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1-INTRODUCTION

Les insectes représentent les trois-quarts des espéces animales décrites sur la
planéte. Les végétaux quand a eux, représentent le groupe le plus abondant des étres
vivants (Stam et al., 2014). Les plantes et les insectes coexistent dans la nature depuis
environ 100 millions d’années et ont développé une importante variété¢ d’interactions
bénéfiques et déléteres (Stotz et al., 1999). Les insectes défoliateurs causent des
épidémies a grande échelle. Qu’ils soient permanents ou cycliques, ils peuvent
endommager la productivité des foréts sur plusieurs saisons, ce qui peut engendrer la
mort systématique de I’arbre hote. Les processus éco-physiologiques issus de ces
défoliations chez certains insectes sont interprétés par une simple réduction de la
photosynthese, un affaiblissement de 1’arbre observé apres plusieurs années d’attaque

et une disparition totale des foréts a long terme (Lieutier 2004 in Jactel et al., 2011).

La capacité d’un insecte ravageur a infecter les foréts, et ses possibilité a prendre
plus de surface chaque année, est due principalement a la résistance de ce dernier,
acquise grace a son systeme immunitaire qui participe par ses differents élements a le
proteger des maladies et des pathogenes infectieux (Vogelweith 2013).

L’¢étude immunitaire des insectes est un parametre important dans 1’interprétation de
leurs comportements écologiques dans I’environnement, ainsi que dans la
comprehension de leurs mécanismes de résistance aux conditions naturelles

défavorables d’une part, et des différents processus de lutte toxicologique d’autre part.

L'immunité chez de nombreux insectes consiste en des réactions humorales et
cellulaires pendant lesquelles, des éléments du systeme immunitaire tels que les
hémocytes ou les antigénes, participent a des réactions inflammatoires ou parasitaires
(Blandin et Levashina 2004). Les réactions humorales incluent la production des
peptides antimicrobiens en présence des bactéries, ou la fabrication des complexes
enzymatiques de coagulation et de mélanisation lors d’une infection immunitaire dans
I'hnémolymphe (Meister et al., 2000). En revanche, les réactions cellulaires sont des

réponses immunitaires réalisées par les hémocytes.

En effet, une réaction secondaire vis-a-vis des corps étrangers nécessite la
participation des différentes cellules circulaires qui jouent un réle important dans la
formation des nodules et des capsules immunitaires. Elles peuvent également réagir

par phagocytose, afin d’éliminer I’intrus (Dunn 1986 in Strand et Pech 1995).



Le systéme immunitaire des insectes lépidoptéres est caractérisé par la présence de
plusieurs cellules hémocytaires, responsables des différents phénomeénes immunitaires
de I'insecte (Herbiniere 2006., Ribeiro et Brehelin 2006., Strand 2008., Hillyer
2016).Lors d’une attaque d’un insecte par un €lément étranger de petite taille, comme
les bactéries ou les protozoaires, la phagocytose est le processus immunitaire utilisé
pour I’éliminer (Herbiniere 2006). Dans le cas d’une infection multi-bactérienne, la
réaction immunitaire se traduit par une agrégation des hémocytes autour du corps
étranger, en forme d’encapsulation ou de nodulation cellulaire (Herbiniere 2006).

Le danger des insectes ravageurs devient un sujet de plus en plus préoccupant ces
derniers temps. D’ou la nécessité de mettre en place des méthodes de contrdle et de

lutte vis-a-vis des populations impliquées.

L'utilisation des pesticides chimiques de synthése est I’'une des méthodes les plus
efficaces dans la lutte contre les ravageurs. Ces molécules ont malheureusement
I’inconvénient d’infecter I’environnement par des substances toxiques et polluantes, de
diminuer la biodiversité naturelle ou d’attaquer la santé des consommateurs des

produits alimentaires.

De plus I’apparition de nouvelles espéces resistantes aux molécules toxiques et la
capacité de certaines a cumuler les résidus dans leurs organismes, a mené a
I’élaboration de nouvelles molécules biologiques (khan et al., 2008 in Belhamra
2011). Il est donc nécessaire de penser a d’autres moyens de lutte d’origine naturel
comme I’utilisation des molécules biologiques contre ces insectes ravageurs (Ngamo

et al., 2016).

Ces insecticides issus des plantes sont appelés biopesticides et sont constitués de
nouvelles molécules efficaces sur le point toxicologique et a faible risque éco-
toxicologique (Kostyukovsky et al., 2000., Habbachi 2013).

Parmi ces composés naturels, on peut citer les huiles essentielles qui représentent
un mélange complexe de composes volatils, issus par extraction d’une plante enticre,
ou d'une partie dont l'origine taxonomique doit étre connue (Franz et Novak 2010).
Chimiquement, les huiles essentielles sont dérivées des terpenes des plantes et de leurs
composés oxygéneés. Il a été démontré que chacun des constituants de ces molécules

posséde des propriétés antibactériennes (Burt 2004), antifongiques (Kalemba et


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hillyer%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26695127

Kunicka 2003), antivirales (Mayer 2012), insecticides et larvicides (Zhang et al.,
2003).

L’utilisation des huiles essentielles est connue depuis plusieurs siécles (Elkoli
2016). En effet, une large gamme d’huile essentielle issue de différentes espéces
végétales ou d’une combinaison de plusieurs huiles, a fait I’objet de plusieurs études
toxicologiques (kim et al., 2003., Kaya et al., 2008., Cakir et al., 2016., Alghamdi
2018., Bahr et al., 2019) vis-a-vis de différentes souches de bactéries, de champignons
ou d’autres insectes ravageurs.

Ces mémes plantes décrites plus haut comme de potentiels insecticides, renferment
des composés intervenant parfois dans des réactions de résistance et de protection de la
plante contre les parasites et les insectes ravageurs, en effet les végétaux sont
caractérises par leur contenu riche en métabolites secondaires variables selon la
structure de leurs tissus (Benslama 2016).

Ces métabolites peuvent étre primaires tels que les acides aminés ou les acides
nucléiques responsables de la croissance des cellules (Benslama 2016), ou
secondaires, représentés essentiellement par des composés phenoliques, de terpenes, et
d’alcaloides, utilisées dans plusieurs domaines comme la pharmacologie ou
I’agroalimentation (Rhodes et al., 1994., Elkoli 2016).

Les métabolites secondaires sont responsables en outre de la transmission des
signaux cellulaires dans les tissus végétaux, afin d’activer des réactions de résistance
et de protection de la plante vis-a-vis des parasites et des insectes ravageurs (Malamy
etal., 1990., Djebali 2008)

D’une autre part, les insectes ont développés quant a eux plusieurs comportements
éco-physiologiques pendant leur cycle de vie, en utilisant des signaux chimiques dans
la plupart des activités, pouvant étre transmis méme a longue distance, afin d’attirer
I’insecte vers son lieu de ponte ou vers sa nourriture (Whiteman et Perce, 2008 in
Dippel et al., 2016)

Les insectes phytophages peuvent étre monophage ou polyphages. Ils peuvent se
nourrir sur un ensemble d'especes végétales appartenant au méme genre ou a la méme
famille, comme ils peuvent aussi se nourrir d'espéces végétales issues de familles

différentes (Bernays et Chapman 1994).



Ces insectes utilisent leur sens de vision, d’olfaction et de got pour localiser leur
source de nourriture preférée. Une fois le site déterming, et en cas de réponse positive
a un stimulus olfactif, ’insecte se déplace et s’oriente vers la source odorante pour
s’en nourrir (Nicole 2000), ils sont généralement attirés, a I’odeur transmise par la
plante grace aux nombreux récepteurs olfactifs localisés sur les neurones de leurs
antennes (Picimbon 2002., Niimura 2009).

La chenille processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa Dennis et Schiff.,
Lepidoptera: Notodontidae) est un insecte important dans la dynamique forestiére dans
de nombreuses régions (Riviere 2011., Boutte 2012).C’est aussi un insecte ravageur
des foréts du pin et du cédre dans le monde (Martin et Bonnet 2008). En s’attaquant a
plusieurs feuilles d'arbres, les chenilles commencent a affaiblir les coniferes, en
causant des défoliations a grande échelle (Hodar et al., 2004). Elle est considerée
comme I’insecte le plus destructeur des pinédes dans la région méditerranéenne
(Hodar et al., 2003).

L’affaiblissement des foréts peut réduire leur résistance contre d'autres ennemis
des foréts telles que les incendies, les conditions de secheresse (Carle 1975., Dupuy et
al., 2015). Et en raison de la diminution de la croissance et de capacité de
reproduction, I’arbre se trouve affaibli et est donc plus vulnérable aux attaques
d’autres ravageurs (Martin et Bonnet 2008). Ces défoliations peuvent a terme causer la
mortalité totale des arbres comme effet a grande échelle en raison des défoliations
successives (Hodar et al., 2003., Jalbert 2015).

L’invasion des populations de la chenille processionnaire du pin augmente
continuellement a des niveaux importants dans les foréts de pin et de cédre de
quelques régions, et ont un impact nocif sur les ecosystemes vegétaux, car en plus des
pertes économiques considérables, les dégats forestiers peuvent aller jusqua la
modification totale des paysages (Riviere 2011).

En Algérie, et depuis son apparition, 1’accroissement remarquable du taux
d’infestation par la chenille processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa Schiff)
dans plusieurs pinedes du Nord du pays, a dépassé nettement le seuil tolérable en
mettant en danger les jeunes reboisements de pin d’Alep, (Pinushalepensis) (Kerris
2002). Des relevés de la compagne de lutte contre la chenille processionnaire du pin
ont indiqué que plus de 200 miles hectares des pinedes algériennes sont infestées

chaque année.



C’est aussi un probléme de santé public, car a partir du 3°™ stade larvaire et en cas
de contact avec I’insecte ; les poils fins des chenilles qui contiennent des toxines
peuvent engendrer des réactions allergiques telles qu’une irritation cutanée ou des
problémes respiratoires pouvant constituer une menace pour la santé humaine et
animale (Riviére 2011., Martin et Jambois 2016).

Jusqu’aux années 90, L’utilisation des produits chimiques dans la lutte contre la
chenille processionnaire du pin était la méthode la plus répandue (Brinquin 2015).
Beaucoup de travaux ont eu comme objectif ’effet des insecticides chimiques a savoir
I'Endosulfan, le Dimilin ou le Malathion sur les larves et les adules de la chenille
processionnaire (Martin 2007). Cela a changé ces derniéres années pour la procédure
de piégeage, et la lutte biologique (Brinquin 2015). En effet, I’utilisation de Bacillus
thuringiensis, a fait 1’objet de plusicurs études toxicologiques contre I’insecte
Iépidoptere (Martin 2007).

Malgré les nombreuses méthodes de lutte contre la chenille processionnaire du pin,
aucune méthode alternative n’a aboutic a la disparition totale des populations de la
chenille processionnaire, a la maitrise de sa densité, ou a la limitation de sa

propagation a un seuil tolérable (Mortureux 2012).

Au vu des dégats occasionnés par la chenille processionnaire du pin dans nos
foréts et le probléme de santé publique dont elle est responsable chez 1’étre humain et
les animaux, nous avons orienté notre travail sur la connaissance de ses différents
mécanismes et réactions immunitaires, ainsi que sa facon de se protéger et de se
défendre contre ses ennemis naturels dans son environnement.

Notre étude de la chenille processionnaire Thaumetopoea pityocampa du pin s’est
donc articulée sur plusieurs axes principaux :

Dans un premier temps, nous avons procédé a I’étude de la formule hémocytaire
de I'insecte qui a été réalisé grace a I’identification des cellules hémocytaires présentes
dans son hémolymphe pendant le stade larvaire, ensuite par une quantification de ces
cellules a chaque stade de développement. L’évolution du nombre total et spécifique

des cellules hémocytaires est également comparée entre les différents stades larvaires.

Nous avons également étudié les fonctions de ces cellules hémocytaires dans
I’hémolymphe de I’insecte, en évaluant leur participation dans les différentes réactions

immunitaires et leur capacité a protéger Il’insecte au cours des réactions



d’encapsulation humorale et cellulaire, ainsi que I’évolution de ces processus
immunitaires le long du développement larvaire de I’insecte en présence des bacteries

et des protozoaires.

En deuxiéme lieu, nous avons abordé I’effet de certaines huiles essentielles sur la
mortalité des chenilles de Thaumetopoea pityocampa a différents stades larvaires. Le
traitement toxicologique a différentes concentrations issues des molécules extraites

nous a permis d’évaluer des concentrations létales par stade larvaire.

Ensuite ’effet de ces huiles sur la formule hémocytaire de ’insecte est développé,
en comparant le nombre total et spécifique des hémocytes des chenilles non traitées a

celles issues des chenilles traitées aux huiles essentielles.

Pour finir, nous avons expérimenté le comportement alimentaire de la chenille
processionnaire du pin, qui est réalisé grace a des tests comportementaux de 1’insecte
en «enceinte close ». Des essais d’attractivité chimique des larves vis-a-vis des
aiguilles de plusieurs especes de pin et de cédre, nous ont aidé a estimer le temps que
mettent les chenilles pour détecter I’odeur des aiguilles et pour les atteindre. La
comparaison des temps de la détection de la nourriture permet d’évaluer la préférence

nutritionnelle de I’insecte, en présence d’une certaine variété de nourriture.



II-ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1-Présentation de la chenille processionnaire du pin :

1-1-Systématique et caractéres morphologiques de Thaumetopoea pityocampa:

Thaumetopoea Pityocampa est un lépidoptérede la famille des Notontidea.
L’insecte est un papillon nocturne a vie trés bréve, dont les larves sont appelées
chenilles processionnaires du pin (Soltani et al., 1988). Le cycle de vie de I’espéce est
annuel, il commence par la ponte et se termine par le stade adulte, en passant par cing

stades larvaires et la nymphose.

La chenille processionnaire du pin, Thaumeopoea pityocampa est 1'un des
principaux ravageurs des foréts du pin et du cedre sur tous les pays du pourtour de la
méditerranée (Martin et Bonnet 2008). Se nourrissant daiguilles des feuilles, la
chenille au stade larvaire provoque un ralentissement de la croissance, et donc une
vulnérabilité de ces arbres face aux attaques d’autres ravageurs, aboutissant dans
certains cas a une mort totale de I’arbre apreés plusieurs années (Elie 2009).

La chenille processionnaire du pin (Fig.01), est décrite pour la premiére fois par
Schiffer Muller en 1776, connue par le genre Bombyx (Riviére 2011). En Algérie, elle
est signalée dans plusieurs régions du nord du pays a savoir la wilaya de Batna,
Guelma, Biskra, Djelfa, Blida..... (Dgf 2004). Sa présence est également confirmée a
la suite d’investigations dans plusieurs autres pinedes et cedraies du pays (Kerris
2002).

Figure 01. Processionnaire du pin (Photo originale)
La processionnaire du pin s'attaque a toutes les especes de pin et de cedre. Son
comportement alimentaire lui permet de développer des préférences alimentaire pour

une espéce au dépend d’une autre (Elie 2009).



Depuis son apparence dans le monde, I’insecte a enregistré des préférences pour le
Pin laricio (Pinus nigra.), et surtout la sous espéces du pin noir d’Autriche, ensuite le
pin maritime (Pinus pinaster), le pin sylvestre (Pinus sylvestris), le pin d'Alep (Pinus
halepensis), et enfin les especes de cédre : le cedre de I'Atlas (Cedrus atlantica) et le
cedre du Liban (Cedrus libani) (Huchon et Demolin 1970).

Le genre Thaumetopoea renferme plusieurs especes. Donc on peut citer :
Thaumetopoea bonjeani, Thaumetopoea pinivora, Thaumetopoea processionea,
Thaumetopoea pityocampa et Thaumetopoea wilkinsoni. Ces especes peuvent partager
la méme niche écologique et se nourrir sur la méme espece le long des stades larvaires.
Elles ne sont distinguables que par certains parametres morphologiques, telles que
I’intensité de la couleur des ailes, et biologiques telles que le cycle de vie et la datte
d’éclosion des ceufs (Riviere 2011).

La biologie de Thaumetopoea pityocampa SCHIFF est bien connue et citer dans de
multiples travaux menés par de nombreux chercheurs, que ce soit en Afrique du Nord
ou en Europe. L’insecte a fait I’objet de plusicurs études biologiques et écologiques
concernant son cycle de vie, son comportement alimentaire, son éthologie et sa
distribution dans les grandes foréts mondiales. Parmi ces études, on peut citer les
travaux d’Huchon et Demolin, (1970), Dajoz (1980), Zamoum, (1986), Bertella
(1987), Graf et M’Zibri, (1994), Shabdji, (1997) et Morsli, (2005).

1-2-L’affiliation systématique de Thaumetopoea pityocampaselon Denis et

schiffermuller en 1775 :
Regne : Animalia.

Embranchement : Arthropoda.
Classe : Insecta.
Super-ordre : Endopterygota.
Ordre: Lepidoptera.
Famille: Notodontidae.
Sous-famille: Thaumetopoeinae.
Genre: Thaumetopoea.
Nom binominal : Thaumetopoea pityocampa.
Synonymes : Traumatocampa

Espéce : pityocampa.



1-3-Description des stades de développement de Thaumetopoea pityocampa :
- Laponte

La femelle chenille processionnaire du pin détecte son site de ponte et rassemble
deux aiguilles a I’extrémité d’un rameau pour déposer ses ceufs. La forme des ceufs
ressemble a un manchon de quelque centimetre de longueur. Les ceufs sont recouverts
d’écailles protectrices de couleur beige-clair (Demolin 1969), leur nombre varie entre
100 et 300 ceufs sur un seul manchon (Demolin 1969) (Fig.02).

Figure 02. Manchon des ceufs de Thaumetopoea pitocampa (Photo originale)

- Leschenilles
La période d'éclosion va de fin juillet a la fin septembre, selon des conditions
climatiques de température et de pression atmosphérique précises (Martin 2007). Le
développement de la chenille processionnaire dure entre quatre et huit mois, et
s’effectue en cinq stades larvaires de L1 en L5, pendant lesquels les chenilles vont
rester groupées (Martin et Bonnet 2008) (Fig. 03).
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Figure 03. Chenilles de la processionnaire du pin aux différents stades larvaires

(Photos originale)

Les chenilles de la processionnaire du pin se développent tout au long des stades
larvaires, leurs tailles augmentent et leurs couleurs changent d’un stade a I’autre

(Riviére 2011). Les cinq stades larvaires sont différentiables par la quantité de soies,



la taille de la chenille (en longueur et diamétre), et le volume de la capsule céphalique
(Demolin 1967).

Pendant le premier stade larvaire, les chenilles de couleur jaune mesurant environ
trois millimétres et sont caractérisées par la présence d’une capsule céphalique noire et
volumineuse. Au cour du deuxiéme stade larvaire, les chenilles deviennent rousses
avec plus de soies latérales. La taille de la chenille et son appareil urticant continue
ensuite a se développer pendant les stades larvaires évolués jusqu'a atteindre environ 5

cm de longueur en dernier stade larvaire (Riviére 2011).

Figure 04. Nid d’hiver de la chenille processionnaire du pin (Photos originale)

Dés I’émergence des chenilles en L1, les larves commencent a se nourrir sur les
aiguilles du pin et tissent un support en soie constituant le nid d’hiver (Fig.04) qui
accompagne les chenilles durant tout leur stade larvaire (Elie 2009). Le nid d'hiver est
un abri protégeant les chenilles du froid et des rayons infrarouges (Martin et Bonnet
2008).

- Lachrysalide

A la fin de leur cycle, les chenilles quittent I’arbre en procession et cherchent un
endroit chaud et meuble pour s’enfouir a quelques centimetres de profondeur de la
surface du sol. Elles tissent un cocon qui se transforme en chrysalide et rentre en
nymphose. Selon les régions et les conditions climatiques (Denis et Schiffer miller
1775). Cette phase souterraine peut durer de quelques jours a plusieurs mois, et se
déroule généralement entre avril et Aolt. Quand les conditions climatiques ou
édaphiques sont défavorables, la nymphose peut étre prolongée jusqu'a cing ans
(Martin et Bonnet 2008) (Fig.05).

