluation du taux de contamination a €té calculée selon la formule

suivante :

Nombre totald es feuilles contaminées
Taux de contamination = X100

MNombre total d es feuilles echantillonnées

II1-2-2- Analyses chimiques

I11-2-2-1- Quantification des composés phénoliques

L’¢évaluation des composés phénoliques se fait généralement a travers les méthodes
colorimétriques et d’analyse par chromatographie liquide haute pression (HPLC).

II1-2- 2-1-1- Les méthodes spectrophotométriques

Elles sont utilisées, principalement, pour leur simplicité et leur sensibilité ¢levée. La teneur
en polyphénols totaux est déterminée par le test de Folin-Ciocalteu a des longueurs d’ondes de 760
-765nm (Singleton et Rossi, 1965 ; Kim et al, 2003 ; Djeridane et al., 2006) ou le test du Prussian
Blue (Price & Butler, 1977 ; Matuschek & Svanberg, 2005).

Les composés phénoliques sont oxydés par le réactif de Folin Ciocalteau. Ce dernier, de
couleur orange, est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide
hosphomolybdique qui sont réduits lors de I'oxydation des phénols en mélange d'oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue produite est proportionnelle au taux de composés
phénoliques (Waterhouse, 2001), mais souffrent d’interférences avec les amino-acides de type

tyrosine et d’autres composés non phénoliques tels que I'acide ascorbique (Dyke et Rooney, 2006).

@
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ITI-2- 2-1-2- Extraction et préparation de I’extrait méthanolique

Pour chacune des especes étudi¢es, 1 gramme de feuillage sec a été pesé puis extrait au
méthanol selon le procédé de Kim et al. (2002 ; 2003) modifi¢ : L’extraction de I'échantillon a été
assistée d’un homogénéisateur Ultra thurax. La matiere séche de la plante, finement broyée (1g), a
¢été extraite avec 10ml de méthanol pendant 20mn, a raison de 20000 tours/mn. Apres filtration sous
vide a l'aide d’un filtre en verre fritté n°® 04, le résidu a été ensuite rincé avec 5ml de méthanol et
extrait a nouveau, dans les mémes conditions, avec 10ml de méthanol. Les filtrats obtenus ont été
ensuite mélangés et centrifugés puis ajustés a 20mL Tous les tubes a essais ont ét¢ gardés a 0° C
avant les analyses.

III-2- 2-1-3- Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de
Folin-Ciocalteu selon la méthode de Miliauskas et al. (2004). Un volume de 1ml de I’échantillon a
doser (I'extrait méthanolique des feuilles ou substance de référence) a ét¢ mélangé avec un volume
de 5mlde Folin Ciocalteu (2M dilué¢ 10 fois dans I’eau distillée) et un volume de 4ml de carbonate
de sodium (Na,CO3) a concentration de 75g/l. Aprés une incubation de 60mn a la température
ambiante, I'absorbance du mélange a ¢ét¢ lue avec un blanc fait a partir d’eau distillée a une
longueur d’onde de 765nm, a ’aide d’un spectrophotométre Jenway 6715 UV-Visile.

La teneur des composés phénoliques totaux, exprimée en €quivalent acide gallique (GAE)/g
de plante seche, a été déterminée en se basant sur une courbe d’étalon obtenue a partir d’une série
de dilution, allant de 10 a 100 ug/ml.

II1-2- 2-1-4- Analyse par HPLC

Les composés phénoliques présents dans les extraits ont été analysés par un syst¢me de
chromatographie haute performance liquide en phase inverse couplé a un détecteur a barrette de
diode (HPLC-DAD, High Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detector, Agilent
1100), en utilisant une colonne RP C18. Les composés ont été séparés selon le gradient d’¢lution
A :eau/acétonitrile (solvant A) et le Méthanol (solvant B), avec un débit d’élution de 1 ml/mn décrit
par Buer et al. (2007) et la détection a été réalisée a I’aide d’un détecteur DAD (190-900nm).

Les chromatogrammes ont ét¢ analysés par le logiciel Agilent Technologies ChemStation
Family Software Products, Germany. La concentration des composés phénoliques identifiés a été
calculée en corrélant les aires des pics mesurés avec les courbes d’étalonnage obtenues avec les
substances de référence a savoir la rutine et la quercétine (fournis par Sigma-Aldrich). Alors que

leur identification a ét¢ faite en comparant les spectres UV des pics par rapport a ceux obtenus sur

E

les standards.
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Les échantillons sélectionnés concernent ceux prélevés sur les pousses de printemps (14

avril), d’été (18 septembre) et d’automne (30 octobre).

I11-2-2-2- Carbone total

De nombreuses possibilités de dosage existent, mais les principales techniques font appel a
I’oxydation de la matieére organique en CO, telle que la combustion a haute température (Sauvant,
1988). Cette technique s’est montrée efficace dans lanalyse des composés difficiles a oxyder telles
que les protéines, les substances particulaires et les échantillons riches en chlorures (Hedges, 1993),
alors que l'oxydation par voie chimique a ét¢ préconisée pour les applications nécessitant une
grande sensibilité.

Pour des raisons d’indisponibilité d’un appareil congu pour le dosage précis de 1’azote et du
carbone total (analyseur C/N/S), la quantification de ce dernier a nécessité 1’utilisation d’un four
réglé a 550 °C pendant 6 heures, durant laquelle la matiére séche va se transformer en cendre
blanche et le carbone sous forme CO, diffusé dans 'air

Pour déterminer la teneur en carbone disponible, il est important de connaitre le taux de la
matiere organique qui est déterminée par la différence entre la matiere séche et la matiere minérale
obtenue aprés oxydation des échantillons des feuilles (M O%=MS% - MM %).

Selon Sauvant (1988), la teneur du carbone total par rapport a la matiére organique (M.O)

est donnée par la loi suivante :

09C = 0oM.O X 12/44

12 = Masse atomique du carbone.

44 = Masse moléculaire du CO».

I11-2-2-2-1- Matiére séche

Lorsque I’échantillon est placé dans une étuve a 105 C° pendant 24 heures, toute I'eau
(H,0) s’évapore et restent les résidus appelés « matiere seche » ; cette derniere est constituée de la
matiére inorganique ou minérale (Calcium, phosphore, magnésium, Sodium...etc.) et de la matiere
organique telle que le carbone et I'azote (A.O.A.C, 1996).

La matiere seéche a ét¢ déterminée a partir de Sg de matiere fraiche introduite dans un creuset
tar¢, puis séchée dans une étuve a 105°C jusqu’au poids constant. Apres refroidissement dans un
dessiccateur, le creuset a été pesé une seconde fois. Le taux de la matiére séche par apport a la

matiere fraiche s’effectue de la maniére suivante :

06MS = [(Tare + MS) — Tare] X 100 / MF j
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II1-2-2-2-2- Matiére minérale
La matiere minérale a ét¢ déterminée apres avoir introduit, dans un four a 550°C durant 6
heures, le creuset contenant la matiere séche. Le pourcentage de la matiere minérale par rapport a la

maticre fraiche est donné par la relation :

06MM = [(Tare + MM) — Tare] X100 / MF

I11-2-2-3- Azote total

Le dosage de l'azote total a ét¢ basé sur la méthode de type micro-Kjeldahl utilisant un
catalyseur au Sélénium, selon la démarche suivante : la minéralisation, premiére étape du dosage,
consiste a dénaturer les protéines, casser les liaisons peptidiques, libérer les acides aminés et ensuite
transformer l'azote organique en azote minéral. Tous cela a été fait a chaud en présence de 0.2g de
matieére seche et 2g de catalyseur (CuSO4 = Sulfate de cuivre), KSO4 (Sulfate de Potassium)
additionnés a 20ml d’acide sulfurique (H2SO4) pur, I'humidité doit étre comprise entre 0 a 10%,
puis laisser en contact une demie heure. Le mélange a été porté a 200 °C dans un bloc de digestion,
apres 30mn le mélange vire du noir vers le vert clair.

L’¢bullition de la matiere végétale en présence de I'acide sulfurique (H2SO4) concentré va
entrainer une oxydation de la matiere organique et une transformation de 1’azote protéique en

sulfate d’ammonium, selon la réaction suivante :

N (organique) + H2SO4 » (NH4)2SO4 + H20 + CO2 + produits secondaires

L’acide sulfurique sert également a piéger 'ammoniac gazeux sous forme de sulfate
d’ammonium, par action de la base avec I'acide. Apres refroidissement de la solution, le mélange a
été ajusté a 100ml.

La deuxi¢me étape nommée « distillation » consiste a8 mélanger 20ml de 1’échantillon et
25ml de soude (NaOH 30%) dans un ballon. L’addition de NaOH va entrainer une libération de
I’ammoniac sous forme de sel (NH4),SO4.

L’ammoniac est ensuite entrainé par la vapeur d’eau aprés avoir fixé le ballon a ’appareil.
Le distillat est accueilli dans un bécher de 50ml contenant 20ml d’acide borique; le volume recueilli
doit étre compris entre 30 et 40ml. L’ammoniac réagit avec I’acide borique pour former des sels de
«borates d’ammonium ». Ce dosage consiste donc a minéraliser les matieres azotées par 1’acide

sulfurique concentré chaud (en présence d’un catalyseur au sélénium) en sulfate d’ammonium,

E

avec le déroulement des réactions suivantes :
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H,SO4
Azote organique(C ,H,0,7) , Azote minéral + CO, + H,O
Ou
Catalyseur
Azote organique(C, H, O, Z) » (NH4)2S04.

Lorsqu’on ajoute du NaOH, I’ion NH4" (ammonium) est converti en NH; (gaz ammoniac);
¢tant volatile, le NHj est récupéré apres distillation dans un milieu acide (H3;BO3) pour reprendre la
forme d’ion NHy".

(NH4), SOs4 + 2NaOH

2NH3+ Nast4 + 2H20.

La derniere étape consiste a faire « la titration » de ’'ammoniac, qui est capturé par I’acide
borique formant ainsi un complexe d’ammonium borate selon la réaction suivante :

Ammoniac +Ac. borique Complexe d’ammonium borate + acide borique
La titration se fait a 'aide d’une burette fixée a un support d’agitation, L’acide sulfurique
dilué N/20 s’écoule goutte a goutte dans le bécher contenant le distillat, jusqu’au virage de la

couleur du vert au gris sale.
2NHa" +2H2BO3- + H2S04 ¢NH4)2S04 + 2H3BO3

Complexe d’ammonium borate + acide sulfurique —— sulfate d’ammonium + Ac. borique

Afin d’¢éliminer ’azote provenant des réactifs, un blanc a ét¢ réalis¢ dans les mémes
conditions sans I’ajout d’échantillon.

A travers ammoniac présent dans la solution, on peut calculer la quantit¢ d’azote
initialement contenue dans I’échantillon.

La teneur d’azote est donnée par la loi suivante :

N%=vx7.10" . V x 100

Vo |
% = volume H>SO4(N/20).
7.10% = volume H>SO4 (N/20) (pour 1 ml de HySO4).
\Y = volume de L’échantillon (=100ml).
Vo = volume de la prise d’essai (=20ml).

P = poids de I’échantillon.

E
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I1I-2-2-4- Analyses statistiques

Pour évaluer I'effet de chacun des parametres quantifiés, les données ont €t¢é mises sous une
forme appropriée pour ’analyse de I’ANOVA monofactorielle. La comparaison des moyennes deux
a deux a ét¢ faite grace a un test de comparaison des moyennes multiples (Student-Neuman-Keuls).
P < 0,05 montre un effet significatif du facteur étudié. Les données sont représentées en moyennes
+ écarts types.

Les tests de corrélations entre variables ont ét¢ effectués a 1’aide du logiciel "Statistics
calculators, version 3 Béta" (Soper, 2013). La corrélation mesure la relation entre deux variables ou
plus. Le coefficient de corrélation utilisé est celui de Pearson (r), également appelé coefficient de

corrélation linéaire.
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IV- Résultats

Les résultats obtenus sur I'activité de I’insecte, la teneur en eau, le taux de carbone et
d’azote et la teneur des composés phénoliques totaux ainsi que le rapport C/N des feuilles
d’agrumes sont récapitulés dans les tableaux 13, 14, 15 et 16 (annexe 5).

IV-1- Evolution de Pactivité de P. citrella

Dans les conditions Méditerranéennes, le cycle végétatif des agrumes se caractérise par
I’apparition de jeunes ramifications appelées communément « poussées de seve ». Elles sont
habituellement au nombre de trois a quatre, coincidant avec les débuts du printemps, de I’ét¢ et de
I’automne.

IV-1-1- Premiére poussée de séve (Pousses de printemps)

Pour les deux especes citricoles étudiées, I’échantillonnage a début¢ a partir du mois de
mars. En effet, le premier prélevement a été réalis¢ le 06 mars. Pendant tout le suivi effectug,
aucune activit¢ de P. citrella n’a été relevée au cours de cette phase de développement de la plante
(Fig. 40).

IV-1-2- Pousses rebelles

Apres la fin de la premicre poussée de seve et avant le début de la deuxiéme, les agrumes se
manifestent par I’émission de jeunes feuilles tendres. Ces pousses constituent en faite une masse
végétative appelée pousse rebelle.

L’activité de I'insecte a été notée, sur les deux especes, a partir du 12 juin. Le premier relevé
sur orangers a enregistré un taux de contamination de 1’ordre de 2%, par contre aucune infestation
n’a ét¢ observée sur les feuilles de clémentiniers (Fig. 40). Les contaminations ont montré une
augmentation progressive dans le temps, pour atteindre des maxima de 51 et 49% de feuilles
visitées respectivement chez les orangers et les clémentiniers a la fin de cette strate végétative (17
juillet).

IV-1-3- Deuxié¢me poussée de séve (pousses d’été)

Le phytophage a montré une activité intense au début de cette poussée. En effet, les minima
de contaminations observées le 24 juillet se chiffrent a 86 et 77% respectivement chez les orangers
et les clémentiniers. A partir du 07 aout, I'activité du ravageur s’est manifestée par des niveaux de
contamination trés ¢levés fluctuant entre 94 et 100% sur orangers et 92 et 100% sur clémentiniers ;
valeurs relativement stables (Fig. 40). Les températures optimums et la présence de jeunes feuilles

tendres ont été a I’origine de cette situation.
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IV-1-4- Troisiéme poussée de séve (pousses d’automne)

La masse végétative développée par la poussée d’automne est nettement plus importante que
la seconde poussée de s¢ve. Les jeunes pousses sont apparues a la fin du mois de septembre et cela
pour les deux especes citricoles (le 25).

Les données des infestations (Fig. 40), notées sur cette phase de développement des plantes
¢tudiées, ont dévoilées deux niveaux bien distincts ; le premier, celui étalé du début (25 septembre)
au 23 octobre pour les orangers et les clémentiniers, avec des contaminations alarmantes a
enregistré respectivement des taux allant de 83 a 100% et 95 a 100%. Alors que le second, observé
a partir du 30 octobre, a été caractérisée par une baisse sensible des infestations et marquant des
taux de 30 (orangers) et 35% (clémentiniers) relevés le 04 décembre.

D’apres les résultats consignés dans la figure 41 et les tableaux 15 et 16 (annexe 5), il est
clair que les différentes poussées de seve : poussesp de printemps, rebelles, d’été et pousses
d’automne réagissent différemment vis-a-vis de la mineuse des feuilles d’agrumes Phyllocnistis
citrella. En effet, la répartition saisonniére du ravageur note une évolution croissante des taux de
contamination avec 0 — 17,6767 — 95,89+4,24 — 67, 55+£28,77 et 0 - 21£16,46 — 94+7.28 —
77,55+25,90 respectivement chez les orangers et les clémentiniers. Ces données tendent d’une
valeur nulle observée pendant la premiére poussée a un maximum enregistré pendant la deuxiéme

poussée de séve, suivie de la troisieme.
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Figure 40 : Evolution chronologique des taux de contamination de Phyllocnistis citrella (A =
orangers ; B = clémentiniers).
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(A = orangers ; B = clémentiniers).
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IV-2- Teneur en eau

Conjointement aux travaux d’analyses de la qualit¢ chimique, un suivi de la teneur en eau
des feuilles des agrumes a permis de mettre en évidence la variabilité de ce parameétre le long de
leur cycle phénologique. La figure 42 montre I'évolution quantitative de ce parameétre au cours des
différentes poussées de seve.

IV-2-1- Premiére poussée de séve (Pousses de printemps)

La variation de la teneur en eau, chez les deux espéces étudiées, change d’une manicre
similaire. En effet, apres le repos végétatif, chez les orangers (Fig. 42A), les pousses nouvellement
formées se sont montrées relativement riche en eau. Cependant cette disponibilité¢ a été diminuée
pour atteindre une valeur minimale de 72,3% le 13 mars. Au dela de cette date, les teneurs ont
augmenté au fur et a mesure ; un maximum de Pordre de 77,867% a ét¢ enregistré le 24 avril. A
partir de cette date, un schéma inverse s’est présenté ; 'accumulation en eau a subit une régression
réguliere. C’est ainsi que les teneurs sont passées de 76,246% le 01 mai a un minimum de 74,127%
en fin de cette phase. Parallelement, la figure 42B des clémentiniers montre une évolution
comparable a celle des orangers. Deux phases ont été décelées : la premiére, qui s’étale du 06 mars
au 24 avril, correspond a une accumulation progressive et oscillent entre 72,9 et 77,18%. Alors que
la seconde, correspond a une réduction des teneurs dont les valeurs sont comprises entre 76,047 et
71,113%.

IV-2-2- Pousses rebelles

Cette phase végétative s’est étalée du 12 juin au 17 juillet, soit 6 semaines. La figure 42 A
montre, chez les orangers, une disponibilité hydrique maximale au début et a la fin de cette phase de
développement du végétale avec des teneurs en eau observées variant entre 75,933 et 76,127%
(écart insignifiant). Le minimum note uniquement 73,193% le 03 juin. Cependant, les feuilles de
clémentiniers (Fig. 42B) ont emmagasinés des quantités relativement faibles par rapport a celles des
orangers, néanmoins les observations enregistrées les 10 et 17 juin ne différent guére de celles
observées chez la premiére espece dans la méme période (75,687 et 75,863 %).

IV-2-3- Deuxié¢me poussée de séve (pousses d’été)

Que se soit pour les orangers ou les clémentiniers, le début de la deuxiéme poussée de seve
note des valeurs relativement faibles. Les résultats consignés dans la figure 42 montrent des minima
de 71,08% (24 juillet) et 70,77% (31 juillet) respectivement pour les orangers et les clémentiniers.
Au-dela de ces dates, la turgescence des feuilles n’a cessé de croitre lin€airement. En effet les

teneurs les plus importantes ont été enregistrées en fin de la phase végétative (orangers = 75,84% -

E

clémentiniers = 76%).
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IV-2-4- Troisiéme poussée de séve (pousses d’automne)

La disponibilit¢ en eau dans les feuilles, dans cet intervalle de ’année, est représentée par
une période de trés faibles teneurs en eau, caractéristique de I'achévement du cycle de
développement des agrumes.

Le graphique des orangers (Fig. 42A) présente des changements décroissants allant d’une
observation maximale enregistrée au début avec 74,513% a un minimum en fin de la troisiéme
poussée (66,62%). De méme pour les clémentiniers (Fig. 42B), les teneurs en eau subissent le
méme sort que précédemment. C’est ainsi que les fortes valeurs sont enre gistrées du 25 septembre
au 06 novembre avec des valeurs oscillant entre 75,253 et 71,44%. Cependant, une baisse tres
sensible a été notée du 13 novembre au 04 décembre (68,113 — 68,99 — 68,5 et 68,235%).

Des variations de pourcentages d’humidité des feuilles ont été observées (Fig. 43). En effet,
une inégalité significative a ét¢ révélée entre les différentes poussées de seéve. Les feuilles des
orangers (F3 = 672,059 ; P = 0) prélevées pendant les saisons estivale et printaniére semblent étre
les moins humides avec respectivement 73.916+0.155 et 71,506%. Alors que celles de printemps
(74,634%) et des pousses rebelles (75,048%) notent des valeurs supérieures.

Les résultats enregistrés sur les clémentiniers confirment ceux obtenus précédemment (F; =
1175,828 ; P = 0). L’eau présente sur les feuilles de la premiére poussée de seve (74,632%) et des
pousses rebelles (74,047%) a été relativement plus abondante par rapport a la deuxiéme (73,655%)
et la troisieme (73,393%) poussée de seve. Toutefois, ces changements saisonniers semblent étre

physiologiquement favorables.
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IV-3- Carbone total

Pour une meilleure présentation des données, le carbone total initialement estimé en fonction
de la matiere séche obtenue a été recalculé par rapport a la matiere fraiche, celle-ci est indiquée par
un poids constant (Sgr). Selon Awmack et Leather (2002), la teneur en eau décroit progressivement
avec I’age du feuillage.

IV-3-1- Evolution chronologique

IV-3-1-1- Premiéere poussée de seve (Pousses de printemps)

Chez les deux especes d’agrumes, de fortes accumulations de carbone ont été observées sur
le feuillage prélevé au début de la saison avec 7,096 — 7,094% MF enregistrés le 13 et le 20 mars
chez les orangers et 6,943 — 6,722% MF notés respectivement le 20 mars et le 04 avril sur les
pousses de clémentiniers. Cette disponibilit¢ décline progressivement pour atteindre des minima de
I'ordre de 5,675 (orangers) et 5,889% (clémentiniers) enregistrés le 24 avril. A partir de 13, un
redressement de la courbe a été observé. Les maxima sont, également, enregistrés au terme de cette
poussée avec 6,669 et 7,37% MF respectivement sur orangers et clémentniers. Cette strate
végétative semble étre caractérisée par deux périodes, dans la premiere le carbone a été
nécessairement utilis€é pour des processus physiologiques propre a la plante, alors que la seconde
semble montrer des accumulations de réserves (Fig. 44).

IV-3-1-2- Pousses rebelles

Exceptionnellement pour cette phase (Fig 44), les prélevements d’échantillons réalisés sur
les pousses rebelles ont été rapidement stoppés apres apparition du feuillage d’été.

Malgré les oscillations enregistrées au début de cette phase chez les orangers, une
diminution du taux de carbone pendant la période de croissance des pousses rebelles a été conclue.
En effet, les faibles taux ont été enregistrés en fin des observations (le 17 juin) avec 6,114 et
5,756% de matiere fraiche, respectivement chez les orangers et les clémentiniers : "amplitude notée
entre les relevés est plus importante chez les orangers (2,491 vs 0,759% de matiere fraiche).

IV-3-1-3- Deuxié¢ me poussée de séve (pousses d’été)

Bien que I’évolution du carbone sur les pousses d’été semble ne pas montrer une variation
remarquable entre les relevés, les taux enregistrés tendent plutdt a la baisse. C’est ainsi que les
valeurs enregistrées le 24 sur les feuilles des orangers et le 31 juillet chez les clémentiniers
constituent le maximum de carbone accumulé lors de cette phase végétative, alors que le minimum
a été observé le 18 septembre avec 6,19 et 6,143% MF, respectivement pour les orangers et les

clémentiniers (Fig. 44).
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Tout en ignorant la valeur notée le 18 septembre sur les pousses de clémentiniers, la
différence entre les maxima et les minima chez les deux especes présente des amplitudes de
moindre importance et se chiffre a 1,102 et 0,519% MF.

IV-3-1-4- Troisiéme poussée de séve (pousses d’automne)

Contrairement aux poussées précédentes, le taux de carbone s’est réparti différemment.
C’est ainsique son évolution tend crescendo pendant toute la saison automnale.

Les courbes des deux especes (Fig. 44) sont caractérisées par deux paliers sensiblement
distincts. Le premier noté du 25 septembre au 13 novembre, avec des valeurs visiblement proches
comprises entre 6,552 - 7,288 et 6,439 -7,152 respectivement chez les orangers et les clémentiniers.
Alors que le second, montre des relevés extrémes de ’ordre de 8,738 (orangers) et 8,429%
(clémentiniers) gramme de matiere fraiche enregistrés le 04 décembre.

Il est clair que la fluctuation du taux de carbone exprimée par I’importance de ’amplitude
entre les deux taux extrémes montre la fin du cycle phénologique du végétal

Globalement, il est apparent que le carbone produit par les feuilles est fonction de la saison

et 'age des feuilles.

IV-3-2- Comparaison entre les différentes poussées de séve

Les données consignées dans les tableaux 6 et 7 montrent, globalement, que les taux de
carbone ont été¢ les plus importants sur les pousses d’été¢ et d’automne, suivis des pousses de
printemps. Similairement, les teneurs maximales et minimales respectent ¢galement cet ordre, alors
que ’amplitude entre les deux extrémes est plus importante pour la PS; et la PS3;, mais de moindre
importance pour la PS,.

Chez les orangers (Tab. 6), la teneur moyenne la plus élevée a été enregistrée sur la
troisieme poussée de seéve, suivie de la seconde (F3 = 966,96 et P<0,05) avec respectivement
7,369+0,005 et 6,671+£0,046% MF, devancant ainsi la poussée printaniere (6,49+0,015).
Parallelement, la premiére poussée de seve des clémentiniers (6,493+0,008% MF) s’est montrée
¢galement la moins riche en carbone (F3 = 61,36 et P<0,05) comparativement aux strates
végétatives suivantes (Tab. 7). Les taux de carbone accumulés sur la deuxiéme et la troisiéme
poussée de seve se chiffrent alors a 7,224+0,129 et 7,226+0,078% gramme de maticre végétale

fraiche ; valeurs statistiquement égales.
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Figure 44 : Evolution chronologique du taux de carbone (A = orangers ; B = clémentiniers).

Tableau 6 : Comparaison de la teneur en carbone entre les poussées de s€¢ve (orangers).

Carbone (% MF) Maxima Minima Amplitudes ? Teneurs moyennes

Poussées de séve

PSI 7,096 5,675 1,421 6,490+0,011¢

PR 6,864 6,114 0,750 6,691+0,010d
PSII 7,292 6,190 1,102 6,671+£0,046b
PSIII 8,738 6,552 2,186 7,369+0,005a

? représente les moyennes de trois répétitions (n=3).
a—b-c-d : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).

Tableau 7 : Comparaison de la teneur en carbone entre les poussées de seve (clémentiniers).

Carbone (% MF) Maxima Minima Amplitudes ? Teneurs moyennes

Poussées de séve

PSI 7,370 5,889 1,481 6,493+0,008b
PR 8,247 5,756 2,491 7.361+0,087a
PSII 7,558 6,939 0,519 7,22440,129a
PSIII 8,429 6,357 2,072 7,226+0,078a
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IV-3-3- Relation entre le taux de carbone et le taux de contamination

Les données consignées dans les figures 45 et 46 montrent clarement qu’il y a une nette
concordance entre I’évolution des contaminations et la teneur en carbone. En effet, 'accroissement
des teneurs en carbone a pour conséquences la propagation des dommages de P. citrella sur les
feuilles de Citrus, démontrant nettement la relation existante entre les deux parametres.

IV-3-3-1- Premiére poussée de séve (Pousses de printemps)

Aucune évolution de I'activité des adultes de P. citrella n’a ét¢ détectée pendant la poussée
printaniére des deux especes d’agrumes. En parallele, la production de carbone semble diminuée
comparativement a celle enregistrée au cours de la deuxieme et troisieme poussée de seve. De ce
fait, aucune corrélation ne peut étre envisagée entre les deux parametres étudiés.

IV-3-3-2- Pousses rebelles

Par ailleurs, sur le jeune feuillage des pousses rebelles des orangers, les taux de
contamination et les teneurs en carbone total ont suivi des tendances linéaires, mais d’orientation
mverse (Fig. 45A). Semblablement, la relation parait plus discernable chez les clémentmiers,
I'augmentation des attaques du phytophage semble diminuer le taux de carbone produit. En effet,
les fortes valeurs du début ont été¢ enregistrées lorsque les contaminations ont €t¢ a leur minimum,
alors que la faible production en carbone observée a la fin de cette phase a été accompagnée par des
taux de contamination relativement importants (Fig. 45B).

Les données de ces facteurs montrent une corrélation négative avec (r = - 0,409 ; P = 0,21)
et (r=-0,921; P =0,003), respectivement pour les orangers et les clémentiniers.

IV-3-3-3- Deuxié me poussée de séve (Pousses d’ét¢)

Comparativement aux strates précédentes, les résultats enregistrés (Fig. 45) pour cette phase
végétative montrent d’une manire plus précise la parfaite synchronisation entre les deux facteurs
(Contamination et carbone total accumulé).

Bien que les variations et les fluctuations de contammnation observées le long de la deuxieme
poussée de seéve demeurent minimes, une nette relation a été notée. C’est ainsi qu’au début, pour un
taux de carbone maximum enregistrés le 24 juin chez les orangers (7,292%), le ravageur a répondu
par une activit¢ relativement moins importante (86%). Les données montrent que la régression du
carbone accumulé a engendré un accroissement des feuilles visitées par les adultes de P. citrella. De
ce fait, le mmnimum de carbone not¢ le 18 septembre (6,19%) avait pour conséquence une
mfestation de la totalit¢ des feuilles (100%). De l'autre coté, chez les clémentiniers, les teneurs en
carbone ont été plus élevées avec des variations légeres que ceux enregistrées sur la premicre

espece. A I'exception de la date du 04 et 18 septembre, toutes les valeurs ont dépassés largement le
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seuil de 7,2% MF, respectivement les niveaux des contaminations ont fluctués entre 77 et 100%.
Alors que pour un minimum de disponibilit¢ enregistré le 18 septembre, 98% de contamination a
¢été enregistrée.

De méme pour cette phase végétative, une corrélation négative et significative, a ét¢ notée
entre le taux de carbone et les contaminations de P. citrella (r = - 0,905 ; P = 0,0003 pour les
orangers) et (r =- 0,761 ; P = 0,008 pour les clémentiniers).