10



Figure 05. Forme de chrysalide (photo originale).
- L’émergence des adultes

L’émergence des adultes débute par la sortie des papillons de leurs chrysalides
dans la période qui s’étale habituellement de la mi-juin a la fin ao(t suivant les régions
et les conditions climatiques (Sbabdji et al., 2015). Les papillons males se distinguent
des femelles par leur petite taille (Martin et Bonnet 2008) (Fig.06).

Une fois accouplés, les males meurent et les femelles cherchent un rameau
d’aiguilles de pin, pour la ponte. Les ceufs sont déposés sur un manchon d’écailles, et

leur nombre varie entre 100 et 400 ceufs par ponte (Cochard et al., 2014).

Figure 06. Papillon de Thaumetopoea piyocampa (Denis et Schiffermuller 1775)
-La procession

Une fois que les chenilles terminent leur développement larvaire, et que les
conditions climatiques sont favorables, elles quittent leurs nid d’hiver formant une
procession et vont s’enfouir dans le sol (Fig.07). Le phénoméne de la procession est la
manifestation la plus spectaculaire du caractére social de la chenille processionnaire.
La procession avec a sa téte, une unique chenille servant de guide, cherche I’endroit le
plus éclairé et le plus chaud pour réaliser sa nymphose. La longueur des processions

peut atteindre parfois jusqu'a 12 metres (Demolin 1969).
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Figure 07. Procession des chenilles (Photo originale)
- L’enfouissement

Sbabdji (1997) indique que la descente des processions commence de la fin janvier
jusqu’au mois de juin. D’aprées Huchon et Demolin (1970) : A une température
inférieure a 10° C, les chenilles se regroupent a la surface de la terre, s’enfouissent et
s’enterrent plus profondément dans le sol (Fig. 08 et 09). Quand le climat est
particulierement chaud, les chenilles peuvent rentrer en nymphose dans les clairiéres et
méme en sous-bois (Huchon et Demolin 1970).

Figure 08. Enfouissement sur terrain Figure 09. Enfouissement en laboratoire
(Photo originale) (Photo originale)

1-4-Cycle de vie et différents stades de développementde la chenille
processionnaire du pin :

Il commence généralement par la ponte en mois d’aolit et se termine par la
nymphose en mois d’Avril. La femelle met ses ceufs sur des manchons de pin en éteé,
I’éclosion se déroule en automne, donnant naissance a des chenilles dont le stade
larvaire s’étale de 6 a 9 mois en fonction des conditions écologiques (Zamoum et
al.,2007). En fin de la saison froide, les chenilles quittent I’arbre hote et le nid d’hiver,
pour atteindre des sites diversifiés de nymphose (Montoya et Robredo 1972 in

Demolin et al., 1994). La procession et ’enfouissement aident la population de la
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chenille processionnaire a localiser des endroits favorables pour s’enterrer (Riviére
2011). Dans les conditions naturelles, le cycle de la processionnaire s’achéve en une
année, mais il peut s’étaler sur 2 a 4 ans suivant la région et la durée de la diapause
(Huchon et Demolin 1970)(Fig.10).

' La ponte ‘ m 'Les chenilles‘

' Les adultes \ w 'La nymphose‘

Figure 10. Le cycle de développement de la chenille processionnaire du pin
Thaumetopoe pityocampa (Photo originale)

1-5-La distribution géographique de Thaumetopoea pityocampa :

La répartition géographique de la chenille processionnaire du pin dépend de
plusieurs facteurs écologiques, tels que I’ensoleillement, la photopériode, la
température, ’altitude et la latitude. Grace a I’effet du réchauffement climatique,
I’expansion de la chenille processionnaire du pin en Europe a remarquablement

progressee en 2003, pour atteindre les alpes italiennes (Battisti et al., 2005).

Certaines zones géographiques sont plus favorables que d’autres au développement
des chenilles processionnaires du pin. Les facteurs climatiques (gel, chaleur...), la
présence des prédateurs et des parasites, ainsi que la quantité et la qualité des
ressources alimentaires jouent un réle important dans la distribution géographique de

I’insecte.
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La chenille processionnaire du pin peut s’adapter aux conditions climatiques
défavorables dans certaines régions et peut méme améliorer la phénologie de son cycle

de vie afin de survivre (Robinet et al.,2013).

La processionnaire du pin est originaire du sud d'Europe et des pays
méditerranéens. Elle est présente dans toute I'Europe et dans certaines régions d'Asie.
Le papillon de nuit a récemment été introduit en Grande-Bretagne en 2005 (Groene et
Meurisse 2012).

Sa premiére découverte en Algérie est enregistrée dans des foréts du Nord du
pays. Apres, son aire de répartition s’est remarquablement étendu sur des jeunes
plantations dans tout le territoire national (Demolin 1988). La chenille processionnaire
du pin semble avoir plus de préférence pour le climat aride et semi aride que le climat
humide (DGF 2004). Des examens d’enquétes et des suivis de l’insecte dans le
territoire national montrent clairement que DI’ampleur de [Iinfestation par la
processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa Schiff) présente un vrai danger

pour I’environnement (Zamoum et al., 2007) (Fig.11).

-
TENES Wf’"‘ -l"
et - o consﬂu‘r 1NF
_ / UARSE :
ORAN » TEBES
BOGHAR-MEDEA
:! + - MD!@T&!ES_AUREE \
i = - “ J'J
5 - ¥
\ MONR= DE SAIDA MONTS OULED MAIL e~ \
J - I f
i . L
i L 4 \
! B 1
\ e -
;) - ; . el
v - I ' Mm*ﬁ 5
L F o ___ Limiar sl Tuahars
£ 3 W o < i o Sl f
: . .r”f - Echefie: 10k
JE T — | M
o l'l

Figure 11. Carte de la distribution de la chenille processionnaire du pin en Algérie.
(Zamoum 1986).
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1-6-Les dégats engendrés par la chenille processionnaire du pin :

Les dégats de la chenille processionnaire du pin sont a la fois économiques,
écologiques et sanitaires. Ses défoliations sont de plus en plus remarquables dans les
grandes foréts et les jeunes reboisements de pin et de cédre (Battisti 1988., Carus
2004., Raymond 2009., Jactel et al., 2012.,). La présence des nids dans les plantations
des foréts de production, des parcs et des jardins publics, est de plus en plus génante
et aurait méme causé la migration d’autres espéces cohabitantes (Riviére 2011). C’est
également un probléme de santé publique qui peut développer des réactions
allergiques chez I’étre humain et les animaux (Martin et Jambois 2016) (Fig.12). A
cause de ses poils urticants, la chenille processionnaire du pin occasionne des allergies
pouvant causer des Iésions cutanees et oculaires, et plus rarement, des détresses ou
insuffisances respiratoires et des reactions anaphylactiques, ainsi que des atteintes

buccales marquées chez les animaux (Riviére 2011).

Figure 12. Deéfoliation causée par la chenille processionnaire du pin (Photo originale)
1-7-Les moyens de lutte contre la chenille processionnaire du pin :

La lutte contre la chenille processionnaire du pin a pour principal objectif de
maintenir les populations a des niveaux tolérables, afin de protéger la santé humaine et
animale ainsi que les peuplements forestiers (Martin et Jambois 2016).11 existe
plusieurs types de mesures de lutte contre ce ravageur :

- La lutte mécanique :

C’est une méthode qui se réalise sur terrain, et qui consiste a enlever et détruire

manuellement les nids de la chenille processionnaire du pin des leur apparition (Martin
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et Brinquin 2017). Cette méthode est réalisée sur les jeunes plantations du pin, et sur
les petites surfaces dans les parcs et les jardins publics (Martin et Bonnet 2008).

Les nids enlevés doivent étre détruits par incinération, afin d’éviter la dispersion des
poils urticants et d’étre contaminé (Riviére 2011).

- La lutte biologique :

Aprés une longue utilisation des pesticides chimiques dans la lutte contre les
insectes ravageurs, représentée généralement par des inhibiteurs de mue et des
perturbateurs du développement larvaire des insectes, comme le « Diflubenzuron » la
«Bifenthrine » et la « Deltaméthrine » (Riviere 2011), et a cause des effets néfastes de
ces molécules sur la nature, les entomologistes ont commencé ces derniéres années a
s’intéresser a [l'utilisation de nouvelle molécules biologiques protectrices de
I’environnement et fiables dans les processus toxicologiques contre ces ravageurs. Le
Bacillus thuringiensis kurstaki (BtK) est I’insecticide biologique le plus utilisé contre
les chenilles processionnaires du pin.

Le traitement aérien se réalise dés les premiers stades larvaires de I’insecte (Martin
et Bonnet 2008). Cette méthode a ’avantage d’étre spécifique aux lépidopteres, et de
respecter la nature et préserver la santé des étres vivants (Martin et Brinquin2017).

- La lutte sylvicole et la gestion des paysages :

Cette méthode consiste a améliorer la biodiversité des peuplements et de suivre et
controler 1’infestation par la chenille processionnaire dans la nature ainsi qu’introduire
de nouvelles espéces végetales pouvant réduire I’attaque de 1’insecte. (Martin et
Brinquin 2017). Il est aussi important de savoir que I’implantation de quelques espéces
vegétales autour des arbres de pin, peut perturber et réduire la colonisation par la
chenille processionnaire (Martin et Bonnet 2008).

- La lutte par les ennemis naturels :

Malgré son efficacité, c’est la méthode la moins utilisée dans la nature. A cause de
son comportement défensif, peu d’especes peuvent résister au caractére urticant de la
chenille processionnaire, a quelque exception, comme celle de la mésange bleu
(Fig.13)qui est un oiseau prédateur des chenilles processionnaires non influencés par
ces poils urticants (Martin et Bonnet2008). L’ implantation des nichoirs des mésanges
dans les milieux infestés par la chenille au début des stades larvaire peut réduire sa

présence d’une fagon trés efficace (Martin et Brinquin 2017).
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Figure 13. Mésange bleu (Webographie 01)

- La lutte par phéromones sexuelles

La phéromone sexuelle est une substance émise par la femelle lors de la saison de
I’accouplement, et le pi€égeage consiste dans ce cas a placer une surface sensible
contenant une phéromone de synthése dans un espace naturel, afin de capturer un
maximum de papillons males (Martin et Bonnet 2008) (Fig.14). La methode de
piégeage a I’avantage d’étre également spécifique a la chenille processionnaire du pin,
et d’étre utilisée au stade adulte (Riviere 2011). Ensuite une destruction des papillons
capturés dans les piéges places, est nécessaire a la fin de chaque procédure (Martin et
Brinquin2017).

Figure 14.Piege a phéromone (Martin 2006)

2-Etude du systéme immunitaire de Thaumetopoea pityocampa :
2-1-L’immunité cellulaire chez les insectes :

L’immunité chez les insectes est assuré par des cellules appelées hémocytes.
Comme indiqué dans la littérature, ces derniéres sont réparties en plusieurs types
cellules, les populations les plus communes sont les pro-hémocytes, les granulocytes,
les plasmocytes, les sphérulocytes et les oenocytoides (Lavine et Strand 2002). Lors
d’une infection, les hémocytes effectuent la majeure partie de la réponse immunitaire
sur les particules étrangeres par différentes réactions telles que 1’encapsulation, la

phagocytose, ou la mélanisation (Noél et al., 1994) (Fig.15).
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La réponse phagocytaire qui est I'une des plus importantes réactions immunitaires
varie selon la nature des particules étrangéres, ce qui pourrait étre relié a une
différence dans les antigénes de surface et les différents mécanismes de détection des
cellules. D’autres réactions immunitaires telles que la coagulation et la mélanisation se
déroulent dans I’hémolymphe de I’insecte afin d’éliminer certaines particules (Bayne
et al., 1979). Selon le mécanisme de ces réactions, I'immunité chez les insectes peut
étre de deux types :

2-1-1-L’immunité innée :

L’immunité innée représente la premiére réaction immunitaire contre les
infections, elle englobe la reconnaissance des molécules étrangeres et agit de maniére
indépendante de la nature précise de I’antigéne, ce qui lui confére une certaine
polyvalence (Gaignier 2014).

Le systéme immunitaire inné des insectes est composé d'une grande variété de
réponses spécifiques et non spécifiques activées en réponse a la présence des parasites
(Santoyo et Aguilar 2011). L’ensemble de ces mécanismes permet de micux

reconnaitre et neutraliser ces organismes éetrangers (Gaignier 2014) (Fig.15).
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Figure 15. Les cellules hémocytaires et leurs rdles immunitaires (Abul et Lichtman
2002)
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2-1-2-L’immunité adaptative :

La réponse immunitaire innée n’est pas toujours efficace, lorsque par exemple les
microorganismes sont trés nombreux, ou trés virulents, ou qu’ils échappent a
I’immunité innée, ¢’est alors I’immunité adaptative qui va intervenir, en faisant appel a
des cellules hémocytaires particulieres : les lymphocytes T et B, en plus des
différentes cellules hémocytaires telles que les plasmocytes et les granulocytes
capables de développer des réactions plus adaptées a la nature du pathogene (Gaignier
2014).

L’immunité adaptative nécessite une reconnaissance préalable de celui-ci, ce qui
induit une phase de latence lors de la réponse "primaire", c’est-a-dire de la premiére
rencontre avec l’antigéne (Bergereau 2010). De plus, I'immunité adaptative va
permettre de conserver cet antigene en mémoire grace a la persistance de lymphocytes
spécifiques de celui-ci aprés son élimination. Une infection ultérieure entrainera alors
une réponse plus rapide et plus intense, appelée réponse “secondaire” (Gaignier 2014)
(Fig.15).

Comme indiqué dans la littérature, les populations d’hémocytes les plus frequentes
chez les insectes, sont les prohémocytes, les granulocytes, les plasmocytes, les
sphérulocytes et les cenocytoides (Lavine and Strand 2002).

Bien que les hémocytes possedent des fonctions physiologiques similaires sur les
différentes especes animales, leur classification varie selon leur réle immunitaire chez
les insecte (Zhou et al., 2014).
2-2-Les cellules hémocytaires et leurs roles immunitaires:

- Les prohémocytes

Les prohemocytes sont plus observées dans 1’hémolymphe des jeunes stades
larvaire des insectes. Elles représentent ’origine de tous les autres types hémocytaires.
En effet pendant le développement du systéme immunitaire des insectes, les
prohemocytes se transforment en plasmocytes et granulocytes chez la plupart des
insectes. Leur cytoplasme montre un développement remarquable du réticulum
endoplasmique rugueux, de petits vésicules denses et du cytosquelette de microtubules

développées (Giulianin et al., 2003).
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- Lesgranulocytes

Ce sont des cellules qui possédent de nombreuses granulations. Selon ces granules,
ces cellules peuvent étre soit des neutrophiles, des Eosinophiles ou des Basophiles.
Elles participent & la phagocytose et aux différentes réactions immunitaires lors d’une
infection ou d’une inflammation. Leur forme circulaire est dotée d’une membrane
plasmique a activité exocytotique ou endocytotique, avec quelques petites vésicules
irrégulieres claires et la formation des pseudopodes a sa surface (Giulianin et al.,
2003).

- Les plasmocytes
Les plasmocytes sont des hémocytes de grande taille, qui possédent souvent des
pseudopodes, leur permettant de participer a tous les phénomenes de réactions
immunitaires. La membrane plasmique possede une forme irréguliere. Au niveau du
noyau, la chromatine est finement distribuee en plus de la présence de mitochondries
rondes, un Réticulum endoplasmique Rugueux, un Golgi et des vacuoles bien

développes (Brayner et al., 2007).

- Les sphérulocytes
Ce sont des cellules reconnues comme acteurs importants des réponses
immunitaires. lls participent aux différentes réactions par la sécrétion des facteurs
antibactériens comme les agglutinines et les lysines. Ils peuvent aussi phagocyter ou

encapsuler des particules étrangéres (Chia et Xing 1996).
- Les Oenocytoides

Les Oenocytoides sont des cellules sécrétrices. Ces cellules sont importantes pour
la croissance et le développement, leur cytoplasme est d’un aspect granulaire finement
homogéne avec une densité électronique moyenne, leur cytoplasme ne contient pas
beaucoup d’organites a l'exception de : petits mitochondries ovales, quelques granules,

vésicules claires, et de nombreux ribosomes libres (Giulianin et al 2003).
- Les debris cellulaires

lIs présentent la fraction cellulaire dans I’hémolymphe, formée essentiellement par
des restes de cellules détruites lors d’un phénoméne immunitaire. Lorsque des cellules

hémocytaires meurent, elles se transforment en débris cellulaires et peuvent participer
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a d’autres phénomenes tel que 1’encapsulation humorale, et finit souvent par étre
éliminés par phagocytose (Bergereau 2010).

2-3-Les principales réactions immunitaires chez les insectes :

2-3-1-L’encapsulation :

L’encapsulation est une réaction immunitaire permettant 1’¢limination des corps
étrangers de taille supérieure que celle des hémocytes comme les métazoaires
(Debnath 2017). Elle nécessite la participation des cellules hémocytaires et
principalement les plasmocytes, qui entourent le corps étranger et forment des
capsules circulaires afin de le neutraliser.

L’encapsulation est un processus bien décrit chez les insectes et ressemble dans ses
réactions immunitaires a la mélanisation, elle commence par la fixation de la
phénoloxydase a la surface des granulocytes et des plasmocytes, ce qui entraine la
mélanisation des hémocytes, puis celle des capsules hemocytaires (Soderhéll et
Cerenius 1998., Ling et Yu 2005). Le mécanisme de 1’encapsulation se déroule en
deux phases principales :
2-3-1-1-L’encapsulation humorale :

L’encapsulation humorale est une réaction efficace de résistance envers les
nématodes et les parasites, son déroulement in vitro dans I’hémolymphe isolée, permet
son observation sous microscope et la manipulation des différentes conditions
expérimentales (Goetz et al.,, 1977). L’encapsulation humoral se déroule non
seulement envers les parasites, mais aussi envers d’autres pathogénes comme les
bactéries (Bacillus thuringiensis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens), les
champignons (Beauveria bassiana, Mucor hiema lis, Aspergillus niger) (Goetz et al.,
1977). Ces réactions entrainent une agrégation des débris des cellules autour de
I’¢lément a éliminer, afin de pouvoir faciliter I’encapsulation cellulaire.
2-3-1-2-L’encapsulation cellulaire :

La présence des particules étrangeres de taille plus importante qu’une bactérie,
méne a la formation d’une capsule hémocytaire composée de plusieurs cellules
immunitaires, et formée de plusieurs vésicules enzymatiques dans les granules des
cellules libérées au niveau des zones de la surface des particules exogenes encapsulées
(Kobayashi et al., 1990). Chez certains insectes, les molécules libérées par les deux
types d’hémocytes granulaires, peuvent induire le processus d’encapsulation cellulaire

(Kobayashi et al., 1990).
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2-3-2-La nodulation :

Les nodules sont des agrégats pluricellulaires d’hémocytes, capables de renfermer,
malgré leur petite taille, un nombre important de bactéries. Ces nodules peuvent
adhérer aux tissus et aux différentes cellules hémocytaires. Chez les crustaces, la
premiere description de la formation des nodules, est détecté chez les crabes (Smith et
Ratcliffe 1980., White et Ratcliffe 1982) pour lesquels les nodules sont principalement
localisés dans les branchies et les sinus de ’hépatopancréas. Chez le crabe (Carcinus
maenas), ce sont les hémocytes granulaires qui s’agrégent pour former le nodule, leur
dégranulation peut également étre observée lors du processus de nodulation (Smith et
Ratcliffe 1980).
2-3-3-La phagocytose :

La phagocytose est un processus qui contribue a 1’élimination des particules
étrangéres lors d’une réponse immunitaire défensive, ou des élements de taille
importante comme les bactéries pour s’en nourrir (Boulais 2010). Le phagosome
entoure et cerne ces particules suivant plusieurs étapes successives commencant
principalement par la reconnaissance de I’élément a éliminer, 1’attachement du
phagosone a ces particules a 1’aide des pseudopodes, I’ingestion cellulaire,
I’assemblage des phagosomes et sa fusion avec les lysosomes contenants des enzymes
de digestion, et enfin la lyse des organismes phagocytés et leur élimination (Bayne
1990).