IV-3-3-4- Troisieme poussée de seve (Pousses d’automne)

En automne, chez les orangers, deux grandeurs d’accumulation de carbone semblent
caractériser cette poussée de seve (Fig. 45A). La premicre étape s’étale entre le 25 septembre et le
13 novembre avec une augmentation timide et continue des teneurs en carbone et un accroissement
des contaminations, alors que la seconde confirme I’étroite relation entre les deux parametres ; un
développement du niveau des teneurs en carbone a entrainé une chute des contaminations. Le
méme schéma se présente également chez les clémentiniers (Fig. 45B), la relation entre les taux de
carbone et les infestations est similaire a celle observée sur les orangers, caractérisée en particulier
par une baisse de I’activité des adultes de I’insecte lorsque les teneurs en carbone sont élevées.

Comme précédemment, une corrélation négative et significative a ¢ét¢ déterminée (r = -
0,863 ; P = 0,0003) et (r = - 0,913 ; P = 0,00004) respectivement chez les orangers et les

clémentiniers.

IV-3-4- Relation entre les teneurs moyennes de carbone total et les taux moyens des
contaminations (entre poussées de séve)

Chez les orangers (Fig. 46A), les premiéres contaminations ont ét€¢ notées sur les pousses
rebelles avec un taux moyen de 17,68%, correspondant a une teneure moyenne en carbone de
I’ordre de 6,39% MEF. La teneure la plus élevée en carbone a été enregistrée sur la seconde poussée
de seve (6,67% MF), entrainant un taux de contamination moyen relativement élevé (95,89%). En
comparaison, une ¢lé¢vation du niveau de carbone sur la troisi¢me poussée de séve (7,369% MF) a
eu pour conséquence une baisse du niveau des infestations (67,55%). Cependant, sur la poussée
printaniére, un niveau minimum d’accumulation de carbone (6,49% MF) a été enregistré en absence
de toutes infestations.

Par ailleurs, sur les feuilles de clémentiniers (Fig. 46B), le méme schéma se présente. C’est
ainsi que, de forts dommages (PS, = 94% et PS; = 77,55%) ont été notés lorsque les taux de
carbone sont a leurs maximums. En effet, la deuxieme et la troisieme poussée de séve semble

accumulés (PS, = 7,224% MF et PS; = 7,226% MF) une quantité nécessairement suffisante aux
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processus physiologiques de la plante et & la nourriture de I'insecte. Ces informations mettent en
¢vidence une corrélation positive avec r = 0,536 ; P = 0,232 chez les orangers et r = 0,597 ; P =

0,202 sur les poussées de clémentiniers.

IV-3-5- Comparaison entre espéces

Par espece étudiée, la synthése de carbone a été relativement plus importante sur les feuilles
des clémentiniers (7,076% MF) que celles des orangers (6,731% MF). Les données indiquent que se
sont les feuilles des clémentiniers qui ont ét¢ les plus réceptives avec un taux d’infestation moyen
de (48,136%) par rapport aux orangers (45,276%) (Tab. 8). Celles-ci confirment probablement la
relation proportionnelle existante entre ’activité des adultes de P. citrella et le taux de carbone

La synchronisation entre la présence de carbone et l'activit¢ des adultes du phytophage
parait évidente. Cette corrélation pourrait justifier les exigences des insectes en composés carbonés,
qui peuvent étre utilis¢ pour leurs alimentations, reproductions et enfin, pour leurs nuisibilités

(Bryant et al., 1983).

Tableau 8 : Teneurs moyennes en carbone et taux de contamination moyens annuels par

espece végétale hote.

Moyennes %/ Espéces Carbone Contaminations
Orangers (C. sinensis) 6,731+0,408 45,276
Clémentiniers (C. clementina) 7,076+0,365 48,136
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IV- 4- Azote total
IV-4-1- Evolution chronologique

IV-4-1-1- Premiere poussée de seve (Pousses de printemps)

Le taux d’azote le plus important (Fig. 47) a été enregistré tout au début de cette strate
végétatif avec 5,143 et 5,51% respectivement pour les orangers et les clémentiniers, pour ensuite
baisser progressivement atteignant un minimum de 1,75 et 1,98% a la fin de cette poussée de scve.
L’amplitude entre les deux valeurs est de lordre de 3,393% (orangers) et 3,53%. Les fortes
biodisponibilités en azote observées au début sont les résultats de I'accumulation des réserves de la
plante pendant la troisiéme poussée de séve, alors que la baisse est la conséquence des besoins
importants du végétal en printemps (floraison, nouaison et croissance).

IV-4-1-2- Pousses rebelles

Comme pour la poussée précédente, chez les orangers (Fig. 47A), le niveau d’azote le plus
élevé a été observé tout au début avec un maximum de 3,16% noté le 12 juin. Les données suivantes
affichent une baisse régulicre, atteignant un minimum de 2,18% (10 Juillet), soit une amplitude de
0.98% ; valeur moins importante que précédemment et cela en raison de la durée de la poussée
(seulement 6 semaines).

Les données relevées sur les clémentiniers (Fig. 47B) reproduisent les mémes séquences que
celles observées sur la premiere espece végétale. La forte teneur (maximum) en azote a été
¢galement enregistrée au début avec 2,92 %, suivie d’une baisse dont le mmimum a été atteint le 10
juin (1,64%) avec un écart de 1,55%.

IV-4-1-3- Deuxié me poussée de séve (pousses d’été)

Par rapport aux poussées précédentes, les teneurs en azote observées au début dans les
feuillles des orangers restent relativement faibles (Fig. 47A). De méme, les valeurs enregistrées
restent trés proches ; ceci est vérifi¢ par les taux maximal et minimal avec respectivement 2,99% et
1,86% soit une amplitude de 1,13%. Ceci est certainement dii a la période estivale courte et les
besoins minimes en azote pendant cette période.

Le méme schéma se reproduit sur les pousses d’¢té chez les clémentiniers (Fig. 47B), la
forte accumulation d’azote a été¢ également enregistrée au début avec un maximum de 2,74% le 24
juillet et un minimum de 1,89% enregistré le 18 septembre. La différence entre les valeurs extrémes

est seulement de 0,85%. Cet écart confirme celui obtenu sur les orangers.
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IV-4-1-4- Troisieme poussée de seve (pousses d’automne)

Contrairement aux strates précédentes, une accumulation d’azote a été observée a la fin de
cette poussée. C’est ainsi qu'un maximum a ¢été enregistré le 27 novembre avec 4,16% et le
minimum le 25 septembre avec 2,66%. L’amplitude entre les extrémes est de I'ordre de 1,67%. 1l
est important de signaler que les teneurs d’azote enregistrées sur les sept premiers échantillons (du
25 septembre au 30 octobre) ont vari¢ trés peu, de méme que ces informations ressemblent a ceux
obtenues au niveau de la deuxieme poussée de seéve (Fig. 47A).

Chez les clkémentiniers (Fig. 47B), I'évolution de la teneur de lazote total est similaire a
celle observée sur les orangers. En effet, c’est a la fin de la strate quun maximum de I'ordre de
4,66% a été enregistré le 04 décembre (fin de la saison), alors que c’est le 9 octobre que le
minimum a ¢t¢ noté¢ avec 2,25% d’azote. L’amplitude entre les deux données est de I'ordre de

2,41%.

IV-4-2- Comparaison entre les différentes poussées de séve

Chez les deux espéces d’agrumes étudiées, la méme évolution de ’azote se présente. Les
taux d’azote les plus ¢levés, d’une maniere générale, ont ét€¢ notés sur les pousses de printemps et
d’automne. La figure 47 est caractéristique, du fait qu’elle met en évidence I’importance de I'azote
stocké en fin du cycle végétatif (fin troisiéme poussée de s€ve) et son utilisation par la plante au
début de I’année suivante (premiere poussée de s¢ve).

Les valeurs consignées dans les tableaux 9 et 10, chez les deux especes d’agrumes, montrent
que les taux d’azote les plus élevés sont observés sur la PS; suivis de la PS;. L’amplitude la plus
faible est notée sur la PS, alors que la plus importante se remarque sur la PS;,

Ces constatations ont €t¢ comparées par une étude statistique des données. En effet,
I’analyse de la variance a mis en évidence I’effet de la saison sur la distribution de ’azote sur les
feuilles des agrumes. Chez les orangers, la comparaison (test de Newman-keuls) entre les
différentes poussées de seve (F3= 21,912 ; P <0,05) a révélé une différence significative, se sont la
premicre et la troisieme poussée de seve qui ont présent¢ des teneurs €levées en azote avec
3,135+£0,046 et 3,021+0,14% de matiére seche respectivement, suivie de la seconde poussée
(2,588+0,071% MS) et les pousses rebelles (2,605+0,13% MS).

Les données relevées sur les clémentiniers confirment celles obtenues précédemment. Ce
sont également les pousses printanieres et automnales qui renferment des teneurs élevées (F; =
292,977 ; P <0,05) avec respectivement 3,315+0,063 et 3,163+0,063%. Cependant, la teneur

moyenne enregistrée sur la deuxieéme poussée de seéve a été identifiée la moins riche (2,202+0,063%
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MS). Les pousses rebelles ont montré un taux de 2,418+0,125% (MS) ; valeur significativement

¢levée par rapport a la précédente (F3=292,977 ; P <0,05).
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Figure 47 : Evolution chronologique du taux d’azote (A = orangers ; B = clémentiniers).

Tableau 9 : Comparaison de la teneur de 1’azote total entre poussées de s¢ve (orangers).

% Azote Maxima Minima Amplitude Teneur moyenne

Poussées de séve

PSI 5,143+0,152  1,75+0,179 3,393+0,236 3,135a+0,046
PR 3,16+0,168 2,18+0,076 0,98+0,148 2,605b+0,13
PSII 2,91+0,122 1,86+0,134 1,05+0,02 2,588b+0,071
PSIII 4,33+0,175 1,98+0,18 2,35+0,345 3,021a+0,14

a—b : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).

Tableau 10 : Comparaison de la teneur de I’azote total entre poussées de seve (clémentiniers).

% Azote Maxima Minima Amplitudes Teneurs moyennes

Poussées de séve

PSI 5717+0,133  1,98+0,164  3,737+0,031 3,3152+0,063
PR 3,330,171 1,78+0,1 1,55+0,117 2.418¢+0,125
PSII 2,74+0,013  1,84+0,078 0,9+0,062 2,202d+0,063
PSIII 4,66+0,112  225+0,101  1,587+1,246 3,163 b+0,063

a—b-c-d : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).
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IV-4-3- Relation entre le taux d’azote total et le taux de contamination
IV-4-3-1- Premiére poussée de séve

La premicre poussée de seéve n’étant pas contaminée par Phyllocnistis citrella, il ne peut y

avoir de relation.

IV-4-3-2- Pousses rebelles

En se référant aux figures 48, il est clair que la visite des adultes de la mineuse des feuilles
d’agrumes se sont faites au moment ou les taux d’azote ont baissé, ceci laisse penser a une relation
inversement proportionnelle entre les deux parametres. En effet, la corrélation de Pearson entre les
contaminations de I’insecte et les moyennes des taux d’azote total a ét¢ forte et négative chez les
orangers (r=- 0,720 ; P =0,0533) et les clémentiniers (r=- 0,901 ; P =0,0071).

IV-4-3-3- Deuxié me poussée de séve

Quantitativement, I'azote disponible est de moindre importance et ne montre pas une grande
variabilit¢, alors que le niveau de contammnation est trés ¢levé (Fig. 48). Ceci suppose une activité
importante des adultes, qui semble é&tre attirés par les feuilles dont la teneur en azote est
relativement faible. Par contre, il est possible que le niveau de ces mémes teneurs, soient favorables
au développement du phytophage ce qui explique les infestations importantes pendant cette période.

Comme précédemment, une corrélation négative a ét¢ déterminée (r = - 0,555 ; P = 0,0604)
et (r=- 0,833 ; P=10,00265) respectivement chez les orangers et les clémentiniers.

IV-4-3-4- Troisieme poussée de séve

Précisément, le méme cas de figure que celui observé sur les pousses d’été, faibles teneurs
en azote et fortes contaminations avec des taux élevés.

Les courbes des figures 48A et 48B semblent indiquées, comme pour les pousses rebelles et
les pousses d’été, une relation inversement proportionnelle entre le niveau des infestations et les
teneurs en azote. Les deux parametres ont montré une corrélation linéaire, négative et de tres forte
significativité, que se soit pour les orangers (r = - 0,935 ; P = 0,00001) ou les clémentiniers (r = -

0,955 ; P =0,000005).

IV-4-4- Relation entre les teneurs moyennes d’azote total et les taux moyens des
contaminations (entre poussées de seve)

Dans cette présente analyse, Les teneurs moyennes en azote semblent étre en relation étroite
avec les taux de contamination de P. citrella. Les contaminations enregistrées sur les pousses d’été

des orangers et des clémentiniers sont les plus importantes, alors que I’accumulation d’azote total la
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plus élevée a ét¢ décelée pendant la poussée printaniere ; soit approximativement 17,5 (orangers) et
33,6% de plus pour les clémentiniers (Fig. 49). En outre, les données indiquent que la proportion
d’azote sur les feuilles de la troisieme poussée de s€éve est moins importante a celle de la premiere
poussée, mais relativement supérieure a la deuxiéme. Par contre, son niveau des infestations est
situé¢ entre ces deux derniéres.

D’une maniere générale, aussi bien pour les clémentiniers que pour les orangers, I'absence
de contamination sur les pousses de printemps coincide avec une teneur moyenne en azote
relativement ¢€levée, alors que pour les strates végétatives estivale et automnale, I'inverse est
observé. Ceci semble marquer une relation nversement proportionnelle entre les deux facteurs
(teneur en azote et contamination), avec une corrélation négative: orangers r = - 0,448 ; P = 0,276 et

clémentiniers r = - 0,424 ; P =0,228.

IV-4-5- Comparaison entre espeéces

Par espéce (Tab. 11), une différence insignifiante dans les teneurs en azote a été observée
sur les feuilles d’orangers et de clémentiniers. C’est ainsi que les taux enregistrés sont de ’ordre de
2,754+0,35 et 2,775£507%. Parallelement, une trés légere différence a ét€ notée pour les

contaminations des feuilles (45,275 contre 48,136%).

Tableau 11 : Teneurs moyennes d’azote et taux de contamination moyens annuels par espece

végétale.

Moyennes / Espéces Azote % Contaminations %
Orangers (C. sinensis) 2,754+0,35 45,276
Clémentiniers (C. clementina) 2,775+0,507 48,136
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Figure 48 : Relation entre les taux d’azote et les taux de contamination (A = orangers ;
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IV-5- Balance C/N

IV-5-1- Evolution chronologique

D’une maniere générale, le rapport C/N a évolué pratiquement de la méme maniére pour les
orangers et les clémentiniers, mais pour des valeurs différentes. Contrairement aux pousses
d’automne, 1I’évolution des courbes (Fig. SOA et B) montre clairement qu’a la fin de la premicre
poussée, les pousses rebelles et la deuxieme poussée de seve, les rapports C/N sont les plus
importants ce qui semble indiquer que les teneurs en azote sont en baisses, du fait des besoins
importants du végétal pendant ces périodes.