Plusieurs types hemocytaires circulaires comme les plasmocytes et les granulocytes
peuvent participer au mécanisme de phagocyte (Giulianini et al., 2003., Ling et al,
2005., Ottaviani, 2005, 2006). Chez certaines espeéces telles que le crabe (Carcinus
maenas)et I’écrevisse (Pacifastacus leniusculus), ce sont plutdt les hémocytes hyalins
qui sont les principales cellules phagocytaires (Person et al., 1986).La phagocytose
peut également étre réalisée par les macrophages comme c’est le cas pour I’abeille
ouvriére (Belaid et Duvic 2013), ou par les monocytes et les neutrophiles chez
certains mammiféres (Lamprou et al., 2007).

2-3-4-La mélanisation :

C’est une réaction immunitaire spécifique aux insectes (Bataillé 2006), qui

consiste principalement a la production de mélanine, un pigment noir détecté chez
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certains types cellulaires responsables de la mélanisation (De Gregorio et al., 2002).
Elle correspond a une réaction enzymatique ou une protéase impliquée dans les
cascades protéolytiques responsables de la fabrication des mélanines lors d’une
infection ou d’une coagulation (Lemaitre 1999).

La mélanisation est considérée comme 1’une des principales réactions du systeme
immunitaire inné. Lors d’une infection parasitaire, une réponse se manifeste sur les
sites d’infection par les différentes réactions de phagocytose et d’encapsulation (Nappi
et al., 2005). La mélanisation est plus observée chez les insectes lors des blessures
(Bataillé 2006).

3-Les huiles essentielles et leur utilisation contre les insectes ravageurs :
3-1-Définition d’une huile essentielle :

C’est un produit naturel extrait de plante, d’aspect fluide et de couleurs variables,
généralement odorant et de composition variée. L’huile essentielle est obtenue par
extraction a vapeur d’eau de plusieurs parties de la plante telle que la feuille, la fleur,
ou la tige (Calvet, 2012). C'est un ensemble de molécules complexes, comprenant des
terpenes, des alcools, des aldehydes, ou des cétones (Benouali 2016). Toutes les huiles
essentielles sont contenues dans des parties végétales mais certaines ne sont actives

qu’une fois mises au contact de I’eau (Durvelle1930).

Selon la technique de I’extraction, les huiles essentielles sont composées de trois
principales catégories: des huiles essentielles brutes ou naturelles, non raffinées,
obtenues par distillation des différentes parties veégétales. Des huiles rectifiees ou
purifiées, et des huiles fractionnées issues par ébullition et séparation des composés
volatils (Turgeon 2001).

Beaucoup d’études ont indiqué I’efficacité des huiles essentielles dans la lutte
biologique contre plusieurs espéces d’insectes nuisibles, on peut citer I’effet de 1’huile
obtenue a partir de Clausena anisata (Willd. 1849) et de Coleus aromaticus
(Lour.1925) sur différentes espéces de moustiques (Govindarajan 2010, 2013). L’effet
de T’huile de Lippia sidoides (Cham. 1753) sur le palmier dattier (Theilaviopsis
paradoxa) (Lima et al., 2013).L’effet de I’huile de Plectranthus barbatus (Andrews.
1810) contre des insectes vecteurs de maladies transmissibles a savoir le malaria et

I’encéphalite japonaise (Govindarajan et al., 2016).
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L’effet de I’huile de Pulegium vulgare (Miller. 1768) contre les larves de Culex
quinquefasciatus (Say. 1823) (Pavela et al., 2014). L’huile de Rosmarinus officinalis
(L.,2753) qui a enregistré son efficacité contre Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Prajapati et al., 2005). L’extrait de ’huile de Thymus vulgaris (L.1753) et de Thymus
satureioidis Coss. (Labiatae) dont la composition chimique a marqué des taux de
toxicité élevée (El ouali et al., 2013), et beaucoup d’autres molécules a base d’ huile
essentielle qui ont indiqué un bon effet larvicide contre les insectes ravageurs. Des
huiles essentielles obtenues a partir de sources commerciales sont également utilisées
pour la lutte contre les insectes nuisibles (Barton 2000). Des composés spécifiques
isolés a partir des extraits de plantes ou des huiles essentielles sont testés sur des
insectes ravageurs aux stades larvaires, soit par voie digestive ou par fumigation
(Rajendran et Sriranjini 2008).

Les composants des huiles essentielles varient non seulement en fonction des
especes veégétales, mais également en fonction du climat, de la composition du sol, de
la partie de plante extraite, et de I'age de la plante utilisée (de Paula et al., 2004). Il
existe également une corrélation entre l'age des plantes, leur rendement en huile

essentielle et leur composition (Okoh et al., 2007).

3-2-Propriétés des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont connues pour leur propriété thérapeutique, résultante de
leur composition chimique. La composition majeure de 1’huile détermine souvent
I’action principale de la plante origine. Or certaines huiles ont plusieurs composantes
en quantité importante ce qui offre a la molécule plus de propriétés (Raymond 2005).

Ces essences sont employées en aromathérapie pour préserver ou améliorer la santé
et la beauté des étres humains (Turgeon 2001). Elles peuvent aussi avoir des effets
antibactériens, antifongiques, antiviraux, antiseptiques ou antiparasitaires (Raymond
2005). Parmi les propriétés les plus connues, on citera la propriété antiseptique de
certaines huiles essentielles qui ont la capacité de détruire le germe infectieux et
arréter sa prolifération (Pierron 1989).

Les huiles essentielles ont également envahit de nombreux produits de la vie
courante. On les retrouve de plus en plus en tant qu'arbmes alimentaires comme
exhausteur de godts (cafés, thés, tabacs, vins, yaourts et plats cuisinés) (Benouali
2016).
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3-3-Toxicité des huiles essentielles

L’aspect toxique d’une huile essentielle est fonction de la plante utilisée, de la
concentration de I’huile extraite pour la lutte, ainsi que de I’insecte hote (Guba 2001).
Ces huiles peuvent étre allergenes riches en cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000 in
Piochon 2008). D’autres phototoxiques, contenant des substances qui, en contact avec
le soleil s'activent et deviennent irritantes(Jaussaud2015).

Chez I’étre humain, I’excés de la consommation des huiles essentielles peut causer
des troubles neurotoxiques (Gayda 2013), ou méme perturber le systéme digestif,
hépatique, et reproducteur des étres humains (Poirot2016., webographie 2).
3-4-Caractéristiques des huiles essentielles :
3-4-1-Les caractéristiques organoleptiques :

Chaque essence est caractérisee par des propriétés organoleptiques telles que
I’odeur, I’aspect et la couleur.

- L’odeur:

L’odorat est un sens chimique tres sensible et 1’habilité des parfumeurs a classer et
caractérise les essences par la présence des substances chimiques parviennent du
dosage des produits naturels. Leur perception est tres importante, chaque huile peut
avoir I’odeur de la plante source de son extraction (Bazizi 2016).

- Lacouleur:

La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent.
Certains solvants ont le pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui intensifie la
couleur d’une huile donnée (Bazizi 2016).

- L’aspect:

L’aspect d’un extrait dépend des produits qui la composent, qui peuvent nous
apparaitre sous forme solide, liquide ou bien un mélange solide- liquide (Bazizi 2016).
3-5-Composition des huiles essentielles :
3-5-1-La Composition chimique :

Les huiles essentielles sont issues du métabolisme secondaire des plantes stockés
dans différentes cellules végétales, ce qui Ilui confére plusieurs propriétés
thérapeutiques (Lardry et Haberkorn 2007., Salhi et al., 2010., Benkhnigue et al.,
2011., Feknous et al., 2014).

Ces essences huileuses sont constituées d’un composé d’une structure complexe de
molécules chimiques volatiles pouvant contenir entre 20 a 60 composés (Averbeck et

Idaomar 2008 in Mnayer 2014). La masse moléculaire de ces composés relativement
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faible est responsable du caractére volatil et des propriétés olfactives des huiles
essentielles (Pibiri 2005). Parmi ces substances, on peut citer :
- Les terpenes
Les terpénes sont constitués d’un assemblage de plusieurs unités isopréniques
C5H8 (2-méthylbuta-1,3-diene), et sont nommees selon le nombre de motifs isoprénes
(Dehak 2013). Ceux dont la masse moléculaire est faible sont rencontrés dans les
huiles essentielles (Vila et al., 2002 in Piochon 2008) et leur odeur est due a la

libération des molécules volatiles contenant du carbone (Seghiri 2008).

- Les monoterpénes
Les monoterpenes sont des composés issus des couplages de deux unités
isopréniques et peuvent contenir jusqu'a 10 atomes de carbone (Seghiri 2008). Ils
peuvent étre d’une structure acyclique, monocyclique ou bicyclique associés a

d’autres radicaux chimiques (Bazizi 2016).

- Les sesquiterpénes

On les trouve dans la nature sous forme d’hydrocarbures composés des molécules
d’alcools, de cétones, des acides ou des lactones (Bazizi 2016). Les sesquiterpenes des
huiles essentielles ont des activités bactéricides, anti inflammatoires, hypotenseurs ou
calmantes (Joualt2012), certains peuvent avoir un effet anticancéreux (Piochon 2008).
3-6-Activités des huiles essentielles :
3-6-1-L’activité biologique :

Les plantes aromatiques sont utilisées depuis des siecles dans la santé et la thérapie
contre plusieurs maladies (Piochon 2008). A cause de leur richesse en composés
phénoliques, les huiles essentielles ont la capacité de détruire de nombreuses bactéries
pathogenes (Pauli 2001). Certaines huiles essentielles ont également un grand effet
antimicrobien (Fabian et al., 2006).
3-6-2-L’activité pharmacologique :

De nombreuses huiles essentielles possédent de puissants composés antioxydants
(Edris 2007) pouvant influencer le stress oxydatif observé pendant plusieurs maladies
dans le corps humain comme ’alzheimer ou le cancer. Ces huiles peuvent équilibrer la
sécréetion des enzymes oxydatifs et protéger les cellules cervicales (Gardner 1997.,
Butterfield et Lauderback 2002). Elles représentent donc une nouvelle option dans le

traitement des maladies inflammatoires (Edris 2007).
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3-6-3-Activité commerciale :

Selon I’institut national des recherches (NRDC), les huiles essentielles représentent
60 % de la demande totale en substances naturelles utilisées principalement dans la
fabrication des parfums et d’autres produits cosmétiques (Muyima et al., 2002). Les
huiles essentielles sont également utilisees dans I’industrie et la conservation des
produits alimentaires (Shan et al, 2005).

3-7-Extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles peuvent étre fabriquées dans des conditions de laboratoire a
travers une procédure bien déterminée, ou par utilisation des molécules fabriquées
dans un laboratoire prive dans des conditions purement naturelles.
3-7-1-Extraction des huiles essentielles au laboratoire:

- L’extraction par distillation

Il existe plusieurs procédures pour I’extraction des huiles essentielles : 1’hydro
distillation, I’entrainement a la vapeur d’cau et I’extraction par micro-ondes et par
solvant volatile (Piochon 2008).

- L’hydro distillation

Le principe de I’hydro-distillation consiste a immerger a un moment déterminé, la
matiére végétale dans un bain d’eau et la porter a ebullition sous pression
atmosphérique (Baser et Buchbauer 2010). En ce moment, les cellules végétales
s’éclatent et liberent leurs contenus (Elkoli 2016). L’appareil utilisé est en forme de
distillation circulatoire, constitué¢ d’un fond chauffé et d’un réfrigérant (Piochon 2008),
le refroidissement par condensation conduit ensuite a la séparation du mélange eau-
huile essentielle par décantation (Dehak 2013). C’est la méthode la plus utilisée pour
I’extraction des huiles essentielles de menthe et de lavande. Une prolongation de
I’opération de I’extraction peut mener a la dégradation des molécules aromatiques
(Lucchesi 2005).

- La distillation par vapeur d’eau

Dans cette méthode, le matériel végétal n’est pas mis en contacte avec l'eau, une
grille perforée laisse diffuser la vapeur d’eau a travers le matériel végétal (Piochon
2008).
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La distillation des huiles essenticlles par vapeur d’eau a 1’avantage d’éliminer les
altérations hydrolytique lors de I’extraction ce qui améliore la qualité des produits et

protégeles molécules aromatiques (Nixon et McCaw 2001., Dehak 2013).

- L’extraction a froid
Elle est souvent utilisée pour I’extraction des essences de zeste (Dugo et Di
Giacomo 2002). Une machine est utilisé pour pressés les écorces des zestes afin de

recueillir des huiles essentielles (Dehak 2013).

- L’extraction assistée par micro-onde

La méthode de I'extraction par micro-ondes se déroule en enceinte close, ¢’est une
combinaison de chauffage par micro-ondes et de distillation a sec, et les composés
volatils sont entrainés par la vapeur d'eau de la plante et récuperés par refroidissement
(Piochon 2008).

Il fournit des huiles essentielles plus précieuses et d’importance économique et
énergétique. L’extraction par micro-onde a l’avantage de minimiser la durée de
distillation et d’améliorer le rendement de I’extrait et offre beaucoup de bénéfices
comparent avec les autres procedure (Lucchesi et al., 2004., Benouali 2016).

- L’extraction par solvants volatils

L’extraction par solvants volatils réalisée avec un appareil de Soxhlet (Dehak
2013), il s'agit d'extraits aqueux de plantes obtenus et non pas des huiles essentielles
de qualité (Piochon 2008). Les solvants les plus utilisés pendant cette technique sont

I’hexane, 1’éthanol, le méthanol, et I’acétone (Kim et lee2002).

3-8-Composition et structure de quelques huiles essentielles :

3-8-1-L’huile essentielle du cédre de I’Atlas, Cedrus atlantica :

Le cedre de I’Atlas, Cedrus atlantica, est une espéce résineuse pinacée endémique
de I’Afrique du Nord, son aire naturelle est répartie en plusieurs eétages
biogéographiques dans les montagnes d’Afrique du Nord (Boudy, 1950 in Arbez et al.,
1978., M’hirit 1999). Le Maroc en détient la plus grande surface, estimée a environ
140 000 ha et représente la principale source du bois du pays (Hceflcd 2015)

L’Huile essentielle de C. atlantica est riche en monoterpenes oléfiniques et contient en
fonction de sa provenance: I’ a-pinene, le B-pinéne, le myrcéne, I’ a-himachaléne la -

himachalene, la c-himachaléne et la cis a-atlantone (Derwich et al., 2010).
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3-8-2-L’huile essentielle de bois de Gaiac, Bulnesia sarmienti :

Originaire d’Amérique Centrale et d’Amérique du Sud, I’huile de bois de Gaiac
est aussi appelé bois de vie, Cette huile tonifiante de la famille des Zygophyllacées est
connue pour faciliter la circulation sanguine. Son odeur boisée est trés utilisée dans les
soins et la parfumerie. C’est une huile non décolorée, non déterpénée, non rectifiée
(Webographie 02)
3-8-3-L’huile essentielle d’Eucalyptus, Eucalyptus globulus :

Les Eucalyptus appartiennent a la famille des Myrtacées qui comporte 72 genres et
300 especes (genres Eucalyptus, Eugenia, Melaleuca, Myrta), ils sont originaires de
I’ Australie, I’Eucalyptus compose plus de 90% des foréts naturelles et sont également
rencontrés en Malaisie et en iles indonésiennes (Warot 2006). Avec une variété de 600
a 700 especes, I’huile essentielle d’Eucalyptus Globulus est connue pour son efficacité
contre les affections respiratoires et pour le maintien de la santé quotidienne
(Haddouche et kirad 2017). Avec une teneur comprise entre 0.5 et 3.5% (Bruneton
1993 in Sassoui 2016). L'huile deucalyptus a des propriétés expectorantes,
fluidifiantes, antimicrobiennes, antifongiques et antivirales (Bruneton 1993 in Sassoui
2016).
3-8-4-L’huile essentielle de Basilic,Ocimum basilicum :

Le basilic est un nom commun pour I'herbe culinaire Ocimum basilicum L, qui est
une plante aromatique annuelle, originaire de I’Asie (Mahajan et al., 2012). La
composition et le contenu de I'huile de basilic varie selon les régions géographiques,
les tissus, les stades de croissance, la fertilisation et les conditions de récolte. Le
rendement en huile de basilic est denviron 0,1-0,7% (Li et Chang 2016) et ses
principaux composants comprennent le linalol, [I'estragole (méthyl chavicol),
I'anéthole, l'eugénol et le méthylegénol (Li et Chang 2016).

L’huile de basilic est utilisée dans la médecine a cause de son aspect calmant, de
stress ou des troubles intestinaux (Webographie 2).
4-Etude du comportement olfactif chez les chenilles de Thaumetopoea
pityocampa :

L'olfaction, ou odorat, correspond a la capacité d’un étre vivant d'analyser et de
ressentir les différentes odeurs qui ’entourent (Picimbo et al., 2001). Les insectes
phytophages ont développé beaucoup de comportements permettant de faciliter

I’acquisition de leur nourriture et le processus de la sélection de cette derniére en cas
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de variabilité (Dethier1954), et les chenilles représentent un bon modeéle pour des
études sur le comportement alimentaire (Dethier 1988).

Dans certaines études du comportement alimentaires des insectes, il a été montré
qu’en présence de plusieurs variétés nutritives, les chenilles présentent  des
préférences sur certaines qualités de feuillage chez les plantes hétes (Drouin 2007).

La majorité des expériences des études comportementales des insectes phytophages
se deroulent dans des espaces limités, offrant a I'animal, la possibilité a choisir sa
ressource alimentaire depuis une variété. Il se déplace donc librement dans cet espace,
selon sa préférence, son choix et sa réponse comportementale vis-a-vis des
échantillons présentés (Raffa et al., 2002).

Ces olfactometres peuvent avoir plusieurs formes, chacun est utilisé dans des tests
comportementaux précis pour une espéce précise (Barth 1970), et pour les chenilles,
les tests d’attractivités chimiques se déroulent généralement en « enceinte close ».
4-1-Le régime alimentaire de Thaumetopoea pityocampa :

Le régime alimentaire des insectes ravageurs peut étre composé de plusieurs
especes de plantes selon leur préférence et selon la disponibilité.
4-1-1-Le pin d’Alep :Pinus halepensis :

Le pin d’Alep (Fig.16) représente I’espéce la plus répondue sur le pourtour
méditerranéen, et celle fréquente sur plusieurs régions du bassin mediterranéen
oriental (Quézel et Barbero 1992). Il est présent au nord d’Afrique, principalement au
Maroc, en Algérie, et en Tunisie. Il est aussi abondant en Europe, surtout en France et
en ltalie (Sghaier et Khouja 2009). Bien que I’espéce représente son développement
maximal dans les régions connues par une précipitation élevée, elle peut résister les
conditions écologiques défavorables (Quezel 1980 in Sghaier et Ammari2012).

En plus de son intérét écologique important pour la biodiversité et la dynamique
des espéces qui I’abritent, le pin d’Alep est également connu par sa grande valeur

économique (Pardé 1957).

Figure 16. Pin d’Alep (photo originale).

30



En Algérie, le pin d’Alep est présent en forme de vastes massifs forestiers
couvrant environ 35% de la surface boisée du pays. Il est abondant dans 1’étage
bioclimatique semi-aride (Bentouati 2006) sur une surface qui s’étale de I’Est en
Ouest allant du niveau de la mer aux grands massifs montagneux, représentés
principalement par les pinédes de Tébessa jusqu’a ceux des Aurés (Kadik 1987).Au
centre du pays, on peut signaler les foréts de Médéa, de Theniet EI Had et les Monts
des Ouled Nail (Boudy 1950). A I’Ouest on peut trouver de vastes massifs concentrés
dans les régions de Bel Abbés, de Saida et d’Oran (Mezali 2003).

4-1-2-Le pin de maritime : Pinus pinaster :
Le Pin maritime est un conifere de la famille des Pinacées, il est tres répondu dans
le pourtour mediterranéen et en Europe du Sud-Ouest (Rigolot et Fernandes 2005)
(Fig.17).
Les foréts du pin maritime sont fréquentes en Espagne et en Portugal avec un taux
de reboisement qui couvre les 20 000 ha par an (Jambois et al., 2013). La structure de
la feuille de pin maritime assure sa résistance au feu, et maintient sa reproduction et

permet sa reconstitution apres les incendies (Rigolot et Fernandes 2005., Keely 2012).

Figure 17. Pin maritime (Photo originale)

En Algérie, le pin maritime occupe le littoral constantinois avec environ 12 000 ha
de superficie. Il est également présent a faible étendues dans le littoral kabyle (Louni
1994).
4-1-3-Le cedre de L’atlas: Cedrus atlantica :

C’est une espéce montagnarde, présente en Afrique du Nord sur les hauteurs de
L’atlas algérien et marocain, en Asie, sur les montagnes de la Syrie et la Turquie, et

au niveau des montagnes d’Himalaya en Inde et en Afghanistan (MHirit 1999).
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Le cédre peut s’adapter aux conditions climatiques méditerranéennes, et notamment au
stress hydrique lié a la sécheresse atmosphérique ou édaphique (Fabre 1976) (Fig.18).
C’est I’espéce végétale la plus importante dans les montagnes méditerranéennes, a

cause de I’utilisation de son bois dans plusieurs activités économiques (MHirit 1999).

Figurel8. Ceédre de I’atlas (Photo originale)
En Algérie, le cédre de I'Atlas représente environ 1% du couvert végetal, il est

abondant a I'étage humide et froid au niveau des Aures, du Djurdjura, de I'Atlas
blidéen ainsi qu'a Teniet El Haad (Louni 1994).
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I11- MATERIEL ET METHODES
1-Sites d’échantillonnage :

L’échantillonnage s’est déroulé dans la région de Guelma. Les chenilles
processionnaires du pin sont récupérées depuis plusieurs stations de différentes
communes de la région. Des sites d’échantillonnages nous ont été indiqués par la
direction des foréts (DGF) de la région. Ces stations sont caractérisées par I’abondance
élevée des nids de la chenille processionnaire le long de I’année.Les grandes
communes de la région de Guelma depuis lesquelles, notre échantillonnage s’est
déroulé sont : la commune de (Ain-Makhlouf), la commune de (Bouhachana), et la
commune de (khezara) (RN: Route Nationale. W : Chemin Wilaya) (Fig.19).

Figure 19. Sites d’échantillonnage (Indiqués par les fleches)des chenilles de la
processionnaire du pin dans la région de Guelma (Webographie 03).
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1-1-Caractéristiques géographique des sites d’échantillonnage :

Le tableau (01) indique la localisation géographique, I’altitude et la superficie des
trois sites d’échantillonnage des nids de la chenille processionnaire du pin. En effet,
toutes les communes de la région de Guelma (Ain makhlouf, Bouhachana et Lekhzara)
sont constituées de plusieurs pinedes formée d’une plantation de pin d’Alep et de pin
Maritime, le cedre de la région n’est pas parasit¢ par les nids de la chenille
processionnaire jusqu'a ce jour.

Tableau 01.Caractéristiques des sites d’échantillonnage de la chenille processionnaire
du pin (Webographie 04)

Caractéristiques Localisation et coordonnées Altitude | Superficie
2
Sites d’échantillonnage (m) (Km)
Ain Makhlouf N 36° 14. 30,02” E 7°18.38,57" 596.9 190,08
Bouhachana N36° 18’ 23" E 7°30'30” 548 63,62
Lekhzara N 36° 22’ 10” E7°31'45" 432 71,22
N : Nord E : Est

Les nids de la chenille processionnaire du pin sont facilement récupéres depuis ces
communes. Les chenilles ont fait ensuite I’objet d’un élevage suivi dans des conditions
controlées de température et d’humidité nécessaires pour la survie de I’insecte durant
son cycle de développement. Les aiguilles du pin sont changées chaque jour pendant

I’¢levage.
1-2-Conditions d’élevage de la chenille processionnaire :

L’¢levage des insectes lépidopteres dans le laboratoire doit se réaliser dans des
conditions qui se rapprochent le plus possibles des conditions naturelles de I’insecte,

dans la nature. Il faut éviter une chaleur et une humidité trés basses ou excessives.

L’¢levage des chenilles de Thaumetopoea pityocampa utilisées pour
I’expérimentation est réalisé dans une température d’environ 20 a 25°C et dans des

conditions d’hygrométrie d’environ 70%.
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1-3-Protocole de I’expérimentation :

Le protocole de notre expérimentation est divisé en quatre aspects principaux, a
savoir 1’étude des cellules immunitaires de la chenille processionnaire du pin, 1’étude
toxicologique par des huiles essentielles contre les chenilles processionnaires du pin,
I’effet de certaines huiles essentielles sur la formule hémocytaire des chenilles et enfin

I’étude du comportement alimentaire des chenilles en olfactométre (Fig. 20).

Etude _Effet du
. . traitement sur
Immunitaire les cellules
Les différents
aspects de
I’expérimentation
.Etude_ Comportement
toxicologique alimentaire

Figure 20. Schéma résumant les différents aspects de I’expérimentation
2-Etude immunitaire de Thaumetopoea pityocampa:
2-1-ldentification et quantification des hémocytes de Thaumetopoea pityocampa:

Le protocole de notre expérimentation sur les cellules immunitaires ainsi que
toutes les étapes suivies pour la préparation de 1’observation microscopique nous ont
été indiqué par le professeur « Maurizio Francesco Brivio », le directeur du laboratoire
d’immunologie et de parasitologie a I'université d’Insubria dans la région de Varese a

Milan en ltalie.

Selon ses indications nous avons étudié la formule hémocytaire de la chenille

processionnaire du pin, ainsi qu’une identification des cellules de I’hémolymphe pour
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chaque stade larvaire. Un dénombrement des cellules de chaque stade a été réalisé par
observation microscopique. Le nombre total des cellules hémocytaires est comparé

entre les différents stades larvaires de la chenille.

Nous avons également étudié les réponses immunitaires des chenilles de
Thaumetopoea Pityocmapaen présence des particules étrangeres (II s’agit du
nématode entomopathogene « Steinernema feltiae », capable de parasiter plusieurs
insectes, et de la bactérie intestinale « Escherichia coli ») pendant les stades larvaires

avances.

Le nombre, la morphologie et la fonction des cellules hémocytaires le long de ses
réactions sont également développées, en se concentrant sur la capacité des parasites a

affecter le processus de reconnaissance et d’é¢limination de I’intrus chez les hémocytes.
2-2-Préparation des larves :

Les larves de Thaumetopoea pityocampa du 2™, du 3°™ et du 4™ stade sont
sélectionnées en choisissant les chenilles de grande taille afin de récupérer une grande
quantité d’hémolymphe. Les échantillons sont ensuite nettoyees avec de I'éthanol pour

les stériliser et diminuer le taux d’infection pendant I’expérimentation.

Pour les stades avancés (L4), ’extraction de I’hémolymphe se fait en percant la
face ventrale de la chenille, les goutes de ’hémolymphe sont ensuite placées dans un
double Eppendorf (Fig.21). Les deux tubes eppendorfs sont également nettoyés, I'un
¢tant plus petit que l'autre ; le petit est percé, et placé de facon a faire deplacer

I’hémolymphe. La quantité récupérée est ensuite utilisée pour 1I’expérimentation.

Dans le cas des petites larves (L2, L 3) I’extraction de I’hémolymphe se fait par
centrifugation, en coupant la téte et la région inféricure de I’abdomen de I’insecte et en
utilisant la partie centrale de I’abdomen contenant de I’hémolymphe pour la

centrifugation.

Le mécanisme de la centrifugation a pour but de rassembler et cerner les
différentes particules dans 1I’hémolymphe et les classer selon leur poids dans le

processus du double eppendorfs.
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2-3-La centrifugation :

L’extraction des larves de Thaumetopoea pityocampa des stades primaires est
réalisée a 1’aide d’une centrifugeuse spécifique, d’une vitesse de 1200 tr/min dans un

modele Eppendorf réfrigéré (centrifugeuse 5804R, pendant 10 minutes a 10 ° C).

Il est dans quelques cas nécessaire de répéter la centrifugation plusieurs fois pour les
mémes chenilles, afin d’atteindre la quantité suffisante d’hémolymphe pour

I’expérimentation.

a

- J

Chenille =

Hemaolympha —V

Figure 21. Technique du double eppendorf

2-4-La constitution du milieu de culture :

La quantité des cellules détruites augmente également aprés centrifugation, la
fraction humorale doit donc étre recueillie et jetée; les cellules hémocytaires du 2°™,
du 3°™ et du 4°™stade larvaire sont récupérés de facon a éviter la contamination des
tissus ou des débris cellulaires. Les hémocytes sont mis en suspension dans un milieu
de culture complet (10% de sérum de veau feetal, 1% d'antibiotique antimycotique, 1%
de glutamine dans Grace Medium). L’opération se déroule dans un espace désinfecté

afin d’éviter la contamination des cellules cultivées.
2-4-1-Constitution du milieu utilisé

Apres centrifugation, les cellules granulées sont lavées ; la procédure est répétée
deux fois pour éviter la contamination des tissus ou des débris cellulaires. Les
hémocytes placés en suspension dans le milieu de culture complet sont cultivées dans

96 plaques de micro-puits (culture des cellules en grappe, fond plat, Iwaki).
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2-5-L’incubation des cellules

L’incubation est réalisée dans une chambre thermostatée, réglée selon des
conditions de température et de pression, d’une teneur atmosphérique, et d’un taux
d’humidité bien précis. L'incubateur est muni de divers boutons de réglage. D'autres
paramétres, tels que I'nygrométrie (La quantité d’humidité relative dans 1’atmosphere),
la composition gazeuse de la chambre, peuvent également étre régulés. Les cellules
issues des chenilles de Thaumetopoea pityocampa sont maintenues a une température
qui varie entre 25 et 26 ° C, dans un incubateur humidifié (Cellstar) sans CO2. Les
antibiotiques ajoutés sous forme de pénicilline et streptomycine, mais aussi les
antifongiques sous forme d’amphotéricine évitent 1’apparition des champignons lors

de I’incubation.
2-6-L’observation microscopique :

Le microscope a contraste de phase (ou en contraste de phase) est un microscope
optique qui transforme en niveaux de contraste, les différences d’indices de réfraction
entre deux structures. Ces structures se traduisent en difféerences de phases pour les
ondes qui les traversent. L’observation des cellules de Thaumetopoea pityocampa sous
microscope a fluorescence aux grossissements (Gx10), (Gx 20) et (Gx 40x), nous
permet de détecter toute les formes de communications immunitaires a savoir

I’encapsulation, la nodulation et ’agrégation des hémocytes.

L’observation est réalisée aprés 2 heures d’incubation, puis apres 24 heures et
ensuite chaque jour de I’expérimentation afin de, cerner la formule hémocytaire
complete de I’insecte, depuis 1’dge primaire jusqu'a I’age de maturation cellulaire. On
réalise un lessivage pour enlever les debris et les cellules mortes avant chaque
observation. Les observations microscopiques sont réalisées en utilisant plusieurs
objectifs. Des formes d’encapsulation et de phagocytose sont repérées et suivies

depuis I’incubation jusqu'a la fin de I’expérimentation.
2-7-L’étude du comptage cellulaire chez les larves de Thaumetopoea pityocampa:

Cette étude consiste a réaliser une quantification ou un dénombrement des cellules
existantes dans I’hémolymphe des chenilles du 2°™, du 3°™ et du 4°™ stade larvaire &
I’aide d’une cellule de « Malassez » (Fig.22). C’est une lame qui posséde deux

surfaces quadrillées en formes de plusieurs lignes, ou chaque cadre peut contenir
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1mm?® d’hémolymphe (1uL). Le nombre moyen des cellules dans chaque cadre de la
lame détermine I’abondance totale des cellules, en 1L, ensuite une estimation de ces
taux est indiquée en millilitre d’hémolymphe (THC). Le dénombrement des cellules
permet d’avoir une idée globale sur la formule et le nombre moyen des hémocytes,
pendant les différents stades. L’évolution du nombre totale et spécifique des cellules
hémocytaires et le processus de leur différentiation, et leur transformation d’un stade a
lautre, jusqu'a arriver au stade de maturation immunitaire (L4), sont également
développés. Les valeurs de THC (Total hemocytes count ou le nombre total des
cellules hémocytaires en 1 millilitre d’hémolymphe) sont également estimées pour
chaque stade de développement. L’intervention des différents types cellulaires aux
différents phénomeénes d’encapsulation et de réactions immunitaires et leur
participation a détecter et éliminer les particules étrangeres chez les larves de

Thaumetopoea pityocampa sont étudiés le long de 1’expérimentation.

Préparation des

larves Prélévement de
I’hémolymphe

Utilisation des lames
quadrillée

Observation microscopique

Figure 22. Schéma résumant les différentes étapes de I’étude des cellules

immunitaires de la chenille processionnaire.
2-8-L’observation microscopique et le comptage des cellules :

La quantité¢ d’hémolymphe extraite des chenilles et placée sur la lame de contage,
a fait ’objet d’une étude d’identification et de quantification des cellules hémocytaires

de Thaumetopoea Pityocampa du 2°™, du 3°™ et du 4°™ stade larvaire.
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Apres avoir identifié les cellules hémocytaires de Thaumetopoea pityocampa
suivant plusieurs références depuis plusieurs documents (Gardiner et Strand
1999.,Giulianini et al., 2003., Ling et Yu 2006., Hartenstein2006., Araujo et al., 2007.,
Mastore et Brivio 2008., Mangalika et al., 2010., Amaral et al.,2010., Xie et al., 2011.,
Wang et al., 2011). Une lecture de la lame sous microscope optique au grossissement
(Gx 40) est réalisée attentivement ou un dénombrement des cellules identifiées est
réalisé pour chaque cadre de la lame, I’opération est répétée sur 20 échantillons. Une
moyenne du nombre des cellules du 2°™, du 3°™ et du 4°™ stade, est estimée pour
chaque observation et ensuite pour chaque stade. On nettoie la lame aprés chaque

utilisation par ringage a I’aide de 1’eau de robinet.
2-9-Le traitement statistique des donnés :

Le THC (Nombre total des cellules) est estimé pour chaque type hémocytaire
identifiée et pour chaque stade larvaire en 1militre d’hémolymphe. Une analyse de la
variance a un critéere de classification est egalement estimée pour chaque type
cellulaire entre les différents stades larvaires. Des valeurs de F (Variance observée),
P (Niveau de signification), R?(Coefficient de détermination) sont également

calculées. Tous les traitements statistiques sont realisés sur un logiciel (Minitab 2017)

3-L’étude toxicologique par les huiles essentielles contre les chenilles de

Thaumetopoea pityocampa :

Le but de cette étude est d’évaluer I’effet toxique de quelques huiles essentielles

sur les chenilles de Thaumetopoea pityocampa a différents stades larvaires.
3-1-Le choix des molécules :

Aprés une large étude bibliographique sur les huiles essentielles, ayant un effet
toxique élevé sur les insectes ravageurs (Prabuseenivasan et al., 2006., Grattapaglia
2012., Lucia et al.,2012., Mahilrajan et al., 2014., Bonifacio et al., 2014., Alfatemi et
al., 2015., Gaddaguti et al., 2016., Fang et al.,2016 et Kimutai et al., 2017) et dans le
cadre de la lutte contre les chenilles processionnaires du pin, Notre choix des
molécules utilisées pour le traitement biologique s’est porté sur quatre huiles
essentielles caractérisées par la présence du taux élevé des toxines dans leurs tissus et
connues pour leur effet bénéfique contre les insectes ravageurs. Les molécules

utilisées contre les chenilles de Thaumetopoea pityocampa sont : L’huile de cédre de
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I’Atlas, (Cedrus atlantica), I’huile de bois de Gaiac, (Bulnesia sarmienti), 1’huile

d’Eucalyptus, (Eucalyptus globulus), et I’huile de basilic (Ocimum basilicum).

3-2-Les principaux parameétres des huiles essentielles testées :

Chaque huile essentielle utilisée est caractérisé par un nom commun, une odeur et
une densité spécifique. La saison de la récolte ainsi que la partie extraite de la plante
jouent un réle important dans son efficacité. L’aspect de I’huile extraite indique la

maniére de son utilisation et la procédure de la préparation des délutions (Tab.02)

Tableau 02. Les différents parametres des huiles essentielles utilisées

(Webographie 02)

Molécules Nom Nom Partie Aspect Odeur Densité
Scientifique | Commun | Extraite

Huile de Eucalyptus  |Arbrea  [Feuilles  [Solution Fraiche 0,921
D’eucalyptus |Globulus Fievre
Huile de Oximum Basilic Feuilles  |Huileux Fraiche 0,97
Basilic Basilicum Exotique et fleures |Limpide Herbacée
Huile de bois |Bulnesia Bois Bois Solution Boisée 0,98
de Gaiac Sarmienti De vie Appatée
Huile de Cedrus Cedre de |Bois Solution Fraiche 0,95
Cedre Atlantica L’atlas

3-3-Utilisation des huiles :

Les huiles essentielles sont récupérées depuis le laboratoire commercial d’Aroma,
en France, les huiles botaniques pures sont préparées dans des conditions naturelles,
sans ajout de produits commerciaux, chimiques, aromatiques ou esthétiques et sont
conservées dans un réfrigérant le long de I’expérimentation (Webographie 02). Les
huiles essentielles sont sensibles aux rayonnements UV ainsi qu'a l'évaporation

progressive de leurs constituants.

Il est donc impératif de les conserver dans un flacon en verre coloré ou en
aluminium a fermeture étanche, a une température comprise entre 5°C et 40°
(Webographie 02)
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Selon les recommandations de la pharmacie européenne, et les laboratoires
internationaux spécialisés en vente des huiles essentielles, les molécules sont

conditionnées dans des flacons avec compte gouttes incorpore.

De plus, les huiles essentielles ont une densité proche de 0,9. Cette situation nous
donne les résultats suivants pour les huiles essentielles : 1 ml = 0,9 g = 35 a 40 gouttes

et une goutte pése approximativement 25 a 30 mg (Webographie 02).
3-4-Les principaux constituants biochimiques des huiles : (Webographie 02).

La composition et la structure biochimiques de chaque huile est présenté sur le
tableau (03), la constitution des molécules chimiques volatiles est exprimé par

pourcentage pour chague compose.
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Tableau 03. Les différents constituants biochimiques des huiles essentielles utilisées

(Webographie 02)

Huiles essentielles

Principaux constituants biochimiques des huiles

Eucalyptus Monoterpénes : Alpha-pinéne (7.48%), limonéne (5.53%), para-cymene
Eucalypus OV AT \ -
pinéne (8.90%), limonene (4.14%), para-cymene (1.53%)- Alpha-pinene
globulus) (1.08%), limonene (9.95%),para-cymeéne (3.44%)- Alpha-pinéne (4.96%)
limonéne (7.00%), para-cymene (0.86%)
Oxyde terpénigues : 1,8-cinéole (83.49%)- 1,8-cinéole (80.93%)- 1,8-cinéolg
(77.20%)- 1,8-cineole (82.97%)
Basilic Minoterpenes :(E)-béta-ocimeéne (0.07%)- (E)-béta-ociméne (0.04%)- (E)
) béta-ociméne  (0.04%)-(E)-béta-ociméne  (0.20%)- : (E)-béta-ocimene
(Ocimum (0.07%).
basilicum) Phénols _methyl éthers :Méthyl-chavicol (84.10%)- méthyl-chavico

(73.63%)- méthyl-chavicol (76.47%)- : méthyl-chavicol (84.10%).
Monoterpénols :linalol (15.27%)- linalol (19.39%)- linalol (18.95%).