IV-5-1-1- Premiere poussée de seve (Pousses de printemps)

Les équilibres C/N, sur cette strate végétative, ont ét¢ caractérisés par des niveaux
strictement distincts. Chez les orangers (Fig. S0A), le premier enregistré du 06 au 27 mars a été
marqué par des rapports C/N faibles avec une évolution minime. Alors que le second s’étalant du 03
au 24 avril a été caractérisé par des valeurs relativement élevées et des changements plus notifiant.
Un troisieme Palier, not¢ du 01 maiau 05 juin, correspondant a une stabilisation des €quilibres, et
semble indiquer la fin de I’évolution des pousses de printemps. Ces données montrent deux
extrémes ; les deux rapports constituent le minimum (4,987) et le maximum (14,87) avec une
amplitude de I'ordre de 9,883, qui pourrait justifier la dissolution de I'un des constituants dans le
rapport nutritionnel.

L’évolution des rapports C/N sur les feuilles de clémentiniers (50B) présente beaucoup de
similitude avec ceux observés sur les orangers. C’est ainsi que 1’on note le rapport maximum de
12,957 a la fin de cette poussée de seve (05 juin) et un minimum de 4,417 enregistré le 13 mars, soit
une amplitude de 8,53.

IV-5-1-2- Pousses rebelles

Les rapports issus de la combinaison carbone/azote présentent les mémes caractéristiques
que pour les pousses de printemps (Fig. 50). Des faibles valeurs au début avec 8,192 et 7,794
(minimum) notées le 12 juin respectivement pour les orangers et les clémentiniers et des valeurs
plus conséquentes vers la fin (10 juillet) avec 11,798 (orangers) et 14,609 (clémentiniers), soit des
écarts de 3,606 et 6,815.

IV-5-1-3- Deuxié me poussée de séve (pousses d’été)

L’¢évolution des rapports C/N semble analogue a celle de la premiere poussée de séve, mais
avec des valeurs plus haussées. Les rapports estimés chez les orangers (Fig. S0A) paraissent évoluer
en trois phases. En effet, hormis la date du 07 ao(it, des valeurs minimales trés proches variant entre

8,631 et 8,677 enregistrées au début, caractérisent la premiére phase de cette saison. Celle cia été
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suivie d’une seconde montrant un accroissement continu, mais dont les rapports C/N semblent
évoluer d’une maniere plus étendue que ceux de la premiere phase. Alors que la troisieme a été
caractérisée par des rapports stables, indiquant 'achévement de la poussée estivale (11 et 18
septembre). L’amplitude entre les deux extrémes (5,688) est nettement plus maigre que celle
observée sur les pousses de printemps.

Pour les clémentiniers (Fig. 50B), les rapports C/N évoluent de la méme maniére que celle
observée chez la premiere espece végétale. Aussi, le minimum a été noté¢ au début (9,273) et un
maximum (14,3) a la fin de la saison avec une amplitude de ’ordre de 5,027.

Il est indispensable de signaler que durant toute la période, les rapports enre gistrés sont
importants a ceux notés sur la premicre poussée de seve.

IV-5-1-4- Troisieme poussée de seve (pousses d’automne)

La combinaison C/N montre des séquences différentes de celles observées sur les pousses
précédentes. C’est ainsi que la tendance des courbes est caractérisée par une baisse progressive.

Spécifiquement, les maxima enregistrés au démarrage foliaire de cette poussée automnale
ont été chiffrés a raison de 9,631 (09 octobre) 9,233 (25 septembre) respectivement sur orangers et
clémentiniers (Fig. 50). Alors que les minima avec 6,024 et 5,522 ont été révélés respectivement les
27 novembre (orangers) et 04 décembre (clémentiniers). De ce fait, 'amplitude observée entre les

valeurs extrémes est de ’ordre de 3,607 et 3,711.
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Figure 50 : Evolution chronologique de 1’équilibre C/N (A = orangers ; B = clémentiniers).
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IV-5-2- Comparaison entre les différentes poussées de séve

L’¢équilibre nutritionnel, déterminé par le rapport C/N, varie en fonction de la disponibilité
et la concentration de chaque composant. En effet, dans le cas du rapport faible, la valeur de I’azote
obtenu I’emporte sur le carbone produit, alors que dans le cas du rapport élevé, ’azote est dissout
dans la nourriture.

Hormis les échantillons prélevés en dates du 30 novembre au 05 décembre sur les pousses
d’automne, et pour le méme age des feuilles, les rapports C/N relativement les plus faibles ont été
observés sur la premi¢re poussée de seve (Fig 50), conséquence de la forte teneur en azote en
raison des besoins importants de la plante pendant cette période. Les rapports les plus bas observés
sur les pousses d’automne, expliqués par 'accumulation de ’azote, constitue bien évidemment un
moyen de mise en réserve.

D’une maniere générale, les données des rapports C/N classées par période souligne I'effet
de la saison sur la variation de la balance C/N.

D’apres les résultats de ’analyse de la variance monofactoriel au seuil de 0,05, les valeurs
de F observés sont nettement supérieures aux valeurs de F théoriques. En effet, Chez les orangers
(F3 =21,025 ; P = 0,0005), une différence significative a ét¢ observée entre les différentes
moyennes (Fig. 51A), justifiant ainsi I'action des conditions environnementaux. La deuxi¢me
poussée de seve (9,89+0,24) et les pousses rebelles (9,85+0,45) semblent montrer un équilibre C/N
supérieur a celui observé sur les pousses de printemps (8,17+0,11) et d’automne (8,66+0,29).

Les mémes remarques des faits ont ét¢ conclues sur clémentiniers (F3 =95,55 ; P =
0,00001), c’est la poussée estivale qui a montré I'équilibre le plus ¢élevé (Fig. 51B) avec 11,70+0,31
suivie des pousses rebelles (10,7440,50), et enfin de la troisieme (8,132+0,15) et la premicre
poussée de seve (7,72+0,13).
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Figure 51 : Moyennes de 1’équilibre C/N, par poussée de s¢ve (A = orangers ; B = clémentiniers).
Les moyennes présentées par des lettres différentes sont significativement différentes (Newman-

keuls. P<0.05).
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IV-5-3- Relation entre le rapport C/N et les taux des contaminations

IV-5-3-1- Premiére poussée de séve

Aussi bien pour les orangers que pour les clémentiniers (Fig. 52), aucune relation n’est
possible sur les premicéres poussées de séve entre les rapports C/N et les contaminations du fait de
I’absence de ces dernicres.

IV-5-3-2- Pousses rebelles

Les données consignées dans les figures 52A (orangers) et 52B (clémentiniers) montrent
clairement la nette concordance entre I’évolution des contaminations et la balance carbone/azote. Il
est possible que les adultes soient attirés précisé ment par des proportions de carbone et d’azote dans
les feuilles et leurs combinaisons sous forme de rapport. En effet, une corrélation positive, chez les
orangers (r = 0,721 ; P = 0,0529) et les clémentiniers (r = 0,905 ; P = 0,0065), a ét¢ déterminée
entre les deux parametres.

IV-5-3-3-Deuxi¢ me poussée de séve

A Texception de certaines oscillations constatées dans I’évolution des deux courbes
représentées dans les figures 52 A et 52B, ’accroissement des rapports C/N avait pour conséquences
la propagation des dommages de P. citrella, démontrant nettement la corrélation positive existante
entre les deux paramétres sur les feuilles des orangers (r = 0,562 ; P = 0,0576) et des clémentiniers
(r=0,794 ; P =0,0053)

IV-5-3-4- Troisieme poussée de seve

Spécifiquement sur cette strate végétative, la chute de contamination a ét¢ guidée par une
réduction des équilibres C/N, justifiant une remarquable proportionnalité. C’est ainsi qu’une
corrélation positive, d’une intensité plus forte que celles notées précédemment, a été obtenue sur le

feuillage des orangers (r= 0,927 ; P = 0,00002) et des clémentiniers (r= 0,911 ; P = 0,00005).

IV-5-4- Relation entre les rapports moyens C/N et les taux moyens des contaminations
(entre poussées de seve)

D’une maniere générale, Les données des figures S3A et 53B indiquent que les rapports C/N
les plus élevés ont été observés sur la seconde poussée de seve, alors que les plus bas ont ét¢ notés
sur la premiere. Parallelement, les taux de contaminations les plus importants ont été enregistrés sur
les pousses d’ét¢ (PS;) des deux espeéces de Citrus. La réduction du taux moyens des
contaminations observées sur le feuillage d’automne a ét¢ marquée par un rabais de la balance

moyenne C/N. Les moyennes des taux de contamination ont été corrélées positivement avec les

E




Partie expérimentale I1 Résultats

moyennes des rapports C/N, mesurée par poussée de seve avec r=0,451; P=0,275etr=0,43; P=
0,285 respectivement pour les orangers.

IV-5-5- Comparaison entre especes

Les rapports moyens de C/N, par especes, ne montrent pas de différence entre espéce. En
effet la différence entre les deux espeéces de Citrus est insignifiante. Il en est de méme pour les
moyennes des contaminations qui ne sont pas tres ¢loignées les unes des autres, moins de 3% (Tab.

12).

Tableau 12 : Equilibres moyens C/N et taux de contamination moyens annuels par espéce

végétale.

Moyennes / Especes C/N Contaminations %
Orangers (C. sinensis) 9,1424+0,801 45,276
Clémentiniers (C. clementina) 9,573+1,803 48,136
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Figure 52 : Relation entre les équilibres C/N et les taux de contamination (A =
orangers, B = clémentiniers.
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IV-6- Composés phénoliques totaux

Les données des absorbances optiques obtenues sur chacune des especes ont €té converties
en doses a partir d’une droite d’étalonnage tracée avec I'acide gallique (y=0,0109x — 0,1063 et R* =
99,68%) (Fig. 54).

Les teneurs en composés phénoliques totaux, exprimés en milligramme Equivalent Acide
Gallique (EAG) par gramme de maticre seche, ont été calculées en se basant sur les données des
concentrations déterminées préalablement.

IV-6-1- Evolution chronologique

IV-6-1-1- Premiere poussée de seve (Pousses de printemps)

Les données consignées dans la figures 55 révelent deux pics, suivis chacun par une
réduction progressive de la teneur en composés phénoliques. En effet, chez les orangers (Fig. 55A),
le premier (06 mars) enregistré au début de cette strate végétative note 22,10mg/g MS, a partir
duquel une chute remarquable des teneurs a €té observée. Ces derni¢res oscillent entre 14,46 et un
minimum de 10,73mg/g MS (04 avril). Le second, avec 21,05mg/g MS enregistré le 11 avril,
constitue avec les teneurs relevées dans la période du 17 au 22 avril un pallier montrant des valeurs
¢gales (F;3=41,50; P =0). Alors que le minimum de disponibilité en composés phénoliques totaux
a été enregistrée a la fin de cette poussée avec seulement 11,31 (29 mai) et 11,94mg/g MS (05
juin) ; différence insignifiante (F;; = 41,50; P =0).

Pour les clémentiniers (Fig. 55B), I’évaluation quantitative des polyphénols totaux ont
montré une évolution similaire a celle observée sur la premiere espece végétale. C’est ainsi qu’un
premier niveau est observé du 06 au 27 mars avec des valeurs montrant une teneur de 39,42mg/g
MS au début et un minimum de l'ordre de 12,10mg/g MS a la fin (¥;3 =365, 81 ; P =0). Un second
est représenté par des accumulations maximum au début (du 11 au 24 avril) avec des valeurs
comprises entre 40,70 et 43,19mg/g MS, tandis que la phase du 01 mai au 05 juin correspond a une
réduction progressive des teneurs en composés phénoliques totaux (£;3 =365, 81 ; P =0).

IV-6-1-2- Pousses rebelles

Comme la poussée précédente, les maxima des teneurs en composés phénoliques totaux
(Fig. 55) ont été observés seulement sur les premicres jeunes feuilles apparues le 12 juin, soit 12,73
et 24,82mg/g MS respectivement pour les orangers et les clémentiniers. Apres une réduction intense
remarquée le 19 juin (orangers = 8,81 et clémentiniers = 16,71 mg/g MS), un redressement dans la
production a été suivi d’une stabilisation des accumulations en polyphénols du 26 juin au 03 juillet

(orangers F's = 62,245; P =0 et clémentiniers : F5s = 9,105 ; P =0,001).
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IV-6-1-3- Deuxié¢ me poussée de séve (pousses d’été)

Particulierement sur la poussée estivale, les teneurs en composés phénoliques les moins
importantes ont été enregistrées au début. Selon la figure 55A, la teneur de 14,14mg/g MS observée
le 24 juillet sur le feuillage des orangers a subit une augmentation progressive pour se stabiliser du
14 aolit au 09 septembre (= 20mg/g MS), toutefois une réduction en composés phénoliques totaux a
¢été enregistrée a la fin de la poussée avec 17,56mg/g MS (Fs = 76,452 ; P =0).

Parallelement un schéma similaire a ét¢ observé sur les feuilles de clémentiniers (Fig. 55B).
La teneur minimale a été également notée le 24 juillet (23,55mg/g MS), avec une accumulation
graduelle atteignant 39,457mg/g MS signalée le 21 aolt, de méme les teneurs comprises entre 38 et
41mg/g MS relevées dans la période du 21 aolit au 09 septembre se sont montrées égales (Fg
=34,536; P=0).

IV-6-1-4- Troisiéme poussée de seéve (pousses d’automne)

D’une maniére générale, une réduction continue dans les teneurs en composés phénoliques a
¢té observée au cours de la période automnale. C’est ainsi que la teneur maximale, disponible sur
les pousses d’orangers estinée a raison de 19,53mg/g MS (Fig. 57A), a été enregistrée sur les
premiers relevés. Alors que la minimale enregistrée en fin du cycle phénologique de la plante (04
décembre) se chiffre a 12,82mg/g MS (Fp = 27,063 ; P =0).

Comme pour les orangers, en fonction de I'dge des feuilles, une baisse dans la distribution
des composés phénoliques totaux a ét€¢ observée le long de la saison d’automne des clémentiniers
(Fig. 55B) ; un maximum relevé le 25 septembre avec 39,153mg/g MS et un minimum de 'ordre de
18,81 ala fin de la saison (Fjo = 147,392 ;P =0).

IV-6-2- Comparaison entre les différentes poussées de séve

Les observations faites sur les changements quantitatifs saisonniers montrent que le niveau
des composés phénoliques totaux le plus bas a ét¢ noté sur la premiére poussée de séve et cette
méme poussée a présenté les teneurs les plus élevées. Alors que, majoritairement, par age foliaire,
la deuxieme poussée I’emporte.

En comparaison avec les données relevées sur les pousses de printemps, la saison automnale
se caractérise par une premiere période dont les teneurs sont relativement importantes et une
seconde avec des valeurs faibles (Fig. 56).