Oxydes terpéniques :1,8-cinéole (0.17%)-,8-cinéole (traces)- 1,8-cinéolg

(0.24%).
Sesquiterpénes : (E)-alpha-bisabolene (traces)- (E)-alpha-bisabolene (1.59%).

Bois de Gaiac
(Bulnesia

sarmienti)

Sesquiterpénols : -Bulnésol (42.96%0), guaiol (28.12%) : Alpha-eudesmo

(7.41%), gamma-eudesmol (3.68%), 10-épi-gamma-eudesmol (1.37%).

Bulnésol (39.69%), guaiol (32.22%) : Alpha-eudesmol (4.44%), gamma;
eudesmol (3.53%),10-épi-gamma-eudesmol (1.72%).

Ceédre de Datlas
(Cedrus

atlantica)

Sesquiterpénes : Béta-himachaléne (43.71%), alpha-himachaléne (15.87%),

gamma-himachalene (9.70%)- Béta-himachalene (47.54%), alpha-
himachalene (16.90%), gamma-himachalene (10.60%).
Cétones sesquiterpéniques : (E)-alpha-atlantone (3.01%), (E)-gamma-

atlantone (2.09%)- (E)-alpha-atlantone (2.71%), (E)-gamma- atlantone
(1.45%).
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3-5-La préparation du traitement et la dilution des concentrations :

A partir d’un produit commercial des huiles essentielles d’Eucalyptus, du Cedre de
I’ Atlas, du basilic, et du bois du Gaiac, nous avons préparé une solution diluée pour
chaque huile. Suivant les indications du laboratoire, il est conseillé de diluer les
solutions suivant la formule suivante : verser environ 40 & 45 goutes de chaque flacon
des différentes molécules dans un litre d’eau afin d’avoir une dilution d’huile d’un
gramme de la solution mére dans un litre d’eau : (1 g/l) (Webographie 02). A partir de
ces solutions, et apres plusieurs essais préliminaires, les dilutions nous ont permis
d’évaluer les concentrations nécessaires pour chaque traitement(Tab.04). L’utilisation
de plusieurs concentrations pour chaque molécule, a exigé une évaluation du profil
toxique pour chaque huile. La mortalité est suivie le long du traitement toxicologique

afin de détecter la concentration la plus fiable pour chaque essai.

Tableau 04. Concentrations utilisées durant le traitement des chenilles de
Thaumetopoea pityocampa pour chaque huile essentielle.

Huiles Concentrations utilisées g/l
Huile d’eucalyptus 3 4 6
Huile de basilic 1 1,5 2
Huile de bois de gaiac 2 2,5 3
Huile de cédre 2 2,5 3

3-5-1-La préparation des tests :

Le traitement toxicologique est réalisé dans des boites de congélation, chacune
des boites contient 10 larves de méme age. Le traitement pour chaque molécule est
réalisé selon trois concentrations différentes, avec trois répétitions pour chacune, afin

de confirmer le taux de mortalité causée par chaque molécule utilisée.

Le traitement est réalisé par pulvérisation jusqu'a ruissé¢lement de I’insecticide sur
les aiguilles de pin fraiches distribuées aux larves dans tous les lots pendant le

traitement toxicologique.
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Une derniére boite contenant 10 chenilles non traitées est prise pour le témoin de la
mortalité naturelle, qui est la mortalité des larves dans les conditions climatiques
habituelles sans effet des molécules toxiques (huiles essentielles). Des feuilles non
traitées sont distribuées a ces chenilles dans le but de comparer I’évolution du taux de

mortalité naturelle a celle des chenilles traitées.

Le traitement toxicologique par les huiles essentielles du cédre de 1’Atlas, du bois
de Gaiac, d’Eucalyptus, et du basilic est réalisé sur des chenilles du 3*™stade larvaire
de la processionnaire du pin. Dans la nature les traitements toxicologiques contre les
larves de Thaumetopoea pityocampa se réalisent généralement pendant le 2°Mstade

larvaire.

La mortalité des chenilles de Thaumetopoea pityocampa est observée, et
mentionnée chaque jour le long du traitement. Les aiguilles du pin traitées et non

traitées sont également changeées régulierement dans toutes les boites.

La fin du traitement est souvent indiquée par la mortalité totale de la population
testée. Les taux de mortalités observees ont fait ensuite 1’objectif de plusieurs

traitements statistiques, afin d’évaluer 1’effet toxique de chaque huile.

Les analyses statistiques sont réalisées sur les résultats de mortalités des chenilles

apres 24 heures, et 8 jours d’exposition aux traitements.

3-6-Le Traitement statistique des donnes :

Les traitements statistiques de 1’étude toxicologique ont pour but d’évaluer 1’effet
de chaque molécule des huiles essentielles utilisées, sur la mortalité des chenilles de
Thaumetopoea pityocampa en fonction des différentes concentrations utilisées, du
stade larvaire de la chenille, et du temps d’exposition au traitement. Les concentrations
létales 50 et 90 (CL 50 et CL 90) sont estimées pour chaque molécule testée, pendant
tous les stades larvaires. Tous les traitements statistiques sont réaliseés sur un logiciel
(Minitab 2017).

- La mortalité observée :
Le pourcentage de la mortalité observée chez les chenilles de Thaumetopoea
pityocampa traitées par les différentes huiles essentielles a différentes concentrations

ainsi que chez les témoins est déterminé selon la formule suivante :
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Mortalité observée= Nombre de chenilles mortes / nombre de chenilles traitées X 100

- La mortalité corrigée :

Le pourcentage de mortalité observée est corrigé par la formule d’Abbott (1925)

qui permet d’éliminer la mortalité naturelle :

Mortalité Corrigée = mortalité chez les traités- Mortalité chez le témoin

/ 100 - mortalité chez le témoin X 100

- Latransformation angulaire :

Les pourcentages de mortalité corrigée subissent une transformation angulaire
selon (Bliss 1938 in Fisher & Yates 1957). Les données ainsi normalisées font 1’objet
d’une analyse de la variance a un critére de classification suivie par le classement des
concentrations par le Test de Tukey.

- L’analyse des probits :

Les concentrations létales sont déduites a partir du tracé des droites de régression
(Finney 1971). Pour cela, les pourcentages de mortalité corrigés sont transformes en
probits (Fisher &Yates 1957).

- Les droites de régression des taux de mortalités:

Des équations de régression sont estimées pour chaque huile, durant le 3*™stade
larvaire de la chenille processionnaire du pin, aprés 24 heures et aprés 8jours du

traitement.

- Les concentrations Iétales :
Ces tests ont pour but d’estimer les concentrations létales 50 et 90 (CL 50 :
Concentration qui tue 50% de la population traitée, et CL 90 : Concentration qui tue

90% de la population) pour chaque molécule utilisée pendant le 3°™ stade larvaire de

la chenille processionnaire.
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4-L’effet des huiles essentielles sur la formule hémocytaire des chenilles de
Thaumetopoea pityocampa :

Nous avons évalué D’effet des deux huiles essentielles (L’huile d’eucalyptus
Eucalyptus globulus, et I’huile de Basilic, Ocimum basilicum), sur la formule
hémocytaire des chenilles de Thaumetopoea pityocampa du dernier stade larvaire. La
forme, le nombre total et spécifique, les différentes réactions immunitaires et les
différentes formes de connexion et de communication des cellulaires immunitaires des

chenilles traitées par ces huiles sont également notés.

4-1-La préparation du traitement toxicologique :

L’hémolymphe des chenilles du dernier stade larvaire (L5) de Thaumetopoea
pityocampa, traitées a ’huile de Basilic et d’Eucalyptus a différentes concentrations
est extrait par centrifugation. Les cellules issues des chenilles traitées ont fait 1’objet
d’une étude de comptage cellulaire sur la lame quadrillée « malassez ». Une estimation
des cellules hemocytaires dans chaque cadre de la lame est équivalente a leur nombre
en 1 microlitre d’hémolymphe. L’opération est répétée plusieurs fois sur la méme
lame. Des calcules de moyennes du nombre total et spécifique des cellules identifiées
(en 1pL d’hémolymphe) sont estimés pour chaque échantillon. L’opération est réalisée
sur 20 larves de Thaumetopoea pityocampa du 5°™ stade larvaire, pour les deux

traitements.

Des chenilles non traitées sont prises pour témoin, afin de comparer la formule

hémocytaire des chenilles non traitées a celle des chenilles traitées.

La formule hémocytaire totale, ainsi que les différents phénomenes de réactions
immunitaires des chenilles traitées sont comparés entre les deux traitements et avec

les chenilles non traitées (Fig.23).
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Figure 23. Schéma résumant les différentes etapes du comptage des chenilles

5-L’étude du comportement olfactif des chenilles de Thaumetopoea pityocampa :

L’étude du comportement olfactif des insectes permet d’évaluer et de comprendre
les réactions d’un individu exposé a un stimulus. Elle consiste a étudier la préférence
d’un individu et d’évaluer son choix vis-a-vis d’une activité naturelle ou d’un
processus physiologique ou éecologique. Ces études comportementales se réalisent
généralement dans des espaces limités, des chambres en verre appelée « enceinte
close » ou olfactométre. Elles permettent d’étudier le comportement alimentaire des
insectes, en présence de plusieurs types de nourritures pour les especes polyphages.
L’analyse du comportement alimentaire des chenilles de Thaumetopoea pityocampa
s’est déroulée en enceinte close. Il s’agit d’une chambre en verre, de type aquarium
qui permet d’identifier I’influence d’une ou plusieurs molécules odorantes sur I’insecte
et d’évaluer la préférence et donc le choix de la chenille en présence de plusieurs
variétés de nutriments.
5-1-La préparation des larves :
5-1-1-Le choix des especes végétales a testées :

Nous avons choisi deux especes de pin, le pin d’Alep et le pin Maritime et une
espéce de cédre ; le cédre de I’Atlas et ce, pour évaluer le comportement alimentaire
des chenilles de Thaumetopoea pityocampa du 2°™, du 3°™, du 4°™ et du 5™ stades

larvaires en enceinte close.
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5-1-2-La préparation des aiguilles :

Trois a quatre grammes d’aiguilles fraiches des différentes espéces utilisées, sont
coupées en petites particules de fagon a laisser diffuser 1’odeur librement dans
I’olfactométre : Ces particules sont mises aprés au niveau de la zone finale de
I’enceinte. Chaque chenille est ensuite placée au niveau de la zone de départ afin
d’étudier son comportement.

5-2-L’olfactomeétre ou I’enceinte close pour les tests d’attractivité :

Le dispositif utilisé pour tester I’attractivité des diverses sources odorantes (pin
d’Alep, pin Maritime, et cédre de I’atlas) sur les larves de T. pityocampa est composé
d’un aquarium en verre fermé par un couvercle, assurant une fermeture hermétique
(Fig.24). La surface interne de 1’aquarium est divisée en trois parties. La zone de
départ (5 cm de large) (zone 1), ou les chenilles sont déposeées au début du test. La
zone de parcours (20 cm) (zone 2), correspondant a la distance qui separe la larve
testée de la source odorante, et la zone finale ou on dépose la source odorante (5 cm de
large) (Zone 3). La zone d’arrivée est située a I’opposée de la zone de départ (Fig.24).

Pour cette étude, les larves sont isolées une heure avant le début du chaque test,
afin de diminuer le stress dus a la manipulation. Environ 20 larves de Thaumetopoea
pityocampa sont testées pour chaque espece de plante utilisée. Entre chaque test,
l'aquarium est lavé a I'eau distillée afin d’annuler I’effet de 1’odeur du test précédent.
Le protocole expérimental consiste a introduire d’abord les aiguilles fraiches coupées
dans la zone finale en laissant diffuser I’odeur aprés avoir remis le couvercle pendant 5
a 10 min. Ensuite on introduit la chenille dans I’enceinte au niveau de la zone de
latence (zone 1). On note alors grace a un chronomeétre, le temps TL (temps de latence)
que met la chenille a sortir de la zone A et le temps TP (temps de parcours) qui
correspond a celui que met la larve a parcourir la zone intermédiaire (zone 2), afin
d’atteindre les aiguilles du pin, source de 'odeur (zone 3). Le temps global (TG)
correspond a la somme du temps de latence TL et du temps de parcours TP (Fig.24).
L’attractivité de la chenille vers I’espéce testée, est donc 1’ensemble des temps de
latence et de parcours ou autrement dit le temps que met la chenille pour atteindre les
aiguilles du pin. L’enceinte close est accompagné d’une source lumineuse de couleur
rouge afin d’éviter tout stress chez les chenilles lors des tests.

On note également, le nombre de larves qui ont atteint la zone d’arrivée (zone 3) et

celles qui ne sont pas attirées par 1’odeur. Les larves qui atteignent la zone de
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parcours par 40 a 50 minutes sans arriver a la zone finale, sont considérées comme non
attirées par les aiguilles. Tous les tests sont effectués a une température de 27 + 2°C
avec une hygrométrie de 45% a 60%.

5-3-Le Traitement statistique des donnés :

Les résultats obtenus lors de I’étude du comportement alimentaire de la chenille
processionnaire du pin, sont analysés statistiquement par des méthodes métriques
descriptives donnant la moyenne, I’écart-type, la variance. Tous les traitements

statistiques sont réalisés sur un logiciel (Minitab 2017).

5cm 20 cm S em

Figure 24. Enceinte close (Olfactomettre) pour 1’étude du comportement alimentaire
de la chenille processionnaire du pin
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IV- RESULTATS
1-Etude immunitaire de Thaumetopoea pityocampa :
1-1-ldentification des cellules hémocytaires :

Les cellules hémocytaires, les plus abondantes dans 1’hémolymphe de
Thaumetopoea pityocampa sont, les prohémocytes, les granulocytes, et les
plasmocytes. Les Oenocytoides sont observées seulement pendant le 4™stade
larvaire. Chaque cellule hémocytaire est caractérisée par sa morphologie, par la forme
de sa membrane physiologique, par sa structure et par son rdle dans les différentes

réactions immunitaires dans 1’hémolymphe(Fig.25).

Figure 25. Les différentes cellules observées dans I’hémolymphe de T. pityocampa :
S : Prohemocytes, G : Granulocytes, P : Plasmatocytes, O : enocytoides (Gx 20).

- Les proémocytes

Les prohémocytes sont identifiées par leur petite forme ronde. Elles représentent
I'étape indifférenciée de toutes les autres sous-populations de cellules. Les
proémocytes représentent 10% de toutes les cellules existantes dans 1’hémolymphe
des larves des premiers stades de Thaumetopoea pityocampa. Leur nombre diminue

dans les derniers stades larvaires (Fig.25).

- Les granulotocytes

Les granulocytes représentent des hémocytes sphériques de grande ou petite taille,
le noyau est acidophilique, et occupe généralement une position centrale. Lorsqu’elles

se développent, les granulocytes projettent des pseudopodes et des phyllopodes. Ce
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sont les cellules principales de I'némolymphe de Thaumetopoea pityocampa. Elles
représentent environ 80 & 90% de la population totale des hémocytes de la chenille
(Fig.25).

- Les plasmocytes

Ce sont de grandes cellules hémocytaires, présentes sous forme ronde ou alors
irréguliere avec des pseudopodes allongés. Occupant une grande surface dans
I’hémolymphe les plasmocytes sont pourvus d’un noyau de taille importante. Chez les
larves de Thaumetopoea pityocampa, les plasmocytes ont une abondance qui varie

entre 10 & 20% des hémocytes circulaires (Fig.25).

1-2-Les différentes formes de réponses immunitaires observées :
1-2-1-L’encapsulation :
1-2-1-1-L’encapsulation humorale :

Pendant les stades jeunes, 1’encapsulation humorale est difficilement détectée,
méme aprés avoir développé les cellules. C’est aprés I’incubation pendant 24 a 48
heures et en présence des parasites ajoutés qu’on commence a détecter quelques
formes d’encapsulation humorale, accompagnées par une agrégation ou regroupement

des cellules hémocytaires (Fig.26).

A partir du L3, les formes d’encapsulation humorale sont facilement détectables.
Elles sont souvent accompagnées par une encapsulation cellulaire des formes
hémocytaires dans I’hémolymphe. Lorsqu’on ajoute le nématode, les formes
d’encapsulation sont plus observées dans [I’hémolymphe de la chenille
processionnaire, formant des agrégations autour du nématode ajouté. (Fig.26). Le
regroupement des débris confirme la détection du systéme immunitaire de 1’insecte des

particules étrangeéres et leur mobilisation pour les éliminer (Fig.26).

Figure 26. Cellules brutes ; Cellules cultivées (G: (1:x 10), (2 :x 20))
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1-2-1-2-L’encapsulation cellulaire :

Nos observations microscopiques primaires indiquent que le phénomene
d’encapsulation cellulaire ne peut étre détecté pour le 1% et le 2°™ stade larvaire, et n’a
été clairement observé qu’a partir du 3°™ stade larvaire ; L’encapsulation est précédée
par une agrégation des débris ce qui est appelé encapsulation humorale (Fig.27).
Toutes les cellules hémocytaires identifiées chez les larves de la chenille
processionnaire du pin (les prohémocytes, les granulocytes et les plasmocytes)
participent a ’encapsulation cellulaire. La présence des bactéries, et des nématodes

accélere le processus de ’encapsulation (Fig.27).

Notre étude de D’encapsulation cellulaire chez les chenilles de Thaumetopoea
pityocampa a permis de comprendre la faculté des différentes cellules hemocytaires a
reconnaitre le parasite et I’éliminer. Un nombre considérable de granulocytes
entourent le nématode des son ajout dans I’hémolymphe afin de contrdler son potentiel
danger. Les plasmocytes participent également a la formation des capsules autour du
parasite et du nématode. Le profile et la forme des prohémocytes et des plasmocytes

changent significativement en présence des particules étrangeres.

Figure 27. Observation sous microscopique a contraste de phase montrant les
différentes étapes d’encapsulation immunitaire (1) Début d’encapsulation humorale
(2) Les débris cellulaires entourent les parasites formant une encapsulation humorale
(Gx 20) (3) Début d’encapsulation cellulaire (4) agrégation des cellules hémocytaires
autour des débris entourant le parasite indiquant I’encapsulation cellulaire. (Gx: 40)
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Les réponses immunitaires des cellules hémocytaires de Thaumetopoe pityocampa
en présence des particules étrangeres ont un réle important dans la modification des

formes et du réle des différentes cellules hémocytaires (Fig.28).

Nos observations microscopiques quotidiennes des différentes réactions des
cellules immunitaires vis-a-vis des parasites et des nématodes libres montrent que

seuls les plasmocytes sont capables de phagocyter les bactéries et les levures(Fig.28).

Quand les bactéries et les nématodes sont ajoutés, plus de formes d’encapsulation
cellulaire et humorale sont observées. L’ajout de ces particules étrangéres active et
accélere toutes les réactions immunitaires. Un regroupement des différentes cellules
hémocytaires et leur mobilisation & éliminer le parasite ou le nématode (Fig.28), sont
repérés durant plusieurs observations de 1’hémolymphe de Thaumetopoea pityocampa.
(Fig.28).
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Figure 28. Bactéries et nématodes identifiés dans I’hémolymphe de T. pityocampa.
1 : Bacterie (Gx 20), 2 : Nématodes. (G x4)

1-2-2-La phagocytose :

Les formes de phagocytose cellulaire sont observées dans 1’hémolymphe de
Thaumetopoea pityocampa depuis les premiers stades larvaires. Les cellules entourent
les particules étrangeres en phase de reconnaissance, puis projettent de longs
pseudopodes pour les éliminer. Les plasmocytes et les granulocytes sont les cellules
qui participent a la phagocytose chez les larves de Thaumetopoea pityocampa. Dans la
plupart des observations microscopiques, le phénomeéne de la phagocytose est précédé
par la mélanisation et I’encapsulation cellulaire. Ces formes de phagocytose sont plus
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abondantes en présence des parasites et des nématodes ajoutés a I’hémolymphe des

chenilles (Fig.28).
1-2-3-La mélanisation et la nodulation :

Chez les larves de Thaumetopoea pityocampa, les plasmocytes sont les cellules
hémocytaires qui interviennent dans la mélanisation (Fig.29), des formes de pigments
noirs sont observées au niveau de ces cellules regroupées. Des formes d’encapsulation
cellulaire et de phagocytose suivent la mélanisation afin de mieux controler la réponse

immunitaire (Fig.29).
1-3-Comptage des cellules hémocytaires de Thaumetopoea pityocampa :

Nos résultats sur le comptage des cellules hémocytaires indiquent que le nombre
total des cellules dans 1’hémolymphe des chenilles de Thaumetopoea pityocampa en
L2 est estimé a 75 x10? cell/ml. Ce nombre augmente pour atteindre 85 x102 cell /mlen
L3, et 21 x 10%cell /mlau 4™ stade larvaire

1 €

Figure 29. (1) Phagocytose en phase de lyse cellulaire (G x20), (2)mélanisation et
nodulation observées dans I’hémolymphe de T. Pityocampa (G x10)

Les prohémocytes représentent 1’origine des autres cellules hémocytaires identifiées
dans I’hémolymphe de la chenille, elles sont observees dés les premiers stades
larvaires et ont développé en granulocytes et plasmocytes pendant les derniers stades
larvaires. Durant les stades avancés, le nombre des prohemocytes diminue pour étre
remplacé par les granulocytes. Les résultats de I’observation microscopique indiquent
que les granulocytes sont les plus petites cellules circulaires repérées dans

I’hémolymphe de Thaumetopoea pityocampa, (Fig.25).
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Les plasmocytes et les prohémocytes sont les cellules les plus abondantes dans
I’hémolymphe de I’insecte durant le 2°™ et le 3°™ stades larvaires. Aprés quelques
jours d’observations, la fraction cellulaire indique une encapsulation humorale
présentée par une agrégation des débris (Fig.27). Dans les essais avec les protozoaires,
les granulocytes viennent rapidement en contact avec des parasites et des nématodes.
Des formes cellulaires avec ou sans granules cytoplasmiques sont également observées
(Fig.28).

1-4-Nombre total et spécifique des différentes cellules hemocytaires de
Thaumetopoea pityocmapa :

Le nombre total est la valeur globale moyenne de I’effectif des cellules
hémocytaires de Thaumetopoea pityocampa présentes pendant un stade larvaire précis.
Le nombre spécifique, concerne I’effectif des hémocytes de chaque type cellulaire

identifié durant chaque stade larvaire.

1-4-1-Comparaison du nombre total des cellules hémocytaires entre les différents
stades larvaires :

Le nombre total des cellules hémocytaires observées chez les larves de
Thaumetopoea pityocampa est estimé pour chaque stade larvaire (Tab.05). En L2 le
dénombrement des cellules hemocytaires atteint les 7500 cellules, ce chiffre augmente
en L3 pour atteindre une moyenne de 85 000 cellules/ ml d’hémolymphe (THC).

Tableau 05.Comparaison du nombre total des cellules hemocytaires de Thaumetopoea
pityocampa entre les différents stades larvaires.

Stades L2 L3 L4
R1 6915 77450 199850
R2 7700 88375 222820
R3 7895 90230 210200
7503,33 85351,67 210956,67
Moyenne
518,76 6905,62 11503,68
Ecart type+

R1, R2, R3: Répétition du nombre des cellules

Au 4°™ stade larvaire, 1’abondance totale des cellules hémocytaires enregistre environ

210 000 cellules / ml d’hémolymphe de Thaumetopoea pitycampa (Fig.30).
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Figure 30. Comparaison du nombre total des cellules hemocytaires de Thaumetopoea
pityocampa entre les différents stades larvaires

1-4-2-Comparaison de la moyenne du nombre spécifique des cellules
hémocytaires entre les différents stades larvaires :

- Stade larvaire 2 :

Le tableau 5 expose les résultats du nombre moyen des cellules hémocytaires de la

chenille processionnaire du pin au 2°™ stade larvaire.

Tableau 06. Comparaison du nombre spécifique entre les différents types
hémocytaires de Thaumetopoea pityocampa en L2 :

Hémocytes Prohemocytes Plasmocytes Granulocytes
R1 635 280 6000
R2 660 320 6720
R3 510 375 7010
601,67 325 6576,67
Moyenne
80,36 47,69 520,03
Ecart type+

R1, R2, R3 : Répétition du nombre des cellules

Les cellules les plus abondantes dans I’hémolymphe des chenilles processionnaires
du pin pendant ce stade larvaire sont les granulocytes (Fig.31). Elles sont
présentesavec environ 6500 cellules/ ml d’hémolymphe, suivis par les prohémocytes
avec une moyenne égale a 600 cellule/ml d’hémolymphe, et enfin les plasmocytes
avec seulement 320 cellule/ml (THC) (Tab.06).
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Figure 31. Nombre spécifique des cellules hémocytaires de Thaumetopoea
pityocampa au 2°™ stade larvaire

- Stade larvaire 3:

Les hémocytes se développent et se multiplient durant ce stade, toutes les cellules
hémocytaires augmente d’effectif, mais la différence entre elles, reste moins
significative (Fig.32). Le nombre moyen des granulocytes a enregistré une valeur de
83150cellules/ ml d’hémolymphe, celui des prohémocytes est de 1478,33cellules/ml
d’hémolymphe.

Tableau 07. Comparaison du nombre spécifique entre les différents types
hémocytaires de Thaumetopoea pityocampa en L3 :

Hémocytes Prohemocytes Plasmocytes Granulocytes

R1 1600 600 75250

R? 1325 750 86300

R3 1510 820 87900
Moyenne 1478,33 723,33 83150
Ecart type + 140,21 112,39 6888,22

R1, R2, R3 : Répétition du nombre des cellules

Les plamocytes sont les cellules les moins abondantes dans I’hémolymphe des
chenilles du 3*™stade larvaire, avec une valeur moyenne égale a 723,33cellules/ml
(THC) (Tab.07).
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Figure 32. Nombre spécifique des cellules hémocytaires de Thaumetopoea
pityocampa au 3°™ stade larvaire

Stade larvaire 4

Les valeurs du nombre des cellules hémocytaires par type cellulaire en L4 indique

que I’insecte atteint I’dge de la maturation immunitaire en ce stade (Fig.33).

Tableau 08. Comparaison du nombre specifique entre les différents types

hémocytaires de Thaumetopoea pityocampa en L4

Hémocytes Prohemocytes Plasmocytes Granulocytes
R1 1200 850 197800
R? 1570 1100 220150
R3 1450 1153 207300
Moyenne 1406,67 1034,33 208416,67
Ecart type+ 188,767 161,82 11216,76

R1, R2, R3 : Répétition du nombre des cellules

A ce stade, les hémocytes se développent et augmentent d’effectif pour assurer plus de

fonctions immunitaires et interviennent toutes a plusieurs réactions (Tab.08).

59




N° Cellule/ml

250000

200000 -

150000 -

100000

50000 -

L

Prohématocytes

Plasmocytes

Stade L4

Granulocytes

Figure33. Nombre spécifique des cellules hémocytaires de Thaumetopoea
pityocampa au 4°™ stade larvaire

1-4-3-Comparaison du nombre des cellules hémocytaires par type cellulaire :

- Les prohéemocytes :

Les prohémocytes sont

les cellules originaires de toutes autres cellules

hémocytaires, elles apparaissent a 1’adge primaire de la chenille, et augmentent
d’effectif au fur et a mesure des stades larvaires (Tab.09).Elles représentent environ
600 cellules/ ml d’hémolymphe en L2 (Fig.34).

Tableau 09. Comparaison du nombre moyen des prohemocytes entre les différents
stades larvaires de Thaumetopoea pityocampa :

Stades L2 L3 L4

R1 635 1600 1200

R2 660 1325 1570

R3 510 1510 1450
601,667 1478,33 1406,67

Moyenne
80,36 140,21 188,72
Ecart type

R1, R2, R3 : Répétition du nombre des cellules

Ce chiffre augmente en L3 pour atteindre environ 1480 cellules/ml. En L4, le

nombre des prohémocytes diminue légerement pour atteindre les 1400 cellules/ml

d’hémolymphe (THC/ml) (Tab.09) ce qui

confirme

leur

plasmocytes et en granulocytes durant les stades larvaires avanceés.

transformation en
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Figure 34. Evolution des prohémocytes, et comparaison de leur nombre entre les
différents stades larvaires de T. pityocampa.

L’analyse de la variance a un critére de classification indique que le nombre moyen

des prohémocytes présente des différences tres hautement significatives entre les

différents stades larvaires (L2, L3 et L4). La valeur de F est égale a 34,54 et la valeur
de p < 0.05. La valeur de R 2 est de 82,02% (Tab.10).

Tableau 10. Analyse de la variance a un critére de classification du nombre moyen
des prohémocytes entre les différents stades larvaires :

Source DF ADJ SS ADJMS | F-Value | P-value R?
Factor 2 1421706 710853

Error 6 123500 20583 34,54 0,001 82,02%
Total 8 1545206

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination.

Les plasmocytes :

Les Plasmocytes sont les cellules les moins abondantes dans 1’hémolymphe de

Thaumetopoea pityocampa. Elles ne représentent en L2, que 320 cellules/ ml (Fig.35).

Ce chiffre augmente pour atteindre 820 cellules/ml en L3. Et 1450 cellules/ml en L4
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(THC). Ce qui représente une valeur moins importante en comparaison avec le nombre

moyen des granulocytes (Tab.11).

Tableau 11. Comparaison du nombre moyen des plasmocytes entre les différents
stades larvaires de Thaumetopoea pityocampa

Stades L2 L3 L4
R1 280 600 850
R? 320 750 1100
R3 375 820 1450
325 723,33 1133,33
Moyenne
Ecart type + 47,69 112,39 301,38

R1, R2, R3 : Répétition du nombre des cellules
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Figure 35. Evolution des plasmocytes, et comparaison de leur nombre entre les
différents stades larvaires de T. pityocampa.

L’analyse de la variance a un critére de classification indique que le nombre des
plasmocytes a enregistré des valeurs tres hautement significatives entre les différents

stades larvaires, la valeur de F est égale a 13,90. La valeur de R? est égale a 60,07%

(Tab.12).
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Tableau 12. Analyse de la variance a un critére de classification du nombre moyen
des plasmocytes entre les différents stades larvaires :

Source DF ADJ SS ADJ MS F- Value |P-value R?
Factor 2 980172 490086

Error 6 211483 35247 13,90 0,006 60,07%
Total 8 1191656

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination.

- Les Granulocytes :

Les granulocytes sont les cellules les plus abondantes dans 1’hémolymphe des
chenilles de Thaumetopoea pityocampa durant tous les stades larvaires. Ces cellules
forment la grande fraction cellulaire dans 1’hémolymphe de [I’insecte. Elles
représentent en L2 environ 6500 cellules/ ml d’hémolymphe (Fig.36).

Tableau 13. Comparaison du nombre moyen des granulocytes entre les différents
stades larvaires de Thaumetopoea pityocampa

Stades L2 L3 L4
R1 6000 75250 197800
R2 6720 86300 220150
R3 7010 87900 207300
6576,67 83150 208416,67
Moyenne
Ecart type * 520,032 6888,22 11216,76

R1, R2, R3: Répétition du nombre des cellules

Ce chiffre augmente pour atteindre 83000 cellules/ml en L3 et double encore pour
atteindre environ 200 000 cellules/ ml d’hémolymphe en L4 (THC) (Tab.13).
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Figure 36. Evolution des granulocytes, et comparaison de leur nombre entre les

différents stades larvaires de T. pityocampa.

L’analyse de la variance a un critére de classification indique que le nombre
moyen des granulocytes enregistre des valeurs non significatives entre les différents
stades larvaires (L2, L 3 et L4). La valeur de F est égale a 538,47 et la valeur de p <
0.05. La valeur de R? est égale a 98,75% (Tab.14).

Tableau 14. Analyse de la variance a un critére de classification du nombre moyen
des granulocytes entre les difféerents stades larvaires :

Source DF ADJ SS ADJ MS F- Value P-value R?
Factor 2 62294598756 (31147299378

Error 6 347067533 57844589 538,47 (0,000 98,75%
Total 8 62641666289

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination.

2-Etude toxicologique des chenilles de Thaumetopoea pityocampa :

2-1-Essai insecticide des huiles essentielles sur les larves de Thaumetopoea
pityocampa:
Les tests de toxicité sont appliqués sur des chenilles du 3°™ stade larvaire, avec les

différentes concentrations des huiles utilisées. Les individus témoins recoivent des

64


https://support.minitab.com/en-us/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/doe/how-to/mixtures/analyze-mixture-design/methods-and-formulas/analysis-of-variance/#sum-of-squares-ss

aiguilles non traités. La mortalité observée est mentionnée dans des tableaux avec des
taux variant de 10 % a 100 % de mortalité observée. Les traitements toxicologiques
sont réalisés dans des conditions contrdlées.
2-1-1-Traitement des chenilles a I’huile du Basilic, Ocimum basilicum :

- Mortalite observee :

A 8 jours du traitement des chenilles de Thaumetopoea pityocampa a I’huile de
Basilic, les taux de mortalités observées ont atteint des valeurs moyennes qui varient
entre 70 et 80% pour les concentrations 1 et 1,5 g/l et un taux de 100% pour la
concentration de 2g/l (Tab.15).

Tableau 15. Taux de mortalité observée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile de Basilic, au 8°™ jour du traitement.

Concentrations 1 g/ 1,54/l 2 g/l
R1 70 80 100
R2 80 70 90
R3 80 80 100
Moyenne 76,67 76,67 96,67

R1, R2, R3 : Répétition pour le taux de mortalité des chenilles.
- Mortalité corrigeée :

Les mortalités observées (Tab.16) sont corrigées par la formule d’Abbott, qui
montre ’effet réel des différentes concentrations. Les valeurs de mortalité corrigée
sont d’'une moyenne qui varie entre 74,06% et 96,28% pour les concentrations de 1,
1,5etde2qgll
(Tab.16)

Tableau 16. Taux de mortalité corrigée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile de basilic, au 8™ jour du traitement :

Concentrations 1g/1 1,59/l 29/1
R1 66,66 77,77 99,99
R2 77,77 66,66 88,88
R3 77,77 77,77 99,99
Moyenne 74,06 74,06 96,28

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité
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- Transformation angulaires des taux de mortalités :

Apres, une transformation angulaire des pourcentages de mortalités enregistrent
les valeurs mentionnées dans le tableau (Tab.17) La transformation angulaire a pour
but de normaliser les valeurs suivant une équation précise. Les taux de mortalité apres
transformation angulaire ont enregistrés environ 5, 65 pour les concentrations les

moins élevés et environ 7 pour la concentration de 2g/1.

Tableau 17. Transformation angulaire des taux de mortalit¢ des chenilles
processionnaires du pin traitées a I’huile de Basilic, au 8™ jour du traitement.

Concentrations 1g/l 1,5g/l 29/l
R1 5,43 5,76 7,34

R2 5,76 5,43 6,21

R3 5,76 5,76 7,34
Moyenne 5,65 5,65 6,96

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité.
- Etude de la variance des taux de mortalités :

Les données sur le tableau 17, (M = 5,65- 5,65- 6,96) ont fait I’objet d’une analyse
de la variance a un critére de classification qui révele un effet concentration trés
hautement significatif (F = 10,39) (Tab.18).

Tableau 18. Variance des taux de mortalité des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa traitées a I’huile de Basilic, au 8*"jour du traitement :

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value R?

Factor 2 3,4497 1,7248
Error 6 0,9965 0,1661 10,39 0,011 49,57%
Total 8 4,4462

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination
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Le coefficient de détermination (R?= 49,57%) révéle une liaison positive entre les
probits des taux de mortalités corrigées et le logarithme des concentrations testées
(Tab.18).
2-1-2-Traitement des chenilles a I’huile d’Eucalyptus, Eucalyptus globulus :

- Mortalite observee :
Les taux de mortalité des chenilles du 3*™stade larvaire de Thaumetopoea
pityocampa traitées & I’huile d’Eucalyptus ont enregistrées les valeurs moyennes de
80%, 90% et 96, 67% pour les concentrations de 3, 4 et de 6 g/l (Tab.19).

Tableau 19. Taux de mortalité observée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile d’Eucalyptus, au 8™ jour du traitement.

Concentrations 3a/1 49/l 6 g/l
R1 70 90 100
R2 80 80 100
R3 90 100 90
Moyenne 80 90 96,67

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité

- Mortalité corrigeée :

Les mortalités observées des chenilles de Thaumetopoea pityocampa traitées a
I’huile d’Eucalyptus, sont corrigées par la formule d’Abbott, qui montre I’effet réel
des différentes concentrations (Tab.20). Les valeurs de mortalité corrigée ont atteint
77,77% pour la concentration de 3g/l, 88,88% pour la concentration de 4g/l et la valeur
de 96,28% pour la concentration de 6g/1 d’huile d’Eucalyptus.

Tableau 20. Taux de mortalité corrigée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile d’Eucalyptus, au 8°™ jour du traitement.

Concentrations 39/l 4g/l 6 g/l
R1 66,66 88,88 99,99

R2 71,77 71,77 99,99

R3 88,88 99,99 88,88
Moyenne 77,77 88,88 96,28

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité
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- Transformation angulaire des taux de mortalités :

Les taux de mortalité corrigée sont ensuite normalisés pour atteindre les valeurs de
5,80 pour la concentration de 3g/l, la valeur de 5,91 pour la concentration de 4g/l et la

valeur de 6,96 pour la concentration la plus élevée de I’huile d’Eucalyptus (Tab.21)

Tableau 21. Transformation angulaire des taux de mortalit¢ des chenilles
processionnaires du pin traitées a 1’huile d’Eucalyptus, 8™ jour du traitement:

Concentrations 3a/1 49/l 6 g/l
R1 5,43 6,21 7,34

R2 5,76 5,76 7,34

R3 6,21 7,34 6,21
Moyenne 5,80 591 6,96

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité
- Etude de la variance des taux de mortalité :

Les données du tableau (M= 5,80- 5,91- 6,96) ont fait 1’objet d’une analyse de la
variance a un critere de classification qui révele un effet concentration trés hautement
significatif (F= 2,46) (Tab.22).Le coefficient de détermination (R?= 26,74%) révele
une liaison positive tres forte entre les probits des mortalités et le logarithme des
concentrations testées).

Tableau 22. Variance des taux de mortalité des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa traitées a 1’huile d’Eucalyptus 8°™ jour apres traitement.

Source DF Adj SS |Adj MS F-Value P-Value R?
Factor 2 2,036 1,0180

Error 6 2,483 0,4139 2,46 0,166 26,74%
Total 8 4,519

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination
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2-1-3-Traitement des chenilles a ’huile de cédre Cedrus atlantica :
- Mortalité observée :

La mortalité observée des chenilles de Thaumetopoea pityocampa traitées a I’huile
de cédre a enregistré les valeurs de 80%, 90% et la valeur de 96,67% pour les
concentrations de 2, de 2,5 et de 3g/l de I’huile de cedre (Tab.23).