Chez les orangers, I'analyse des données moyennes a décelé I’influence de la saison sur le
comportement métabolique des agrumes (F3 = 130,152 ; P = 0). En effet, les teneurs rapportées sur
les figures 56A indiquent que la quantité moyenne la plus élevée a été enregistrée sur le feuillage

d’été (18,78mg/g MS). Ceci laisse penser I'importance des conditions biotiques et abiotiques dans
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la syntheése des composés secondaires dits de défense, suivie du feuillage de printemps (16,85 mg/g
MS) et d’automne (16,27mg/g MS) ; moyennes €gales, et enfin les pousses rebelles avec 12,11 mg/g
MS.

Les informations enregistrées sur les pousses de clémentiniers (Fig. 56B) confirment les
résultats obtenus précédemment. L’analyse des données a également mis en exergue la répartition
saisonniere des composés phénoliques totaux (F3 = 65,412 ; P = 0). C’est la saison estivale qui
enregistre la quantit¢ moyenne la plus élevée avec 35,99mg/g MS, suivie de celle de printemps
(30,35mg/g MS). Les composés phénoliques totaux se sont montrés significativement moins
disponibles sur celle d’automne (26,72mg/g MS) par rapport a la premiere poussée, mais plus

abondants comparativement aux pousses rebelles (23,226mg/g MS).
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Figure 54 : Courbe d’¢talonnage de I'acide gallique.
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Figure 55 : Evolution chronologique de la teneur des composés phénoliques totaux (A = orangers ;
B = clémentiniers).
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Figure 56 : Moyennes des teneurs des composés phénoliques totaux, par poussée de seve (A =
orangers ; B = clémentiniers). Les moyennes présentées par des lettres différentes sont
significativement différentes (Newman-keuls, P<0,05).
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IV-6-3- Relation entre la teneur en composés phénoliques totaux et le taux de
contamination

IV-6-3-1- Premiére poussée de séve (Pousses de printemps)

Comme précédemment, la relation ne peut étre établie en raison de 1’absence d’infestations
sur les pousses de printemps.

IV-6-3-2- Pousses rebelles

Les observations faites sur les pousses rebelles ont montré sans équivoque que la réceptivité
des feuilles a P. citrella est due aux faibles teneurs des métabolites de défense disponibles. Sur ces
pousses tendres des orangers, les valeurs estimées ont ét¢ liées directement aux taux de
contaminations enregistrés (Fig. 57). Celles-ci confirment par conséquent I'existence d’une
corré¢lation positive entre les deux parametres avec un coefficient faible "r = 0,224 ; P = 0,335",
contrairement a la relation négative montrée chez les clémentiniers ou "r=-0,13 ; P =0,435".

IV-6-3-3- Deuxié¢ me poussée de séve (pousses d’été)

Il est important de signaler que les contaminations sont trés élevées sur les deux especes
d’agrumes étudié¢es notamment celles enregistrées a partir du 04 aoft, dont la plupart des valeurs
balancent entre un taux de 97 et 100%. Chez les orangers (Fig. 57A), les teneurs les moins
importantes enregistrées tout au début des premiéres analyses sont synchrones avec le début des
activités du phytophage, alors que les contaminations les plus fortes induisent d’avantage de
synthése de composés de défense. Cette dépendance confirme I’étroite relation entre le niveau des
contaminations et les teneurs en composés phénoliques totaux. En effet, les deux facteurs justifient
une corrélation positive et significative (r = 0,724 ; P =0,014).

Les résultats des clémentiniers (Fig. 57B) indiquent clairement la présence d’une relation
proportionnelle entre les taux de contaminations et les teneurs en composés phénoliques. Comme
pour I’espéce citricole précédente, les teneurs les plus élevées ont ét¢ obtenues lorsque les
contaminations ont ¢ét¢ aux maximums, déterminant par conséquent une corrélation positive et
significative (r = 0,899 ; P = 0,0005).

IV-6-3-4- Troisieme poussée de seve (pousses d’automne)

Les mémes tendances des deux facteurs ont été observées sur le feuillage des orangers (Fig.
57A). C’est ainsi que des valeurs extrémes de métabolites de défense ont ét€¢ enregistrées
parallelement & une activité importante des adultes de 1’insecte, alors que les infestations minimums
engendrent une syntheése €galement minimums, confirmant I’étroite corrélation positive et
significative entre le niveau des contaminations et les teneurs des composés phénoliques totaux (r =

0,789 ; P =0,002).
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Chez les clémentiniers (57B), la corrélation (r = 0,670 ; P = 0,012) entre la teneur les deux

parametres confirme les résultats enregistrés sur les orangers.

IV-6-4- Relation entre les taux moyens des contaminations et les teneurs moyennes des
composés phénoliques totaux (entre poussées de seve)

Le taux moyen de contamination le plus important a été montré durant la poussée d’été
(95,85%) induisant une teneur moyenne maximale (18,78 mg/g MS), suivie des pousses de
printemps et d’automne (16,85 et 16,27mg/g MS) avec 67,55 et 0% de feuilles infestées
respectivement, et enfin des pousses rebelles caractérisée par une teneur en composés phénoliques
faible (12,11mg/g MS) et des feuilles moins fréquentées (17,67%) par P. citrella (Fig. 58 A).

Comme pour l'espece citricole précédente, les valeurs les plus ¢élevées ont €té enregistrées
¢galement sur la seconde poussée de seve (35,99mg/g MS de polyphénols pour 94% d’infestation),
alors qu’une régression des deux parametres a été observée sur les pousses d’automne et pousses
rebelles. Par ailleurs, en absence de toute activité du phytophage, une teneur moyenne relativement
supérieure a celle d’automne (30,35mg/g MS) a été observée au printemps (58 B).

Les résultats obtenus aussi bien sur les clémentiniers (r = 0,285 ; P =0,357) que les orangers
(r = 0,559; P = 0,221) confirment clairement la présence d’une corrélation proportionnelle

(positive) entre les taux de contaminations et les teneurs en composés phénoliques totaux.
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Figure 57 : Relation entre les teneurs des composés phénoliques totaux et les taux de

contamination (A = orangers ; B = clémentiniers).
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Figure 58 : Relation entre les teneurs moyennes des composés phénoliques totaux et les taux

moyens de contamination, par poussée de séve (A = orangers,

B = clémentiniers).
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IV-6-5- Dosage et caractérisation des composés phénoliques par HPLC-DAD

Les profils chromatographiques des différents extraits de Citrus sont représentés au niveau
des figures 61, 62, 63, 64, 65, et 66, tandis que les résultats des analyses qualitatives et quantitatives
sont mentionnés dans les tableaux 13 et 14. Notons qu’au cours des dépouillements, la plupart des
composés n’ont pas pu étre identifié par manque des substances phénoliques de références (les
standards).

Dans cette étude, les substances permettant la sélection alimentaire par les larves, et plus
particulierement celles intervenant dans la prise de nourriture, ont été recherchées. Il s’agit de la
rutine et la quercétine.

L’identification des composés phénoliques contenus dans les différents extraits a été faite
par comparaison des spectres UV des substances phénoliques disponibles et leurs étalons respectifs
(Fig. 59). Les analyses ont été répétées 3 fois.

L’¢évaluation quantitative des composés identifiés a ét¢ déterminée a partir de I'équation de
régression de la substance étalon (Fig. 60) : La rutine (aire = 8325,69x-6,848) et la quercétine (aire
= 28,71x-120,874) et I’aire de chacun des pics correspondants.

Dés la premiere vue, I’absence totale de la rutine et son aglycone la quercétine sur les
pousses de printemps a été enregistrée. Alors que leurs concentrations varient selon la saison. En
effet, sur le feuillage des orangers, il a ét¢ not¢ 130,71+£0.065 et 2,876+0,01 ug/ml de rutine,
respectivement pendant la deuxiéme et la troisieme poussée de seéve (Tab. 13). De méme pour les
clémentiniers (Tab. 14), une chute de concentrations de la quercétine a ¢été enregistrée :

40,8120.099 (PS,) et 13,512+0,027 ug/ml (PS3).
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Tableau 13 : Temps de rétention, aires et concentrations de la rutine identifiés sur les poussées
de seve des orangers.

Poussées de seve i *Conc. (ug/ml)

PS; 0 0 0+0¢
PS, 14,761 1081,4 130,710+0,089a
PS3 13,816 17,1 2,876+0,023b

? représente les moyennes de trois répétitions (n=3).
a—b-c : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).

Tableau 14 : Temps de rétention, aires et concentrations de la quercétine identifiés sur les
poussées de seve des clémentiniers.

Poussées de séve i *Conc. (ug/ml)
PS; 0 0 0+0c¢
PS; 8,363 1051,2 40,812+0.047a
PS3 13,566 267,1 13,512+0,084b

* représente les moyennes de trois répétitions (n=3).
a—b-c : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).
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Figure 59: Spectres UV des composés phénoliques. A : Rutine et B : Quercétine.
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Figure 60 : Courbes d’étalonnage des composés phénoliques de référence (standards).

A : Rutine, B : Quercétine.
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DAD1 B, Sig=280,16 Ref=off (FLAVAECH00042.D)
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Figure 61 : Profil chromatographique (HPLC- DAD) de I’extrait méthanolique des feuilles de Citrus sinensis (orangers), prélevées pendant
la premicre poussée de séve (11 avril 2008).
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Figure 62 : Profil chromatographique (HPLC- DAD) de I’extrait méthanolique des feuilles de Citrus clementina (clémentiniers), prélevées
pendant la premiere poussée de séve (11 avril 2008).
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DAD1 B, Sig=280,16 Ref=off (C:\HPCHEM\1\DATA\FLAV\ECH00047.D)
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Figure 64 : Profil chromatographique (HPLC- DAD) de I’extrait méthanolique des feuilles de Citrus clementina (clémentiniers), prélevées
pendant la deuxie¢me poussée de séve (18 septembre 2008).
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (C:\HPCHEM\1\DATA\FLAV\ECHO00045.D)
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Figure 65: Profil chromatographique (HPLC- DAD) de I’extrait méthanolique des feuilles de Citrus sinensis (orangers), pr:

troisiéme poussée de seéve (13 novembre 2008).
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DAD1 B, Sig=280,16 Ref=off (C:\HPCHEM\1\DATA\FLAV\ECHO00050.D)
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Figure 66 : Profil chromatographique (HPLC- DAD) de I’extrait méthanolique des feuilles de Citrus clementina (clémentiniers), prélevées
pendant la troisieme poussée de séve (13 novembre 2008).
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IV-6-6- Relation entre la teneur en composés phénoliques totaux et 1’équilibre C/N

IV-6-6-1- Premiére poussée de séve (Pousses de printemps)

Exceptionnellement, les composés phénoliques, dans une premicre phase, diminue
progressivement au moment ou le rapport C/N augmente (Fig.67). La méme remarque a été
¢galement notée sur la deuxiéme période de cette strate végétative, mais avec des valeurs
différentes. Ces données révelent une corrélation négative trés faibles chez les orangers (r= - 0,06 ;
P =0,419) et [égerement positive sur les pousses de printemps des clémentiniers (r = 0,126 ; P =
0,334). D’une maniere générale, il peut étre suggérer qu'une absence de corrélation entre la
production des phénols et les rapports C/N a €té obtenue.

IV-6-6-2- Pousses rebelles

En raison du nombre faible (Fig. 67) des échantillons (06), une corrélation positive mais de
moindre importance a ét¢ déterminée chez les orangers (r = 0,444 ; P = 0,189) et les clémentiniers
(r=0,273; P=0,3003).

IV-6-6-3- Deuxié me poussée de séve (pousses d’été)

Pour les clémentiniers (Fig. 67B), hormis les valeurs notées dans la période du 28 aott au 18
septembre, des évolutions proportionnelles ont été observées entre les deux facteurs, I’augmentation
graduelle des teneurs en composés phénoliques a €té accompagnée d’un accroissement des rapports
C/N. Alors que les résultats des orangers (Fig. 67A) semblent étre moins reliés. Les deux
parametres étudiés permettent de définir une corrélation positive chez les deux especes d’agrumes
(orangers r = 0,383 ; P =0,154 ; clémentiniers r = 0,644 ; P = 0.0306).

IV-6-6-4- Troisieme poussée de seve (pousses d’automne)

Hormis quelques valeurs notées le long de cette phase du cycle des deux espéces étudiées

(Fig. 67), la régression des phénols a été induite par une réduction des équilibres C/N, indiquant une

nette corrélation positive ; r= 0,766 ; P = 0,003 etr= 0,536 ; P =0,045.

IV-6-7- Relation entre les teneurs moyennes en composés phénoliques totaux et les
équilibres moyens C/N (entre poussées de seve).

L’évolution de la teneur en composés phénoliques totaux, entre poussées de seéve, semble
dépendre de la balance C/N (Fig. 68). En effet, ’Taugmentation de la valeur moyenne enregistrée sur
les pousses d’ét¢ (orangers = 18,78 ; clémentiniers = 35,99mg/g MS) est liée directement a la
disponibilité en nutriments, ainsi qu’a I'élévation du rapport C/N, soit 9,89 et 11,70 respectivement
pour les orangers et les clémentiniers. Par contre, aucune variation quantitative en phénols n’a été

observée entre la premicre et la troisiéme poussée de seéve des orangers, ceux-ciengendrées par des
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équilibres C/N équivalents. Chez les clémentiniers, malgré des équilibres C/N égales, les teneurs en
composés phénoliques totaux sont distinctes (PS; =30,35 ; PS; = 26,72mg/g MNS).
Comparativement, les pousses rebelles, moins riches en phénols, montrent alors des rapports C/N
plus importants que ceux notés sur les pousses de printemps et d’automne.

De ces faits, que se soit pour les orangers ou les clémentiniers, une corrélation positive
marque la liaison entre ces deux paramétres, soit r = 0,579 ; P = 0,2105 (orangers) et r = 0,471 ; P =

0,2648 (clémentiniers).
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Figure 68 : Relation entre les teneurs des composés phénoliques totaux et les équilibres

C/N (A = orangers ; B = clémentiniers).
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Figure 68 : Relation entre les teneurs moyennes des composés phénoliques totaux et les
équilibres moyens C/N, par poussée de seve (A = orangers ; B = clémentiniers).
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V- Discussion

L’évaluation des taux de contaminations de P. citrella, effectuée dans les conditions
environnementales méditerranéennes a montré le réle important des agrumes dans la répartition
saisonnicre des infestations. En effet, la premiére poussée de séve (pousses de printemps) échappe
habituellement aux agressions du phytophage (Argove et al., 1995 ; Berkani et al., 1996), alors que
des pics d’infestation sont observés aux mois d’ao(t, septembre et octobre ; les strates végétatives
d’été et d’automne se sont avérées tres s€ verement attaquées.

En raison des conditions printaniéres jugées favorables au développement de [I’insecte
(température comprise entre 14,08 et 23,21 °C) (Tableau 12 Annexe 4), Les fluctuations des degrés
de contaminations de P. citrella semblent dépendre de la nature et de la composition chimique des
sites d’oviposition (feuillage).