Tableau 23. Taux de mortalité observée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile de cédre, au dernier jour du traitement.

Concentrations 2 g/l 2,59/l 3g/
R1 80 90 100
R2 70 100 90
R3 90 80 100
Moyenne 80 90 96,67

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité
- Mortalité corrigeée :

Les mortalités observées (Tab.24) des chenilles de Thaumetopoea pityocampa
traitées a 1’huile de cédre sont corrigées par la formule d’Abbott, qui montre 1’effet
réel des différentes concentrations pour atteindre les taux de mortalité corrigé égales a
77,77% pour la concentration de 2g/l, 88,88% pour la concentration de 2,5¢/l et la
valeur corrigé de 96,28% pour la concentration de 3g/I.

Tableau 24.Taux de mortalité corrigée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a ’huile de cédre, au 8°™ du traitement.

Concentrations 2gil 25 g1 gl
R1 77,77 88,88 99,99

R2 66,66 99,99 88,88

R3 88,88 77,77 99,99
Moyenne 77,77 88,88 96,28

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité
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- Transformation angulaire des taux de mortalités :

Apres, une transformation angulaire des pourcentages de mortalité a donné les
valeurs suivantes : 5,80 pour la concentration de 2g/l, la valeur de 6,43 pour la
concentration de 2,59/l et la valeur de 6,96 pour la concentration de 3g/1 de I’huile de
cedre (Tab.25).

Tableau 25. Transformation angulaire des taux de mortalit¢ des chenilles
processionnaires du pin traitées a I’huile de cedre, au 8™ du traitement.

Concentrations 29/l 2,54/l 39/l
R1 5,76 6.21 734

R2 5,43 7,34 621

R3 6,21 5,76 734
Moyenne 5,80 6,43 6,96

R1, R2, R3 : Répétition pour les taux de mortalité
- Etude de la variance des taux de mortalités :

Les données des taux de mortalité corrigés et normalisés des chenilles de
Thaumétopoea pityocampa traitées au cédre de I’Atlas (M= 5,80- 6,43- 6,96) ont fait
I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tab.26) qui révele
un effet concentration tres hautement significatif (F= 2,46). Le coefficient de
détermination (R?= 26,74%) révéle une liaison positive trés forte entre les probits des
mortalités corrigées et le logarithme des concentrations testées.

Tableau 26.Variance des taux de mortalité des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa traitées a I’huile de cédre, 8™ traitement.

Source DF Adj SS AdjMS | F-Value | P-Value R?
Factor 2 2,036 1,0180

Error 6 2,483 0,4139 2,46 0,166 26,74%
Total 8 4,519

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination

70



https://support.minitab.com/en-us/minitab/18/help-and-how-to/modeling-statistics/doe/how-to/mixtures/analyze-mixture-design/methods-and-formulas/analysis-of-variance/#sum-of-squares-ss

2-1-4-Traitement des chenilles & ’huile de bois de Gaiac :Bulnesia sarmienti

- Mortalité observée :

Au 8™ jour du traitement toxicologique des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa & I’huile de bois de Gaiac, les taux de mortalité observées ont atteint une
valeur égale a 70% pour la concentration de 2g/l, une valeur de 76,67% pour la
concentration de 2,5¢g/1 et la valeur de 90% pour la concentration de 3g/1 de I’huile de
bois de Gaiac (Tab.27).

Tableau 27. Taux de mortalité observée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile de bois de Gaiac, au 8eme jour du traitement.

Concentrations 2 g/l 2,5 g/l 3g/
R1 80 80 80
R2 60 70 90
R3 70 80 100
Moyenne 70 76,67 90

R1, R2, R3 : Répétitions pour les taux de mortalité

- Mortalité corrigeée :

Les mortalités observées (Tab.28) des chenilles de Thaumetopoea pityocampa
traitées a I’huile du bois de Gaiac sont ensuite corrigées par la formule d’Abbott qui
montre ’effet réel des différentes concentrations (Tab.28) pour atteindre des taux de
66,66%, 74,06% et 88,88% pour les concentrations de 2, 2,5 et 3g/l de I’huile de bois
de Gaiac.

Tableau 28. Taux de mortalité corrigeée sur les chenilles processionnaires du pin
traitées a I’huile de bois de Gaiac, au 8°™ jour du traitement.

Concentrations 29/l 2,5 g/l 39/l
R1 71,77 71,77 71,77

R2 55,55 66,66 88,88

R3 66,66 71,77 99,99
Moyenne 66,66 74,06 88,88

R1, R2, R3 : Répétitions pour les taux de mortalité.
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Transformation angulaire des taux de mortalités :

Aprés, une transformation angulaire des pourcentages de mortalités est réalisée
(Tab.29) : les valeurs de mortalité normalisée des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa sont les suivantes : 5,44 pour la concentration de 2g/l, de 5, 65 pour la
concentration de 2,5¢/1 et la valeur de 6,43 pour la concentration la plus élevée de
I’huile de bois de Gaiac.

Tableau 29.Transformation angulaire des taux de mortalit¢ des chenilles
processionnaires du pin traitées a I’huile de bois de Gaiac, au 8™ jour du traitement.

Concentrations 2 g/l 2,5 g/l 3g/
R1 5,76 5,76 5,76

R2 5,14 5,43 6,21

R3 5,43 5,76 7,34
Moyenne 5,44 5,65 6,43

R1, R2, R3 : Répétitions pour les taux de mortalité.

- Etude de la variance des taux de mortalités :

Les données sur le tableau (30) (M= 5,44- 5,66- 6,43), ont fait I’objet d’une
analyse de la variance a un critére de classification qui révéle un effet concentration
trés hautement significatif (F= 3,11).Le coefficient de détermination (R? = 34,53 %)
révele une liaison positive trés forte entre les probits des mortalités corrigées et le

logarithme des concentrations testées.

Tableau 30. Variance des taux de mortalité des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa traitées a I’huile de bois de Gaiac, au 8°™ jour du traitement.

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value R?
Factor 2 1,648 0,8241

Error 6 1,590 0,2651 3,11 0,118 34,53 %
Total 8 3,239

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination
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2-2-Parametres toxicologiques des taux de mortalités :

2-2-1-Valeurs des droites de régression et des concentrations létales pour chaque

molécule au 3°™ stade larvaire, aprés 24 heures du traitement :

Les parametres toxicologiques du traitement des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa au 3°™ stade larvaire sont calculés pour chaque molécule aprés 24 heurs
et apres 8 jours du traitement. Les concentrations létales 50 et 90 sont également
estimées. Les résultats apres 24 heures du traitement (Fig.37) montrent que 1’équation
de régression du traitement des chenilles a I’huile de Basilic est la suivante Y= 1,39 x
+3,64. Les concentrations létales, 50 et 90 enregistrent respectivement des valeurs
égales & 2,66 g/l et 6,42 g/l. La valeur de R? est de 0, 68 (Tab.31).
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Figure 37. Courbe de régression apres 24 heures du traitement des chenilles a I’huile
de Basilic.

Le traitement toxicologique des chenilles de Thaumetopoea pityocampa du 3™
stade larvaire a I’huile d’Eucalyptus enregistre une équation de régression suivante Y=
16,20x — 7, 03. (Fig.38). Les valeurs des CL 50 et 90 sont de 2,09 g/l et 2,27 g/l
respectivement. Le traitement des chenilles processionnaire du pin & [I’huile
d’Eucalyptus a enregistré une valeur de R? égale a 0,88 aprés 24 heures du traitement
(Tab.31).
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Figure 38. Courbe de régression apres 24 heures du traitement des chenilles a I’huile
d’Eucalyptus.

Concernant les résultats obtenus pour le traitement des chenilles a I’huile de bois
de Gaiac (Fig.39), I’équation de régression est la suivante Y= 2,53 x +2,87. Les
concentrations létales 50 et 90 ont enregistrés des valeurs égales a 2,32 g/l et 3,78 g/l

respectivement. La valeur de R? est de 0,72 aprés 24 heures du traitement (Tab.31).
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Figure 39. Courbe de régression aprés 24 heures du traitement des chenilles a I’huile
de bois de Gaiac

Enfin, et pour le traitement toxicologique des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa du 3°™ stade larvaire a I’huile de cédre, 1’équation de régression est la
suivante Y=. 23,96 x — 7, 89 (Fig.40). Les valeurs des CL 50 et 90 sont de 1,72 g/l et
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1,80 g/l respectivement. La valeur de R? est de 0,72 aprés un jour du traitement
(Tab.31).
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Figure 40. Courbe de régression aprées 24 heures du traitement des chenilles a I’huile

de cédre

75



Tableau 31. Parametres toxicologiques et concentrations létales apres 24 heures du
traitement des chenilles du 3°™ stade larvaire de T. pityocampa par les différentes

huiles essentielles :

Concentrations

Parameétres utilisées Droite de régression CL 50 CL 90 R2
(9/l)
Basilic .
(Ocimum Y=1,39 x +3,64
basilicum) 1,5 2,66 6,42 0,68
2
3
Eucalyptus 4 Y=16,20x-7,03 2,09 227 | 0,88
(Eucalyptus
globulus) 6
2
Bois de Gaiac
(Bulnesia 2,5 Y=2,53 x +2,87 2,32 3,78 0,72
sarmienti)
3
2
Cedre de I’ Atlas
(Cedrus 2,5 Y=23x_7, 89 1,72 1,80 0,72
atlantica)
3

Y : Droite de régression-CL : Concentration létale- R?: Coefficient de détermination.

2-2-2-Valeurs des droites de régression et des concentrations Iétales pour chague
molécule au 3°™ stade larvaire, aprés 8 jours du traitement :

Apreés 8 jours, les résultats montrent que 1’équation de régression du traitement des

chenilles a I’huile de Basilic est la suivante Y= 3,57 x+ 6,02. (Fig.41). Les

concentrations létales, 50 et 90 enregistrent respectivement des valeurs égales a 0,75

et 0,94 g/l. La valeur de R? est de

0,68 (Tab.32).

76




: .
7 -
y =3.5781x + 6.0261
- —

® 6 & R? =0.6808
2
©
£ 5
2 4 & Seriesl
P
'E 3 ——Linear (Series1)
§ 5 —— Linear (Series1)

1

0

0 0.1 0.2 0.3 0.4
Log dose (Basilic)

Figure 41. Courbe de régression aprés 8 jours du traitement des chenilles a 1’huile de

Basilic

Le traitement toxicologique des chenilles de Thaumetopoea pityocampa du 3°™ stade
larvaire a I’huile d’Eucalyptus enregistre une équation de régression suivante : Y=
6,38x +2,42. (Fig.42).

Les valeurs des CL 50 et 90 sont de 1,49 et 1,80 g/l respectivement. Le traitement des
chenilles processionnaire du pin & I’huile d’Eucalyptus a enregistré une valeur de R?

égalea 0,99 apres 8 jours du traitement (Tab.32).
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Figure 42. Courbe de régression aprés 8 jours du traitement des chenilles a 1’huile

d’Eucalyptus
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Concernant les résultats obtenus pour le traitement des chenilles & I’huile du bois
de Gaiac, (Fig.43), I’équation de régression est la suivante Y=9,10x +2, 76. Les
concentrations létales, 50 et 90 ont enregistrés des valeurs égales a 1,27 et 1,46 g/l

respectivement. La valeur de R? est de 0,72 aprés 8 jours du traitement (Tab.32).
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Figure 43. Courbe de régression apres 8 jours du traitement des chenilles a 1’huile de

bois de Gaiac

Enfin, et pour le traitement toxicologique des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa du 3°™ stade larvaire & I’huile de cédre, ’équation de régression est la
suivante Y= 16,08 x — 0,54. (Fig.44). Les valeurs des CL 50 et 90 sont de 1,40 et 1,52

g/l respectivement. La valeur de R? est de 0,87 aprés 8 jours du traitement (Tab.32).
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Figure 44. Courbe de régression aprés 8 jours du traitement des chenilles a 1’huile de

cedre
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Tableau. Paramétres toxicologiques et concentrations létales aprés 8 jours du

traitement des chenilles du 3°™ stade larvaire de T. pityocampa par des différentes

huiles essentielles :

Concentrations

Parameétres utilisées Droite de régression CL 50 CL 90 R2
(9/l)
1
Basilic —
(Ocimum 15 Y=3,57 x 46,02 0,75 094 | 0,68
basilicum)
2
3
Eucalyptus 4 Y=6,38x+242 1,49 180 | 0,99
(Eucalyptus
globulus) 6
2
Bois de Gaiac
(Bulnesia 2,5 Y=9,10 x +2,76 1,27 1,46 0,72
sarmienti)
3
2
Cedre de
I’ Atlas ((;edrus 2,5 Y= 16,08 x - 0,54 1,40 1,52 0,87
atlantica)
3

Y : Droite de régression-CL : Concentration létale- R?: Coefficient de détermination.

3-Effet des huiles essentielles sur la formule hémocytaire de la chenille

processionnaire du pin.

Le nombre total des cellules hémocytaires enregistré en 1 ul est d’une moyenne de
32 cellule/ul d’hémolymphe (Tab.33).

79




Tableau 33. Comparaison du nombre total des cellules hémocytaires entre les
chenilles non traitées de Thaumetopoea pityocampa et celles traitées.

Chenilles Non traitées Traitées a ’huile | Traitées a ’huile de
d’eucalyptus Basilic
R1 28 46 53
R2 37 34 34
R3 33 31 35
R4 31 26 48
Moyenne pL 32 34,25 42 5
Ecart type+ 4,16 8,5 9,47

R1, R2, R3, R4 : Répétitions du nombre total des cellules

Cette valeur augmente remarquablement pour atteindre les 34,25 cellule/ul

d’hémolymphe pendant le traitement des chenilles processionnaire du pin a I’huile de

d’Eucalyptus et la valeur de 42,5 cellule/ul d’hémolymphe durant le traitement des
chenilles a I’huile de Basilic (Fig. 45).
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Figure 45. Nombre total des cellules hémocytaires chez les chenilles non traitées et
celles traitées aux I’huiles d’Eucalyptus et de Basilic.

80



3-1-Etude de la variance entre le nombre total des cellules hémocytaires des

chenilles non traitées et celui des chenilles traitées :

Les résultats exposes dans le tableau  indiquent que I’analyse de la variance a un
critére de classification des moyennes du nombre total des cellules hémocytaires des
chenilles de Thaumetopoea pityocampa montrent des différences hautement
significatives entre les chenilles non traitées et celles traitées aux 1’huile d’Eucalyptus

et de Basilic.

La valeur de F est égale & 2,01, la valeur de p < 0.05. Le coefficient R? a enregistré
une valeur de 30,88% (Tab.34).

Tableau 34. Analyse de la variance a un critére de classification entre le nombre total
des cellules chez les chenilles non traitées et celles traitées.

Source DF Adj SS Adj MS F-Value | P-Value R?
Factor 2 236,2 118,08

Error 9 528,5 58,72 2,01 0,190 30.88 %
Total 11 764,7

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination

3-2-Etude et Comparaison du nombre moyen des cellules par type hémocytaire
entre les chenilles non traitées et celles traitées :

3-2-1-Chez les larves non traitées :

Les granulocytes sont les cellules les plus abondantes dans 1’hémolymphe des
chenilles non traitées de Thaumetopoea pityocampa (Tab.35). Une estimation du
nombre moyen des granulocytes est réalisee pour le comparer aux valeurs des
chenilles traitées aux huiles, il enregistre une un nombre moyen égale a 21,75 cellules
dans un 1pl d’hémolymphe (Fig.46).

Tableau 35. Nombre moyen des cellules par type hémocytaire chez les chenilles non
traitées de Thaumetopoea pityocampa.

Non traitées

Granulocytes

Plasmocytes

Oénocytes

Total

Nombre Moyen en pl

21,75

9,5

1

32,25
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Figure 46. Nombre moyen des cellules par type hémocytaire chez les chenilles non
traitées de Thaumetopoea pityocampa

3-2-2-Chez les larves traitées :

- Traitement a ’huile d’eucalyptus :

Les plasmocytes sont les cellules les plus abondantes chez les chenilles de
Thaumetopoea pityocampa traitées a 1’huile d’Eucalyptus avec un nombre moyen
del19,5 cell / pl(Tab.36). Viennent ensuite les granulocytes avec une valeur de 14, 25
cell / pl. Les Oenocytoides restent toujours les cellules les moins abondantes pendant
le traitement a I’huile d’Eucalyptus (Fig.47)

Tableau36. Nombre moyen des cellules par type hémocytaire chez les larves de
Thaumetopoea pityocampa traitées a 1’huile d’Eucalyptys.

Eucalyptus Granulocytes | Plasmocytes | Oenocytes | Total

Nombre Moyen en pul 14,25 19,5 0,5 34,25
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Figure 47. Nombre moyen des cellules par type hémocytaire chez les larves de
Thaumetopoea pityocampa traitées a 1’huile d’Eucalyptus.

- Traitement par I’huile de basilic:

Les plasmocytes et les granulocytes sont les cellules les plus observées durant le
traitement des chenilles de Thaumetopoea pityocampa au basilic (Tab.37). Le nombre
moyen des plasmocytes a également augmenté pour atteindre une valeur égale a 24
cell / pl. (Tab.37). Les Oenocytoides sont les cellules les moins abondantes avec une
valeur de 2, 25 (Fig.48).

Tableau 37. Nombre moyen des cellules par type hémocytaire chez les larves de
Thaumetopoea pityocampa traitées par I’huile de Basilic.

Basilic Granulocytes Plasmocytes Oenocytes Total

Nombre Moyen en ul 19 24 2,25 42,5
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Figure 48. Nombre des cellules par type hémocytaire chez les larves de
Thaumetopoea pityocampa traitées par I’huile de Basilic.

3-3-Etude de la variance du Nombre des cellules par type hémocytaire entre les

chenilles non traitées et celles traitées :

- Chez les granulocytes :

Le nombre moyen des granulocytes est plus élevé chez les chenilles non traitées

que chez celles traitées. Ce nombre atteint des valeurs moyennes égales a 14,25

cellules/ pl  pour le traitement a I’eucalyptus et a 19 cellules / pl pour le traitement au

Basilic (Tab.38)

Tableau 38. Comparaison du nombre moyen des granulocytes entre les chenilles non
traitées de Thaumetopoea pityocampa et celle traitées.

Chenilles Non traitées Traitées a ’huile | Traitées a ’huile de
d’eucalyptus Basilic
R1 17 16 29
R2 24 14 9
R3 27 17 26
R4 19 10 12
Moyenne pL 21,75 14,25 19
Ecart type+ 4,57 3,09 9,967

R1, R2, R3, R4 : Répétition pour le nombre total des cellules.
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Les résultats du traitement statistique des données du nombre moyen des
granulocytes dans I’hémolymphe des chenilles de Thaumetopoea pityocampa
indiquent qu’il existe des différences trés hautement significatives entre les chenilles
non traitées et celles traitées a I’huile d’eucalyptus et de basilic. La valeur de F est
égale a 1,33, la valeur de p < 0.05. Le coefficient R? a enregistré une valeur de 60,57
% (Tab.39).

Tableau 39. Analyse de la variance a un critére de classification du nombre moyen

des Granulocytes chez les chenilles non traitées de Thaumetopoea pityocampa et
celles traitées.

Source DF Adj SS AdjMS | F-Value | P-Value R?
Factor 2 115,2 57,58

Error 9 389,5 43,28 1,33 0,312 60,57 %
Total 11 504,7

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination.

- Chez les plasmocytes :

Contrairement aux granulocytes, le nombre moyen des plasmocytes est plus élevé
chez les chenilles traitées. Ces cellules enregistrent la moyenne la plus élevé pendant
le traitement des chenilles de Thaumetopoea pityocampa au Basilic avec une valeur
égale a 24 cellule/ pl d’hémolymphe (Tab. 40).