De nombreux travaux ont été consacrés a I'étude de l'effet de la température sur Iactivité
des insectes. Selon Scarr (1998), un réchauffement du climat au printemps entraine un
développement rapide du feuillage de I’hote, ce qui affecte I’émergence et la fréquence des
phytophages. Ainsi, le seuil thermique de développement de la mineuse, qui est de 'ordre de 12,2°
C (Guerrout, 1974), coincide avec I’initiation de Iactivité végétative des agrumes ; celle-ci ne peut
avoir lieu qu’a des températures supérieures a 12,5 °C (Cassin et al., 1969). De plus, Lim et Hoy
(2006), dans le centre de la Floride, ont conclu que les femelles de P. citrella passent 1’hiver au
stade adulte et sans diapause, sur les quelques petites pousses disponibles sur citronnier (Citrus
jambhiri Lushington). Sous ces conditions hivernales, les adultes femelles peuvent survivre plus de
cing mois a des températures basses (Huang et al, 1989), puis apparaissent dans les plantations tot
au printemps (Balachowsky, 1966).

Toutes ces données indiquent que la plante hote par ses caractéristiques chimiques peut dans
une certaine mesure influer sur les performances biologiques de P. citrella. En effet, la qualité de la
plante hote constitue la clé¢ déterminante de la fécondité¢ des insectes phytophages. Les ¢léments
chimiques constitutifs de cette qualit¢ comme le carbone, I’azote et les métabolites de défense
affectent directement le potentiel et accomplissent leurs fécondités. La qualité de la plante hote
affecte également les stratégies reproductives des insectes, tels que le choix des sites d’oviposition
qui est crucial pour le devenir des larves (Awmack et Leather, 2002).

La qualit¢ nutritionnelle montrée par une plante hote est I'un des principaux facteurs
intervenant dans le choix du site d’oviposition ; disponibilit¢ en hydrocarbones et en azote
(Ohgushi, 1992). Selon Scherirs et al., (2001), Chromatomiyia milii et C. nigra (diptéres) comme la

plupart des insectes phytophages de type mineuse (Exemple : Phyllocnistis citrella) localisent leur
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alimentation sur le mésophile foliaire de Holcus lanatus L. (Poaceae), en raison de sa richesse en
composés nutritionnels et sa structure la moins rigide.

Les femelles de la mineuse des agrumes Phyllocnistis citrella (Lepidoptera : Gracillariidae)
orientent leur choix de ponte vers les feuilles trés jeunes, riches en éléments nutritifs et mesurant
entre 1 et 3cm (Citrus limon) de longueur (Kharrat et Jarraya, 2005) et 1 et 2,5cm chez Citrus
aurantium (Vercher et al, 2008), se trouvant dans la partie apicale des rameaux (Jarraya et al.,
1997), que celles des pousses agées de la base. Généralement, les feuilles jeunes présentent une
meilleure qualité nutritive pour I'alimentation des insectes (Dixon, 1985).

Le carbone, I’un des composantes nutritionnelles des insectes, est un €lément majeur
intervenant dans la croissance et le rendement des cultures (Gifford et al, 1984). D’apres les
résultats obtenus, il ressort que les deux especes d’agrumes étudiées ont accumulé des taux élevés
de carbone durant la deuxieéme et la premicre période de la troisieme poussée de seve (septembre et
octobre), coincidant avec des conditions climatiques plus favorables, devrait avoir un rapport avec
le phénomeéne photosynthétique. En effet, la durée et I'intensit¢ lumineuse forte par exemple
influence positivement la photosynthése, qui se traduit chez la plante par une augmentation de
synthése de matieres organiques carbonées (Stiling et Cornelissen, 2007) indispensables a la
croissance, la reproduction et le stockage. Alors qu'en fin de cycle, de fortes concentrations
d'hydrates de carbone ont ét¢ emmagasinés dans les feuilles de Citrus sous forme de réserves
(Goldschmidt et Golomb, 1982 ; Goldschmidt and Koch, 1996).

Les réserves des carbohydrates accumulées dans les feuilles des agrumes, montrent le méme
niveau avant et apres la végétation de printemps (Monerrietal, 2011). Elles sont mobilisées pour la
croissance des pousses de printemps (Goldschmidt et Koch, 1996), des fleurs (Smith, 1976;
Goldschmidt et Golomb, 1982 ; Monerri et al., 2011) et des fruits (Akao etal., 1981 ; Monerri et al.,
2011).

Il est important de noter que la quantité de carbone, réellement, accumulée sur les pousses
d’été (deuxieme poussée de seéve) et d’automne (troisieme poussée de seve) est beaucoup plus
¢levée que celle estimée. Précisément, la matiere organique produite a été destinée non seulement
aux besoins physiologiques et structuraux de la plante, mais également a la nourriture des larves de
P. citrella. Cecipermet de dire que les performances larvaires dépendent fortement de la qualité et
la quantité de la nourriture biodisponible. Scheirs et al. (2001) rapporte que la qualité nutritionnelle
d’une surface foliaire minée est sensiblement inférieure a celle saine, en argumentant ce résultat par
le faite que les larves vivantes sous la cuticule tendent a absorber la plupart des nutriments

tissulaires présents.
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P.citrella oriente son choix d’alimentation selon ces besoins métaboliques, pour cela il
développe toute une série de comportements a fin d’augmenter au maximum l'assimilation de
matieres carbonées provenant des feuilles de Citrus. L’augmentation du taux de carbone pendant la
deuxiéme poussée de séve a engendré une accumulation des hydrates de carbone par rapport a la
poussée printanicre, ce qui laisse dire que le sucre est la principale source d’énergie pour P.citrella.
En effet, parmi les composés ayant montré un impact sur I’alimentation des Ipidopteres, il y’a
principalement les sucres (Panzuto et al., 2002 ; Noseworthy et Despland 2006). 11 est généralement
reconnu pour son effet d’augmenter le poids des adultes et de diminuer le temps de développement
des insectes (McLaughlin, 1986). En général, ces sucres solubles sont connus comme étant les
phagostimulants les plus importants pour de nombreux lépidopteres (Albert et Parisella, 1988 ;
Bemays et Chapman 1994).

Pour chacune des poussées de séve contaminées, les teneurs en carbone évoluent
inversement par rapport a I’abondance de P. citrella. Ces données corroborent celles de la
littérature, la consommation des feuilles et la déposition des ceufs, chez Ribes nigrum L. par
exemple, sont négativement corrélées avec les concentrations foliaires du carbone. Des
concentrations plus élevées en composés a base de C, tels que les glucides de structure, ont souvent
des effets négatifs sur les insectes phytophages en rendant la mastication plus difficile (Awmack et
Leather, 2002). Bien que certains nutriments, comme les sucres, stimulent I'alimentation (Chapman,
2003).

Tout comme le carbone, I’azote est un constituant majeur des végétaux. Sa déficience se
répercute au niveau de nombreux phénomenes métaboliques et physiologiques, notamment
laccumulation de matiére séche c'est-a-dire la croissance. Il représente environ 80% des éléments
minéraux totaux absorbés par les plantes (Marschner, 1995). Sa disponibilité suffisante devrait avoir
un effet sur I"augmentation de la biomasse aérienne, le rendement et la qualité¢ des fruits des
agrumes (Ouma, 2006). En revanche, l’azote constitue I’élément nutritionnel jouant un rdle
prédominant dans I'alimentation et les performances des insectes phytophages (Matson, 1980 ;
Stiling et Cornelissen, 2007).

A I’exception des échantillons prélevés lors des mois de novembre et décembre (troisiéme
poussée de seve) et pour le méme age des feuilles, les plus fortes teneurs en azote ont €t¢ notées sur
les pousses de printemps (PS;). Cependant, comme le carbone, la fin du cycle phénologique des
deux especes agrumicoles a été caractérisée par une accumulation de composés a base d’azote

servant de réserves pour le déclenchement de la végétation ultérieure.
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D’apres les résultats enregistrés, il est clair que ’azote réparti au début du printemps est
nettement supérieur a celui accumulé en fin d’automne, ce qui permet de confirmer les travaux de
Mattos et al., (2003) sur Citrus sinensis.

Chez les Citrus, arbres a feuillage persistant, les feuilles constituent un site important pour le
stockage d’azote. Aprés avoir ét¢ mis en réserve pendant la période de croissance inactive, ce
dernier subit une translocation vers les nouvelles feuilles et pousses en développement lors de la
premiere poussée de seve. Kato (1986) a constaté que 20% d’azote détecté sur les pousses de
printemps provenaient des feuilles d’automne. Par ailleurs, Moreno et Garcia-Martinez (1984) ont
montré que la mobilisation de 1’azote de réserves sur les pousses de printemps est le résultat des
processus biochimiques dans laquelle le contenu en protéines totales des anciennes feuilles diminue
progressivement, et que la protéine mobilisée provient d’une protéine aqueuse constituant la
majeure fraction des protéines totales foliaires.

La répartition de ’azote évolue différemment au cours des saisons. En printemps, I’azote
décline considérablement, alors que sa distribution parait diminuée délicatement en été et pendant la
premicre phase automnale. Quelque soit I'intensité de la réduction observée, ’azote diminue avec la
progression de la saison (Filip et al, 1995). Cette différence semble €tre liée, également, a la
phénologie de la plante. En effet, les fortes demandes en azote s’opérent durant la phase de la
floraison et le processus de la fructification des agrumes lors de la premiere poussée de seve (Alva
et al., 2006). En plus, la plante comptabilise, par conséquent, une biomasse foliaire allant de 51 a
96% de nouvelles pousses formées annuellement (Garcia-Mari et al., 2002).

La relation entre 'azote et I'invasion des insectes phytophages est controversable. Heard et
Wainterton (2000) rapportent que le taux de croissance ou de développement pour certains insectes
dépend directement de la teneur en azote disponible notamment sur feuillage jeune. Dans la méme
perspective, Moran et Hamilton (1980) et Furlan et al. (1999) montrent que I’augmentation de la
concentration pourrait stimuler les dommages foliaires. Cependant, un nombre ¢élevé d’individus
survivants de Phoetaliotes nebrascensis (Orthoptera: Acrididae) ont ét€¢ trouvés lorsqu’ils ont été
soumis a un traitement pauvre en azote (Joern et Behmer, 1998). Chez les especes d’agrumes, la
disponibilité en azote est négativement reliée aux taux de contamination de Phyllocnistis citrella.
Les faibles écarts entre les échantillons peuvent probablement indiquer, comme chez de nombreux
lépidopteres (Noseworthy et Despland 2006), que I'azote ne présente pas un grand impact sur
I’alimentation des larves de la mineuse des feuilles d’agrumes, contrairement aux composés
primaires a base de carbone. En outre, par poussée de seve, la plus forte teneur d’azote total a été

observée lorsque les infestations ont été absentes, alors que sa réduction a entrainé une
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augmentation dans les taux de contamination de P. citrella. Les travaux d’Ateyyat et Mustapha
(2001) ont montré que Iaugmentation de la fertilisation azotée, tentée sur Citrus lemon, a donné
lieu a un nombre croissant de larves et de nymphes vivantes de P. citrella. Le nombre élevé a été
obtenu a 0,85K g d’Urée par arbre, chiffre duquel le nombre a commencé a décroitre.

La composante des métabolites anti-nutritionnels représente une part expressive de la qualité
chimique des especes hotes. Ainsi, les plantes, pour lutter contre les espeéces phytophages auraient,
selon plusieurs théorie, développé au cours de leur évolution, tout un panel de stratégies de natures
diverses. Ces défenses peuvent étre chimiques notamment par I’élaboration de substances de
défenses (Dugravot, 2004). Durant les cycles phénologiques des orangers et clémentiniers, plusieurs
facteurs semblent avoir un effet sur les différentes quantités de phénols produits par les feuilles. Les
concentrations en composés phénoliques totaux varient largement selon la saison, le stade
physiologique de la plante et la phase de développement du feuillage. En effet, au cours de la
premiere poussée de se¢ve des deux espéces citricoles, 'amoindrissement successif des teneurs en
composés phénoliques totaux au mois de mars explique les fortes demandes de la plante en
nutriments indispensables a la croissance foliaire et a I’initiation florale. Alors que les valeurs
enregistrées aux mois d’avril, mai et juin, pendant lequel les exigences physiologiques sont
relativement amoindries confirment I'influence des taux de carbone, d’azote et le rapport C/N. selon
Harper (1989), les tissus jeunes en voie de développement renferment généralement des
concentrations élevées en nutriments, afin de supporter leur croissance rapide.

En ¢été (deuxieme poussée de seéve) et pendant la premicre période du troisieme poussée de
seve, lors du grossissement du fruit, le carbone présent en exceés avec un rapport C/N important
constitue une source d’énergie utilisée par la plante pour sa croissance, sa reproduction, le stockage
et par conséquent la synthése des métabolites secondaires (a base de carbone) (Bryant et al., 1983).
Il convient donc de dire que la quantité de métabolites de défense élaborée est lice a la disponibilité
en carbone et la présence d’autres nutriments dans la séve. Lorsque le carbone est en exces, il
renforce la synthése des défenses naturelles a base de carbone de la plante (ex : phénols). Ces
données peuvent justifier les fortes teneurs des composés phénoliques observées chez les deux
especes citricoles, pendant la deuxiéme et la troisiéme poussée de séve. Alors qu’en période
printanicre, la faible quantité ¢laborée est proportionnelle au carbone disponible et au rapport C/N.
Les faibles teneurs en composés phénoliques totaux observées a partir du mois de novembre sur les
pousses d’automne, coincidant avec la maturation du fruit, sont dues a un affaiblissement de la
balance C/N (le carbone est dissout dans le mélange) et a 'age du feuillage ; les feuilles les plus

agées sont moins syjettes aux maladies et moins attractives pour les prédateurs (Swain, 1977).
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Ces constats mettent en évidence une relation positive entre la disponibilité¢ des nutriments et
la production des composés phénoliques confirmant ainsi la théorie de [1’équilibre
carbone/nutriments ("carbon / nutrient balance" ou CNB). Celle-ci a été proposée pour tenir
compte du fait que la concentration des métabolites secondaires a base de carbone augmente lorsque
la disponibilité en éléments nutritifs, en particulier 'azote diminue et le taux de carbone total
augmente. Cette disponibilit¢ en carbone, contraint I'allocation de ces ¢éléments aux diverses
fonctions de la plante et en particulier son phénotype défensif (Bryant et al. (1983)). La balance
carbone/nutriments est visualisée comme étant un important facteur qui entre dans la défense
chimique des plantes, ainsique la palatabilité entre la plante et les insectes (Hamilton et al., 2000).

Les résultats affirment donc que la disponibilité¢ du carbone et des autres nutriments pour la
plante agit comme facteur déterminant de la production de substances de défense (Bryant et al.,
1983). En effet, les variations des teneurs en ¢léments nutritifs disponibles pour la plante (entre les
poussées de seéve) tendent a modifier la production des composés hydrates de carbone. Ces
derniers, entrant dans la composition des métabolites secondaires de la plante, influencent la
diversité (qualité) et la quantité des substances de défense du végétal (Reichardt et al., 1991). Ceci
dit que les tissus végétaux a haute teneur en hydrates de carbone présentent des disponibilités en
carbone plus élevées, ce qui permet la synthése accrue par la plante de métabolites secondaires a
base de carbone (Reichardt et al., 1991).

Paradoxalement, aucune corrélation n’a ét¢ obtenue entre la balance C/N et la production
des métabolites secondaires, ceci peut s’expliquer par le faite que les jeunes feuilles réagissent
différemment par rapport aux adultes sous I’effet des conditions climatiques en évolution.

A partir des données récapitulées par saison, il apparait que I’acceptation de la nourriture
(PS; et PS3) par les larves de P. citrella se fait selon la balance entre déterrants (phénols) et
stimulants (métabolites primaires). En effet, la mineuse des feuilles des agrumes, malgré la présence
d’une concentration importante de métabolites dits de défense, activent lorsque la séve est riche en
nutriments (le carbone en particulier) et présente un équilibre C/N ¢élevé. Par ailleurs, de
nombreuses ¢tudes ont confirmé I'existence d'une relation entre les propriétés chimiques des feuilles
et les attaques des insectes phytophages, en suggérant que les métabolites secondaires agissent
comme mécanismes de défense importants pour la minimisation des dommages causés par les
herbivores (Brenes-Arguedas et al., 2006 ; Varanda et al., 2006 ; Niesenbaum et al., 2006). Ces
constats permettent de suggérer, d’un coté, que les attaques des insectes phytophages observées sur
un nombre restreint de plantes hotes dépendent plus fréquemment de la présence ou de l'absence

d'une variét¢ de métabolites secondaires (Bernays et Chapman, 1994). Certains flavonols ont
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montré leurs effets sur la phagostimulation et 'oviposition des insectes phtophages. La rutine
(quercetin-3-O-rhamnosyl [1-6] glucoside) est 'un des composés phagostimulants, le plus étudié,
pour de nombreux insectes, y compris Schistocerca americana (Bernays et al., 1991), la chenille
Heliothis virescens (Blaney et Simmonds, 1983), Schistocerca albolineata (Thomas) et Melanop lus
differentialis (Thomas) (Bernays and Chapman, 2000). De méme, une étude récente a justifi¢ I'effet
de la quercétine extrait de Cajanus cajan sur la stimulation de la prise alimentaire du 5™ stade
larvaire d’Helicoverpa armigera (Green et al., 2002). En plus, la rutine isolée des feuilles de Citrus
unshiu a démontré son role joué dans la déposition des ceufs de Papilio xuthus L. (Nishida, et al.,
1987 ; Murata et al., 2011), ainsi que les femelles de Danaus plexippus qui utilisent les flavonoides
(rutine par exemple) pour la sélection de sa plante hote Asclepias curassavica (Haribal et Renwick,
1996).

Etant donné que ces flavonols sont formées au moment des contaminations de P. citrella,
cecipeut confirmer la réceptivité de Phyllocnistis citrella par les agrumes pendant la deuxiéme et la
troisiéme poussée de seéve et leurs indisponibilités favorisent sa répulsion au printemps. Ces
variations saisonnicres dans le contenu des composés phénoliques sont donc attribuables entre
autres aux conditions de la lumiére et de la température (Riga et al., 2008).

Il est important de signaler que malgré ces résultats probants, ils restent préliminaires et
nécessitent des confirmations sur des échantillons prélevés aux mois de mai et juin, lorsque les
températures sont plus favorables.

D’un autre coté, il laisse penser, probablement, au phénomene de détoxification. Ehrlich et
Raven (1964) ont rapporté que lors du processus de co-évolution, les insectes ont développé une
stratégic de détoxification de certaines substances qui d’origine agissent comme inhibiteur de la
prise alimentaire, éventuellement les mémes composés dissuasifs deviennent attractants. Ainsi,
seuls les insectes ayant une membrane péritrophique absorbante sont capables d’éviter I'effet
toxique des composés phénoliques (Karowe, 1989 ; Barbehenn, 2001).

Finalement, et sans outrepasser la période des pousses rebelles, I'analyse phytochimique a
révélé une abondance du carbone, un équilibre C/N proche de celui de la deuxieéme poussée de séve
et une teneur relativement faible en métabolites de défense (composés phénoliques). Cette mixture
riche en métabolites nutritionnels et pauvre en composés antinutritionnels semble étre tres ressentie
par les larves de P. citrella. De ce fait, les pousses rebelles constituent donc un pied de cuve pour

les contaminations futures.
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A cet effet, nous pensons que I’¢limination des pousses rebelles, dés leur apparition, peut
constituer un moyen de lutte prometteur, et permet de réduire en toute évidence la propagation des

adultes de Phyllocnistis citrella sur les pousses d’été.
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Dans le but d’apporter des éclaircissements sur I’absence de contaminations de P. citrella
sur les pousses de printemps, des travaux expérimentaux ont €té consacrés a 1’é¢tude du
comportement des larves soumises a des traitements aux extraits phénoliques bruts issus des feuilles
de la premiere poussée de séve et a I’investigation de la qualité chimique du feuillage des deux
especes agrumicoles.

L’expérience entreprise au laboratoire en conditions semi-controlées a permis de montrer
que les réponses comportementales des larves ont ét¢ conditionnées par la méthode de traitement
appliquée et I’espéce considérée.

Les données enregistrées sur la mortalité et la prise alimentaire montrent que les deux
méthodes ont réagit différemment. C’est ainsi que les différentes larves ont répondu rapidement
lorsqu’elles ont été traitées par la voie d’irrigation, cette derniére a engendré une forte mortalit¢ 6h
seulement apres I’intervention, contrairement a la méthode dite par pulvérisation dont les effets ont
¢été pratiquement nuls durant les premieres heures. Les mortalités cumulées dépendaient ¢ galement
de la durée d’exposition des larves aux composés phénoliques, les données les plus importantes ont
¢té observées 72h apres. Ceci a été¢ valable particuliecrement a la méthode de pulvérisation. Alors
que, comparativement, sur clémentiniers, la réaction a ¢été plus remarquable en raison de Ila
concentration élevée des composés phénoliques additionnée. De méme, la réponse des larves differe
en fonction de leur ages ; les larves de troisieme age des orangers se sont révélées étre moins
sensibles.

L’effet de I’adjonction des composés phénoliques a engendré un arrét de prise de nourriture.
Cette inhibition de la prise alimentaire, particuliecrement observée au début des observations, est tres
discernable sur les larves de différents stades, ayant subit des applications par irrigation.
L’incapacité de se nourrir a changé le comportement des larves de troisiéme stade sur orangers, une
accélération de leur évolution au stade prénymphe et par conséquent une atrophie de l'appareil
buccal (¢volution physiologique naturelle) ne leur permettant pas de se nourrir.

Dans une seconde étape, L’étude phytochimique a permis de mettre en exergue le rdle
important que joue la qualité nutritive des jeunes feuilles d’agrumes sur I’attraction des adultes de
Phyllocnistis citrella.

Les résultats obtenus indiquent, chez les deux especes étudiées, que la teneur des ¢léments
nutritifs (estimés par le dosage du carbone et de I'azote) détectés sur le feuillage de la plante hote
sont sous 1’influence des conditions de la saison et de la date des prélévements. Il est observé que

les feuilles accumulent un taux minimal de carbone durant la premiére poussée de s¢ve. De méme,
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ces pousses se sont caractérisées par une disponibilité relativement forte en azote par rapport aux
autres poussés (hormis la période indiquant la fin du cycle). En outre, le rapport C/N s’est avéré
moins important durant la premicre poussée de seéve coincidant avec une activité nulle du
phytophage.

La disponibilité du carbone et des autres nutriments, exprimés par le rapport C/N, pour la
plante est considéré comme facteur déterminant de la production de composés phénoliques. En
effet, les variations saisonnicres du climat et de la phase de développement de la plante modifient
nettement leurs teneurs et influencent leurs diversités. Les pousses d’¢té, présentant des
disponibilités en carbone plus élevées, ce qui permet la synthése accrue par la plante de métabolites
secondaires a base de carbone (composés phénoliques).

Il est donc clair que I'infestation de P. citrella dépend de la balance entre les parameétres
nutritionnels (métabolites primaires) et ceux antinutritionnels (métabolites secondaires). Le faible
niveau nutritionnel (C/N) observé sur les pousses de printemps semble constituer un moyen de
défense par la plante. Alors qu’en ¢ét¢ et malgré le taux ¢élevé en composés phénoliques, la
disponibilité de nutriments agit positivement sur ’amélioration de la qualité alimentaire de la seve,
permettant & I'insecte de s’installer. Cette conclusion est nettement justifiée par la qualité des
pousses rebelles ; moins de phénols avec abondance de métabolites primaires permettent a I’insecte
de se propager rapidement.

Généralement, les traitements effectués sur les feuilles minées par les larves de P. Citrella
ont conduit certainement a une modification de la qualité nutritive de la séve. Celle-ci étant
défavorable pour la survie des larves, justifie leur crainte d’oviposition sur les pousses de
printemps.

L’¢tude de la relation entre la mineuse des feuilles d’agrumes et son hote en se basant sur les
taux de contamination est peut étre insuffisant pour comprendre le phénomene. Afin d’apporter des
clarifications, il faut savoir ce quise passe durant le processus alimentaire de I’insecte et cela au
cours des différents stades de développement des larves.

Ce présent travail, ouvre de nouvelles perspectives de recherches permettant d’expliquer la
relation qui semble exister entre Phyllocnistis citrella et la qualité du substrat d’ovipostion. Pour ce

faire il serait donc nécessaire d’orienter les investigations vers :

% |étude des exigences nutritionnelles, in vitro, afin de comprendre la préférence
alimentaire de I’insecte. Les travaux porteront, essenticllement, sur la détermination de la nature des

acides aminés et/ou les sucres indispensables a la croissance et le développement du phytophage ;
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% I’étude du phénoméne de détoxification, s’il a lieu, permet de montrer le role

important que joue les enzymes responsables dans la résistance de I’insecte contre ces métabolites

secondarres ;

% [’étude du mécanisme de la métamorphose larvaire sous une nourriture

qualitativement déséquilibrée ;

#+ la détermination des conséquences morphologiques et physiologiques des

prénymphes, nymphes et adultes suite a I’évolution prématurée de larves de troisieme stade.
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Annexe 1 : Mortalités des larves de P. citrella.

----ANnexes----

Tableau 1 : Taux (%) de mortalités cumulées des larves (L;, L, et L3) de Phyllocnistis

citrella traitées avec I’extrait phénolique brut (orangers).

Larve/traitement L, L, L,
Durée
Tém. Pul. Irrigg. Tém. Pul Irrig. Tém. Pul Irrig.
6h 0 10 42 2 0 60 0 8 30
18h 4 10 48 6 10 78 0 18 38
24h 6 14 56 10 18 78 0 18 38
48h 16 46 72 24 28 88 0 28 46
72h 24 78 98 30 50 98 2 36 52

Tableau 2 : Taux (%) de mortalités cumulées des larves (L;, L, et L3) de Phyllocnistis

citrella traitées avec I’extrait phénolique brut (clé mentiniers).

Larve/traitement L, L, L,
Durée

Tém. Pul. Irrig. Tém. Pul. Irrigz Tém. Pul Irrig.
6h 0 0 60 0 4 54 0 2 18
18h 6 10 88 12 16 82 8 12 84
24h 6 10 94 16 18 88 8 20 90
48h 6 48 96 16 38 94 8 36 100
72h 18 52 100 16 52 96 14 40 100
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Tableau 3 : Taux (%) de mortalités par tranches d’heures des larves (L;, L, et L3) de
Phyllocnistis citrella traitées avec ’extrait phénolique brut (orangers).

larve/traite ment L, L, L
Période

Tém. Pul. Irrig. Tém. Pul. Irrigz Tém. Pul Irrig.

0-6h 0 10 42 2 0 60 0 8 30
6-18h 4 0 10,34 4,08 10 45 0 10,87 14,43
18-24h 2,08 4,44 1538 4,26 8,89 0 0 0 0
24-48h 10,64 37,21 36,36 15,56 12,19 4545 O 12,19 12,90
48-72h 9,52 59,26 92,86 7,89 30,56 83,33 2 11,11 11,11

Tableau 4 : Taux (%) de mortalités par tranches d’heures des larves (L;, L, et L3) de
Phyllocnistis citrella traitées avec ’extrait phénolique brut (clé mentiniers).

larve/traite ment L, L, Ls
Période

Tém. Pul. Irrig. Tém. Pul Irrigg. Tém. Pul. Irrig.

0-6h 0 0 60 0 4 54 0 0 6
6-18h 6 10 70 12 12,5 60,87 2 16 6,38
18-24h 0 0 50 4,54 2,38 3333 O 4,76 6,82
24-48h 0 42,22 33 0 24,39 50 0 0 14,63
48-72h 12,77 7,69 100 0 22,58 33,33 4,08 15 2,86
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Tableau 5 : Taux (%) de mortalité globale des larves (tous stades confondus) de

Phyllocnistis citrella (orangers).

Larves L, L, L, Moyennes (%)
Durées/traitements
Tém. 0 2 0 0,66
6h Pul 10 0 8 6
Irrig. 42 60 30 44
Tém. 4 6 0 3,33
18h Pul. 10 10 18 12,66
Irrig. 48 78 38 54,66
Tém. 6 10 0 5,33
24h Pul. 14 18 18 16,66
Irrig. 56 78 38 57,33
Tém. 16 24 0 13,33
48h Pul. 46 28 28 34
Irrig. 72 88 46 68,60
Tém. 24 30 2 18,66
72h Pul 78 50 36 54,66
Irrig. 98 98 52 82,66
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Tableau 6 : Taux (%) de mortalité globale des larves (tous stades confondus) de
Phyllocnistis citrella (clémentiners).

Larves L, L, L, Moyennes (%)
Durées/traitements
Tém. 0 0 0 0
6h Pul 0 4 2 2
Irrig. 6 57 18 26
Tém. 6 12 8 8,86
18h Pul. 10 16 12 12,66
Irrig. 88 82 84 84,66
Tém. 6 16 8 10
24h Pul. 10 18 20 16
Irrig. 94 88 90 90,66
Tém. 6 16 8 10
48h Pul 48 38 36 40,66
Irrig. 96 94 100 96,66
Tém. 18 16 14 16
72h Pul 52 52 40 48
Irrig. 100 96 100 98,66
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Annexes

Tableau 7 : Efficacité de la solution phénolique sur les larves (L1, L, et L3) de Phyllocnistis

citrella (orangers).

Larve L, L, L;
Durée/traite ment
Pul 10 0 8
6h
Irrig. 42 59,18 30
Pul 6,25 4,25 18
18h
Irrig 45,83 76,59 38
Pul 8,51 8,89 18
24h
Irrig. 59,19 75,55 38
Pul 35,71 5,26 28
48h
Irrig, 66,66 84,21 46
Pul 71,05 28,57 34,69
72h
Irrig. 97,37 97,17 51,02

Tableau 8 : Efficacité de la solution phénolique sur les larves (L, L, et L3) de Phyllocnistis
citrella (clémentiniers).

Larve L, L, L;
Durée/traite ment
Pul 0 4 2
6h
Irrig. 60 54 18
Pul 4,25 4,54 4,35
18h )
Irrig 87,23 79,54 80,43
Pul 4,25 2,38 13,04
24h
Irrig. 93,62 85,71 89,13
Pul 44,68 26,19 30,43
48h
Irrig. 95,74 92,86 100
Pul 41,46 42.86 30,23
72h
Irrig. 100 95,24 100
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Tableau 9 : Comparaison des moyennes du facteur traitement par le test de Newman-Keuls
au seuil de 0,05

Citrus sinensis 8,27¢£7,06 23,47b+16,20 61,47a+13,90 93,74*

Citrus clementina 8,93c¢+5,42 23,87b+18,44 82,93a+21,16 32,44%*

a—b-c : les valeurs dans la méme ligne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).
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Annexe 3 : Sensibilité des larves (L;, L, et L3) de P. citrella

Tableau 10 : Comparaison des moyennes du facteur stade larvaire par le test de Newman-
Keuls au seuil de 0,05

Citrus sinensis 43,66a+24,54 43,96a+48,89 30,97b+13,62 7,689%

Citrus clementina  53,12a+48,36 48,73a+46,86 46,98a+43,80 1,192%*

a—b-c : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).

Tableau 11 : Comparaison des moyennes de I'interaction stade larvaire/méthode de
traite ment par le test de Newman-Keuls au seuil de 0,05

Citrus sinensis 61,01b 78,54a  40,60c  26,30d 9,39¢ 21,34d 35,385*

+ + + + + +

22,40 13,83 8,12 27,73 11,18 10,28

Citrus clementina 87,32a 81,47a  77,95a 18,93b  15,19b 16,01b 0,336
+ + + + + +

15,95 16,55 34,33 22,14 18,67 13,71

a—b-c-d-e : les valeurs dans la méme ligne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).
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Annexe 4 : Données climatiques de la région de Mostaganem

Tableau 12 : Tempé ratures et Humidités mensuelles (2000 — 2011).

Janvier 15,70 6 10,65 81,53
Février 15,89 6,71 11,30 79,87
Mars 19,06 9,08 14,08 78,40

Avril 23,89 9,43 16,63 72,70
Mai 25,40 13,58 19,46 70,35
Juin 28,92 17,50 23,21 64,70

Juillet 32,28 19,18 25,73 63,10

Aoiit 31,96 19,64 25,73 63,65
Septembre 28,98 17,52 23,25 78,00
Octobre 26,20 13,28 19,74 71,70
Novembre 22,00 8,60 15,30 71,20
Décembre 18,30 8,30 12,30 82,90

(Source : O.N.M. Mostaganem 2000 — 2011)
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Annexe 5 :Contamination de P. citrella et analyses chimiques des feuilles de Citrus.

Tableau 13 : Contamination de P. citrella, teneurs en composés phénoliques totaux, taux

d’azote et taux de carbone total (orangers).

PS Ne° Dates | Cont. C.P.T H.F.% C% N% C/N
d’éch. % mg/g MS MF MS
o1 06/03 0 22100032 | 73.8820.13 | 0.6920,04 | 5.1420.15 | 4.9940.15
02 13/03 0 12.4650.34 | 72.3050.19 | 7.1050.06 | 5.0120.15 | 5.1220.14
03 20/03 0 13.5720.30 | 72.3550.23 | 7.0920.08 | 4.65:023 | 5.5320.29
04 27/03 0 13.3320.00 | 73.44:0.04 | 6.7940.01 | 4.9450.15 | 5.1840.17
05 03/04 0 10.7320.00 | 73.9120.04 | 6.6740.01 | 3.8510.13 | 6.641023
06 10/04 0 21.05:0.15 | 74.8120.13 | 6.36:0.02 | 3.2140.14 | 7.88+0.34
07 17/04 0 20.5501.09 | 76.2500.18 | 6.0220.05 | 2.5620.10 | 9.91x0.41
PSI 08 24/04 0 20.1960.26 | 77.8700.22 | 5.6720.07 | 2.450.14 | 10.490.65
09 01/05 0 17.9412.34 | 76.7220.17 | 5.0720.04 | 2.1220.16 | 12.1520.88
10 08/05 0 17.7200.85 | 74.9450.11 | 6.4320.01 | 2.0320.16 | 12.7020.99
1 15/05 0 17.9501.80 | 74.55:0.19 | 6.50£0.05 | 1.9820.16 | 12.97-110
2 22/05 0 1623£0.35 | 75.0120.20 | 6.4620.04 | 2.3220.17 | 11.19:0.81
13 29/05 0 113120.84 | 74.7220.20 | 6.4820.04 | 1.8720.11 | 13.74£0.79
14 05/06 0 11.04:0.16 | 74135011 | 6.6740.01 | 1.7540.18 | 14.87£1.65
01 12/06 2 12.73£0.58 | 75.9350.16 | 6.2100.05 | 3.16:0.17 | 8.19£0.45
02 19706 7 8.61:035 | 73.9120.12 | 6.6320.04 | 3.02:0.17 | 8.440.51
PR 03 26/06 11 13.3320,00 | 75.03£0.30 | 6.3750.07 | 2.8520.15 | 8.9720.50
04 03/07 5 13.5700.17 | 73.1920.22 | 6.8650.06 | 2.2320.11 | 11.5120.55
05 10/07 20 12.6200.26 | 76.0420.08 | 6.16:0.01 | 2.1820.08 | 11.80-0.40
06 17/07 51 12.68:0.46 | 76.1750.13 | 6.1100.03 | 2.1920.08 | 11.74+0.46
01 24/07 %6 14.1410.00 | 71.08£0.33 | 7.2940.09 | 2.9140.12 | 8.6820.36
02 31/07 23 15.69£0.10 | 73.1120.26 | 6.7820.07 | 2.8940.15 | 8.7420.46
03 07/08 97 18.70£0.86 | 74.6550.12 | 6.5220.03 | 2.7140.11 | 9.5120.42
04 14708 o 20215041 | 13.4250.17 | 6.8420.04 | 2.990.17 | 8.63%0.50
05 21708 08 20235052 | 73.7500.24 | 6.7220.05 | 3.150020 | 8.1520.54
PSII 06 28/08 99 21.0000.13 | 743120.17 | 6.6740.07 | 2.522020 | 9.9140.58
07 04/09 97 201746013 | 74.3820.20 | 6.5740.06 | 2.3940.16 | 10.77:0.70
08 11/09 99 18.8200.36 | 74.9120.20 | 6.44:0.04 | 1.86:0.13 | 13.87-1.04
09 1809 | 100 | 17.56:0.46 | 75.8420.16 | 6.1940.19 | 1.87:0.08 | 13.74:0.61
01 25/09 83 19.53£0.27 | 74.5120.29 | 6.5520.08 | 2.6640.16 | 9.69+0.59
02 02/10 9 18A7E1.76 | 743120.11 | 6.6120.02 | 2.06:0.16 | 12.571,04
03 09/10 8 17.15£0.68 | 74.06£0.09 | 6.7020.03 | 2.6940.17 | 9.6320.60
04 16/10 | 100 | 19.0320.73 | 73.3620.19 | 6.8840.03 | 1L980.18 | 13.14=111
05 23710 | 100 | 16.92:0.51 | 73.29:0.24 | 6.8720.05 | 2.16£0.17 | 11.980.98
PSII [ 30/10 74 1630£0.22 | 72.85:0.16 | 7.0000.05 | 2.3820.13 | 10.8 20.61
07 06/11 56 14.5700.64 | 72.6720.20 | 7.0860.05 | 2.8920.19 | 8.70£045
08 13/11 40 17.640.64 | 71.8350.09 | 7.2950.03 | 3.5420.11 | 7.31%0.22
09 20711 D 13.2300.57 | 66.99:0.19 | 8.56£0.01 | 4.0120.19 | 6.480.35
10 27711 35 13.2050.41 | 66.7120.17 | 8.6720.07 | 4.3350.17 | 6.02£0.23
T 04/12 30 12.8250.18 | 663720.13 | 8.7420.05 | 4.1650.16 | 6.2550.25
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Tableau 14 : Contamination de P. citrella, teneurs en composés phénoliques totaux, taux

d’azote et taux de carbone total (clémentiniers).

PS N° Dates | Cont. C.P.T H.F.% C% N% C/N
d’éch. % mg/g MS MF MS
01 06/03 0 | 3942:0.00 | 7647+0.07 | 5.99:0.03 | 5512021 | 4.62+0.16
0 13/03 0 | 2097+0.00 | 73.83+0.17 | 6.60£0.05 | 5.72=0.13 | 4.42+0.10
03 20/03 0 13.0120.42 | 72.90:0,08 | 6,9420,02 | 5.12£0.17 | 5.0120.17
04 27703 0 12.10:0.34 | 74.0520.23 | 6.6220,07 | 4.7550.13 | 5.380.16
05 03/04 0 | 34.56x0,28 | 73.73£0,07 | 6,7220,01 | 3,84=021 | 6,68038
06 10/04 0 | 42.6320,89 | 75.72£0,08 | 6,1620.02 | 3.331026 | 7.670.62
07 17/04 0 | 40.70:134 | 75.96:0.19 | 6112004 | 3.0940.16 | 8.23+0.45
PSI 08 24/04 0 | 43.19:0.91 | 77.18£0.11 | 5.8920.05 | 2.5720.17 | 10.08+0.65
09 01/05 0 | 35.85:1,10 | 76.05:0.10 | 6.17£0.02 | 2.0920.17 | 12.38+1,04
10 08/05 0 | 33.00:2.28 | 7527+0.13 | 6,40£0.04 | 2132022 | 12.38+1.25
11 15/05 0 | 32.8120,77 | 74,9320,10 | 6,42£0,02 | 2,012024 | 12,89+1,56
2 22705 0 | 263820,61 | 74.21=0.18 | 6.68£0.05 | 2,272022 | 11,48<1,13
13 29705 0 | 20,7120,00 | 73.44-0.18 | 6,.82£0.05 | 1,0920.12 | 12,94%0,76
14 05/06 0 18.40:0,00 | 71.1120,09 | 7.3740,02 | 1,98£0.16 | 12.96=1.05
01 12/06 0 | 24.82:2.10 | 68.27£0.29 | 8.22£0.09 | 3.3320.17 | 7.79+0.41
02 19/06 10 | 16,71=1,17 | 68.34£0.16 | 8.25:0.04 | 2.94:0.17 | 8.88+0.51
PR 03 26/06 13 | 25.85:0.31 | 69.2320.20 | 7.9740.06 | 2.66:020 | 9.78=0.74
04 03/07 25 | 25.77£1.90 | 7038£0.31 | 7.67+0.07 | 1,990.15 | 13.091,06
05 10/07 20 | 23.11=1,51 | 75.690.13 | 6.3120,04 | 1,7820.10 | 14.61%0,79
06 17707 49 | 20.8653.11 | 77.73=1.54 | 5765042 | 1.8120.14 | 1435<1,05
01 24707 77 | 23.5520,00 | 71.4650.13 | 7242003 | 2.7420,01 | 9.27%0 44
02 31/07 88 | 28042253 | 70.7720.22 | 7.5620.05 | 2.54%0.15 | 10.54+0.41
03 07/08 00 | 33255317 | 71.65:0.17 | 7.3120.04 | 2.61=0.14 | 9.90+0.53
04 14/08 99 | 3432022 | 72.12£0.18 | 7.2120.06 | 2.2240.16 | 11712091
05 21/08 97 | 39.46:1,65 | 71.61=0.18 | 7.3020.05 | 2.1020.10 | 12.27+0,58
PSII 06 28/08 | 100 | 38.27£0,90 | 71.2720,10 | 7522002 | 1,9320,08 | 13,83£1,73
07 04/09 00 | 4126:2.12 | 73.0120.13 | 6,9420,03 | 1.95%0.13 | 13.24%0.86
08 11709 06 | 40.80:1,14 | 70.95£1,81 | 7.5120,51 | 1,84=0.08 | 14.05£0,52
09 18/09 08 | 39.1820,73 | 76.00-0.02 | 6.14x0.00 | 1.8920.16 | 14.300,10
01 25/09 99 [ 39,15:1,63 | 74.85:0.30 | 6,44£0.09 | 2,780.16 | 9.23+0.49
02 02/10 100 | 37.5422.60 | 74.85:0.13 | 6,46£0,04 | 2.71=0.12 | 9.48+038
03 09/10 98 | 35.05+0,75 | 75.25£0.07 | 6.3620.03 | 2.2520.10 | 11.44+0.52
04 16/10 100 | 1920£0,77 | 74.60=0,14 | 6,53£0.03 | 2.3120.10 | 11,14+0,49
05 23710 95 | 303120,52 | 73.3420,30 | 6,8520,08 | 2,29=0.11 | 11,24%0,50
PSIII ¢ 30/10 80 | 27.53£0.28 | 73.10£0,32 | 6,9120.09 | 2.81=023 | 9.19%0.70
07 06/11 81 | 24.511,00 | 71,4420,30 | 7,4420,06 | 3,26%0,16 | 7,94%045
08 13/11 77 | 2659036 | 68.1120.17 | 8,15:0.04 | 3.0720.16 | 7.83+0.36
09 20/11 40 | 23.58£0.28 | 68.99-0.01 | 8.04£0.00 | 3.89+0.16 | 6.60=033
10 27711 39 | 19.88+0.50 | 67.82£0.28 | 8.28+0.07 | 4.56=026 | 5.660.33
11 04/ 12 35 | 18.83£0.26 | 67.2320.75 | 8.43£024 | 4.66=0.11 | 5.52=0.13
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Tableau 15 : Taux de contamination, teneurs en composé phénoliques totaux, taux d’azote
total et taux de carbone total par poussée de séve (orangers)

Poussées Cont. CPT C% MF HF N% MS C/N

de séve % mg/g MS
PSI 0 16,85b+0,56  6,42¢+£0,01 74,63b£0,06 3,13a+0,03 8,17b+0,11
PR 17,68£16,66 12,11¢+0,15  6,39b+£0,01 75,05a+0,04 2,60b+0,01 9,85a+0,45

PSII 95,89+4,24  18,78a+0,37  6,67b+0,04 73,92¢+0,15 2,59b+0,05 9,89a+0,24
PSIII 67,55+£28,77 16,27b+0,37  7,40a+0,01 71,51d+0,02 3,02a+0,08 8,66b+0,27

a—b-c-d : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).

Tableau 16 : Taux de contamination, teneurs en composés phénoliques totaux, taux d’azote
total et taux carbone total par poussée de séve (clémentiniers)

Poussées Cont. CPT C% MF HF N% MS C/N

de séve % mg/g MS
PSI 0 30,35b+0,7  6,49b+00 74,63a+0,03 3,31a+0,06 7,72¢+0,13
PR 21+16,46  23,23d+0,35 7,36a+0,07 74,05b+0,02 2,42¢+0,12 10,74b+0,5
PSII 94+7,23 35,99a+1,44 7,22a0,10  73,65¢+£0,02 2,20d+0,06 11,7a+0,31

PSIIIT 77,55+£25,90 26,72¢+1,30 7,23a+0,06  73,39d+0.03 3,16b+0,06 8,13¢+0,15

a—b-c-d : les valeurs dans la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement
différentes (P<0,05).
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