Tableau 40. Comparaison de nombre moyen des Plasmocytes entre les chenilles non
traitées de Thaumetopoea pityocampa et celles traitées.

Chenilles Non traitées Traitées a ’huile | Traitées a "huile
d’eucalyptus de Basilic
R1 10 28 20
R2 11 20 23
R3 6 14 19
R4 11 16 34
Moyenne pL 95 19,5 24
Ecart typet 2,38 6,19 6,88

R1, R2, R3, R4 : Répétition pour le nombre total des cellules.
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Les données du nombre des plasmocytes ont fait ensuite I’objet d’une analyse de la
variance a un critere de classification. Ces données révelent des différences hautement
significatives entre les chenilles non traitées et celles traitées a I’huile d’eucalyptus et
de basilic. La valeur de F est égale a 7,24, la valeur de p < 0.05. Le coefficient R?
enregistre une valeur de 61,66% (Tab.41).

Tableau 41. Analyse de la variance a un critére de classification du nombre moyen
des plasmocytes chez les chenilles non traitées et celles traitées.

Source DF Adj SS Adj MS F-Value | P-Value R?
Factor 2 440,7 220,33
Error 9 2740 30,44 7,24 0,013 61,66%
Total 11 714,7

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination

- Chez les Oenocytoides

Le tableau 41 montre que les Oenocytoides sont les cellules les moins abondantes
dans I’hémolymphe de la chenille processionnaire du pin. La valeur la plus importante
des Oenocytoides est enregistré chez les larves traitées au basilic, avec un nombre
moyen égale a 2,25 cellules / pl d’hémolymphe.

Tableau 42. Comparaison du nombre moyen des Oenocytoides entre les chenilles non
traitées de Thaumetopoea pityocampa et celle traitées.

Chenilles Non traitées Traitées a I’huile | Traitées a ’huile de
d’eucalyptus Basilic

R1 1 2 4

R2 2 0 2

R3 0 0 1

R4 1 0 2
Moyenne pL 1 0,5 2,25
Ecart type+ 0,82 1 1,26

R1, R2, R3, R4 : Répétition pour le nombre total des cellules.

L’analyse de la variance a un critére de classification pour le nombre moyen des

Oenocytoides dans 1’hémolymphe des chenilles processionnaires du pin indique des
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différences hautement significatives entre les chenilles non traitées et celles traitées a
I’huile d’eucalyptus et de basilic. La valeur de F est égale a 3, la valeur de p < 0.05, le
coefficient R? a enregistré une valeur de 40% (Tab.43).

Tableau 43. Analyse de la variance a un critére de classification du nombre moyen

des Oenocytoides entre les chenilles non traitées de Thaumetopoea pityocampa et
celles traitées.

Source DF AdjSS | AdjMS | F-Value | P-Value R?
Factor 2 6,500 3,250

Error 9 9,750 1,083 3,00 0,100 40%
Total 11 16,250

SS: Somme des carrés — ADJ DF : Degré de liberté — ADJ MS : régression- F : Variance
observée- P : Niveau de signification- R?: Coefficient de détermination

3-4-Comparaison entre les différentes formes de réactions immunitaires entre les

chenilles traitées et celles non traitées :

Le nombre total des cellules hémocytaires dans I’hémolymphe des chenilles
processionnaire du pin est plus important chez les larves traitées aux huiles essentielles
que celui enregistré chez les chenilles non traitées. Les différentes hémocytes
cellulaires identifiés chez I’insecte, ont enregistrées des valeurs variables entre les
larves traitées (34,25 cellule/ul pour le traitement a I’huile d’Eucalyptus et 42,5

cellule/pl pour le traitement a I’huile de Basilic) et celles contrélées (32,25 cellule/pul).

Le traitement toxicologique des chenilles de la processionnaire du pin a ’huile de
basilic a enregistré un nombre total (42,5 cellule/ul) et par type hémocytaire
(Granulocytes= 19 cellule/ul, Plasmocytes= 24 cellule/pl, Oenocytes= 2,5 cellule/ul)
les plus élevés chez les larves de la chenille processionnaire du pin Thaumetopoea

pityocampa.

La lutte toxicologique a endommagé plusieurs cellules hémocytaires, ce qui a

augmenté la masse des débris cellulaires pendant le traitement.

Nous avons également détecté plus de forme de phagocytose et de nodulation chez

les chenilles traitées. Les observations microscopiques ont indiqué la présence de
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nombreuses formes parasitaires et de nombreuses réactions immunitaires pour les

controler.
4-Comportement alimentaire de la chenille processionnaire :

Les tests d’attractivités chimiques des chenilles de Thaumetopoea pityocampa par
les différentes espéces de pin, sont réalisés dans un olfactométre pour évaluation du
comportement alimentaire des chenilles. Au début de chaque test, la chenille est
déposée a la zone de dépare en enceinte close (Fig.49). Le temps que mettent les
chenilles pour atteindre leur nourriture est estimé pour chaque plante utilisée et

pendant chaque stade larvaire.

4-1-Attractivité chimique des chenilles de Thaumetopoea pityocampa vis-a-vis des
différentes espéces testées :

Les tests d’attractivités chimiques des chenilles de Thaumetopoea pityocampa par
les différentes espéces de pin, ont enregistré des valeurs variables en fonction de la

plante utilisée et les stades de développement larvaire des chenilles (Fig.50).
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Attractivité des chenilles

H Nombre de Chenilles non attirées 4 Nombre de chenille attirées

Figure 49. Attractivité chimigue des chenilles de Thaumetopoea pityocampa des

différents stades larvaires pour les différentes espéces utilisées.

A partir de la figure (49), on observe que plus de la moitié des larves du 3°Mstade
larvaire, sont attirées significativement par les différentes espéces (L3=46% pour le
pin d’Alep, 64% pour le pin maritime et 57% pour le cédre). Cette attractivité
augmente le long du développement larvaire pour enregistrer des valeurs égales a
66% pour le pin d’Alep, 53% pour le pin Maritime et 59% pour le cédre. En effet, les
résultats indiquent que ces derniéres augmentent encore pour atteindre presque les
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90 % de la population testé au denier stade larvaire (L5=90% pour le pin d’Alep, 82%

pour le pin maritime et 85% pour le cédre) (Tab.44).

Tableau 44. Moyenne des chenilles attirées et non attirées par les différentes espéces
utilisées pendant les différents stades de développement larvaire de la chenille.

Nombre de Nombre de
Stade larvaire Espece utilisée chenille non chenilles attirées.
attirées
Pin d’Ale
eme P 12 8
Pin Maritime 13 7
Cédre de L’atlas 9 11
Pin d’Ale
3 eme P 12 8
Pin Maritime 6 14
Cédre de L’atlas 7 13
Pin d’Ale
géme P 6 14
Pin Maritime 9 1
Cédre de L’atlas 8 12
Pin d’Ale
5 éme P 2 18
Pin Maritime 4 16
Cédre de L’atlas 5 18

4-2-Etude de DPattractivité des chenilles de Thaumetopoea pityocampa par les
différentes espéces utilisées durant les différents stades larvaires :

Nous remarquons que quelque soit I’espéce de pin ou de cédre utilisée durant
I’étude, Iattractivité augmente d’un stade larvaire a D’autre. Ce qui indique

I’augmentation de leur appétit le long des stades larvaires (Tab.43).

4-2-1-Attractivité par stade larvaire :
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-En L2 :

En ce qui concerne la préférence entre les différentes espéces, les larves de la
chenille processionnaire du pin du 2°™ stade sont attirées significativement par les
différentes espéces de pin (Tab.45).

Tableau 45. Pourcentage des larves du 2°™ stade larvaire attirées et non attirées par
les différentes especes utilisées.

Stade 2
moyenne attirée Attirées non attirés
Especes
ALEP 1803 secondes 43% 57%
Maritime 757 secondes 36% 64%
Cedre 1493 secondes 55% 45%

Plus de la moitié de la population est attirée par le cedre, dont les chenilles mettent
environ 1493 secondes en moyenne pour le détecter et entre 30% et 40% par les
différentes espéces de pin dont elles mettent plus de temps pour les atteindre (environ
1803 secondes pour ’odeur de pin d’Alep) (Fig.50).

4 N\

H Attirées

i non attirés

Pourcentage d'attractivité

Plante utilisée

- J

Figure 50. Taux des chenilles du 2°™ stade larvaire attirées et non attirées par les
différentes especes utilisées
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-En L3 :

Au 3°™ stade larvaire, les chenilles de Thaumetopoea pityocampa sont attirées
significativement par les différentes espéces de pin (Tab.46). La moitié de la
population est attirée par le pin d’Alep (46%) et par le cedre (57%). Le pin maritime

attire 65% de la population de la chenille processionnaire (Fig.51).

Tableau 46. Pourcentage des larves du 3°™ stade larvaire attirées et non attirées par
les différentes especes utilisées :

Stade 2
moyenne attirée Attirées non attirés
Especes
ALEP 1218 Seconde 46% 54%
Maritime 986 secondes 64% 36%
Cedre 941 Secondes 57% 43%

Les chenilles mettent plus de temps pour détecter I’odeur des variétés de pin
(1218 Secondes pour le pin d’Alep et 986 secondes pour le pin Maritime) que pour

détecter I’odeur du cédre ( seulement 941 Secondes).

M Attiré

i non attirés

Poucentage d'attractivité

Plante utilisée

G J

Figure 51. Taux des chenilles du 3°™ stade larvaire attirées et non attirées par les
différentes especes utilisées
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-En L4 :

Les résultats sur le tableau (47) indiquent un pourcentage d’attractivité égal a 66%
de la population par le pin d’Alep, avec une durée moyenne d’attractivité égale a 1206
Secondes.

Tableau 47. Pourcentage des chenilles du 4°™ stade larvaire attirées et non attirées par
les différentes especes utilisées

Stade 2
moyenne attirée Attirées non attirés
Especes
ALEP 1206 Seconde 66% 34%
Maritime 1046 secondes 53% 47%
Cedre 970 secondes 59% 41%

Environ 53% des chenilles sont attirées par le pin Maritime dont les larves mettent
environ 1046 secondes pour détecter ’odeur et 59% attirées par le cedre dont les
chenilles mettent moins de temps pour atteindre ses aiguilles avec un temps égale a
970 secondes (Fig.52).

4 )

H Attirées

i Non attirées

Pourcentage d'attractivité

Plante utilisée
- J

Figure 52. Taux des chenilles du 4°™ stade larvaire attirées et non attirées par les
différentes especes utilisées.
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-En L5 :

Au dernier stade larvaire, les chenilles de Thaumetopea pityocampa sont attirées
significativement par les différentes espéces, presque toute la population testée est
attirée par ’odeur des aiguilles du pin d’Alep, du pin Maritime et du cédre (90%, 82%
et 85%) (Tab.48).

Tableau 48. Pourcentage des chenilles du 5°™ stade larvaire attirées et non attirées par
les différentes especes utilisées

Stade 2
moyenne attirée Attirées non attirés
Especes
ALEP 334 Seconde 90% 10%
Maritime 764 secondes 82% 18%
Cedre 441 Secondes 85% 15%

En L5, les chenilles de Thaumetopoea pityocampa mettent moins de temps pour
détecter ’odeur du pin d’Alep avec un temps égal a 334 secondes et le cedre avec une

valeur d’attractivité égale a 441 secondes (Fig.53).

4 N\

i Attirées

i Non attirées

Pourcentage d'attractivité

Plante utilisée

G J

Figure 53. Taux des chenilles du 5°™ stade larvaire attirées et non attirées par les
différentes especes utilisées
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V- DISCUSSION

1- Identification et nombre des cellules hémocytaires de Thaumetopoea

pityocampa :

Chez les insectes, la résistance immunitaire aux maladies et aux infections se
caractérise par différentes réactions adaptatives telles que: la phagocytose,
I'encapsulation, la mélanisation et la coagulation (Schmid 2005). Ces réactions se
réalisent par des éléments immunitaires principaux appelés « hémocytes ». Ces
derniéres sont responsables de 1’¢limination des particules biotiques, telles que les
bactéries ainsi que les éléments abiotiques, comme les parasites synthétiques (Lavine
et Strand 2002., Rolffand et Siva-Jothy 2003).

Nous nous sommes intéressés dans notre présent travail a I’étude du systéme
immunitaire de Thaumetopoea pityocampa. Une identification de toute la formule
hémocytaire des chenilles de différents stades larvaires a éteé réalisée, en évaluant
principalement les différents processus des réactions immunitaires, ainsi que la
participation des cellules hémocytaires dans leur réalisation. La réponse immunitaire
se realise par les hémocytes de I’insecte en plusieurs formes de communications
immunitaires entre les cellules et 1’élément a éliminer qu’il soit une bactérie, un

nématode, ou un élément étranger afin de le neutraliser.

L’étude microscopique de I'hémolymphe extrait des chenilles de Thaumetopoea
pityocampa du 2°™ au 4°™ stade larvaire, est évalué sur un microscope optique, puis
sur un microscope a fluorescence. Les observations successives ont indiqué la
présence de plusieurs types de cellules hémocytaires, les plus importantes et celles qui
sont repérées des le premier age de I’insecte sont, les prohemocytes, les plasmocytes,

les granulocytes et les Oenocytoides.

Cela est également confirmé par Ghoneim et al.,(2015), ou les auteurs ont pu
identifiés cinq types hémocytaires dans I’hémolymphe des larves du dernier stade du
ver du cotonnier (Spodoptera littoralis), a savoir les prohémocytes, les plasmocytes,
les granulocytes, les sphérulocytes et les oenocytoides. L’insecte lépidoptere, est un
papillon nocturne caractérisé par la présence de plusieurs types cellulaires a différent

pourcentage en 6 °™ stade larvaire.
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Cela est aussi observé dans les travaux d’Arnold et hinks en (1976). En effet, les
auteurs ont procédé a une coloration des frottis issus du prélévement de I’hémolymphe
des chenilles du dernier stade de la dart claire (Euxoa declarata., Lepidoptera:
Noctuidae). Aprés une division cellulaire, composé principalement d’une méiose et
d’une mitose, 1I’observation au microscope optique a permis 1’identification de quatre
type cellulaire : Les prohemocytes, les plasmocytes, les granulocytes et les
Oenocytoides. La forme et la dimension de chaque type cellulaire était différente avant

et apres la phase de division cellulaire.

Chez les chenilles de Thaumetopoea pityocampa, le nombre total des hémocytes
est variable d’un stade a l'autre. L’¢tude quantitative parlame de comptage, nous
permet d’estimer le nombre total des cellules hémocytaires pour chaque stade larvaire,
et celui de chaque type cellulaire identifié. Au 2¢™ stade, le nombre total des cellules
hémocytaires est représenté par 75x102 cellule/ml. Ce nombre a augmenté au 3°m
stade pour atteindre 85x10°cellule/ml d’hémolymphe. Au 4™ larvaire, la formule
hémocytaire chez les larves atteint son age de maturation, avec une moyenne égale a
21x10* cellule/ml.

Le nombre des cellules hémocytaires chez les chenilles de Thaumetopoea
pityocampa est donc fonction du stade larvaire a partir duquel I’hémolymphe est
récupéré, cela est également confirmé chez les larves de bombix mori, ou une
différence remarquable est observée entre 1’hémolymphe des chenilles des stades

larvaires précoces et celui des stades avancés (Yamashita et lwabuchi, 2001).

Nos résultats ont indiqué que les prohemocytes sont les cellules les plus
abondantes au 2™ stade larvaire de la chenille processionnaire du pin. Elles sont
reconnues par leur petite forme ronde et ne représentaient que 8% des cellules
observées. Pendant les stades larvaires les plus développées (3°™ et 4°™ stades
larvaires), ce sont les granulocytes qui présentent la plus grande masse cellulaire de
I’hémolymphe comparent avec les plasmocytes et les prohémocytes, dont le nombre
diminue remarquablement. Ce qui révele la possibilité de leur transformation en
granulocytes et en plasmocytes. Les prohémocytes observées et repérés chez des
larves des premiers stades sont transformés en plasmocytes et granulocytes pendant les

stades les plus avancés. Une étude similaire sur la méme espéce montre qu'environ
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40% des prohemocytes de I'hémolymphe de Iinsecte se sont différenciés en
plasmocytes, ces cellules jeunes ont une grande importance en raison de leur réle
autant que cellules souches, participant a la formation de la plupart des autres types
hémocytaires (Chapman 1998).

Cela est confirmé pour la majorité des insectes Iépidopteres ou les granulocytes et
les plasmocytes sont les cellules hémocytaires capables d'adhérer & des surfaces
étrangeres, et ensembles, ils forment généralement plus de 50% des formes
hémocytaires (Ratcliffe 1993., Strand et Pech 1995).

Contrairement a nos résultats, une étude immunitaire qui met en évidence,
I’abondance d'Aedes Aegypti a montré que ce sont les prohémocytes qui représentent
la forme cellulaire la plus abondante durant tous les stades larvaires (Araujo et al.,
2008). Giglio et al., en (2008) ont également montré que la majorité des cellules
homocyteires des tissus hematopoiétiques chez les adultes et les larves de Carabus

Lefebvre est représenté par les plasmocytes.

Les granulocytes, qui représentent les cellules les plus abondantes dans
I’hémolymphe des chenilles de Thaumetopoea pityocampa, sont présents avec une
forme ronde pourvue de granules intenses de couleur brillante, dont le nombre varie
selon la maturité de la cellule : plus la cellule est mature, plus le nombre de granules

augmente dans le cytoplasme cellulaire des chenilles de Thaumetopoea pityocampa.

Nos résultats concordent parfaitement avec les travaux de Beetz et al., 2004, qui
ont montré que les granulocytes présentent une coloration plus intense pendant les
derniers stades larvaires de Manduca sexta. Cela est également observées par
Ghoneim et al.,(2015), qui indiquent une présence importante des granulocytes dans
I’hémolymphe des chenilles du dernier stade larvaire du ver de cotonnier Spodoptera
littoralis . D’apres leurs résultats, les granulocytes détectés chez I’insecte sont des
formes cellulaires sphériques, ou ovales contenant un nombre énorme de granules
acidophiliques. Certains auteurs affirment le rdle des granulocytes dans le
renouvelement tissulaire, pour la métamorphose, ou dans les différentes réactions
immunitaires telles que la phagocytose et ’encapsulation cellulaire (Rheuben 1992.,

Kiger et al., 2001., Nardi et al., 2001., Nardi et al.,2003).

En ce qui concerne les plasmocytes. Elles sont reconnaissables dans

I’hémolymphe des chenilles de Thaumetopoea pityocampa du dernier stade larvaire
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par leur forme allongée et leurs pseudopodes utilisés dans la plupart des réactions
immunitaires pour la phagocytose hemocytaire. Ces cellules représentent environ 20%

de toutes les cellules observées chez ’insecte.

Ce résultat est montré dans les travaux de Ghoneim et al.,(2015), qui révelent une
forme de fuseau, ovale ou sphérique des plasmocytes chez les chenilles du ver de
cotonnier (Spodoptera littoralis), ou elles représentent environ 40% du volume
cellulaire de I’insecte lépidoptére. Les auteurs ont précisé dans leur recherche que la
plupart des plasmocytes observée dans I’hémolymphe de I’insecte sont représenté par
des formes cellulaires denses a noyaux pales avec des granules de chromatine

ponctuée.

En comparaison avec les travaux de Evans et al., en (2003), qui ont montré que les
plasmocytes peuvent étre semblables aux macrophages chez les larves des drosophiles.
D’aprés les auteurs, ces cellules sont identifiées pendant leur participation a
I'élimination des cellules apoptotiques, durant Il'ingestion cellulaire ou en moment

d'encapsulation des intrus.

Les Oenocytoides sont observées seulement pendant le 4°™stade larvaire de
Thaumetopoea pityocampa, Cela peut étre di a leur membrane cellulaire fine qui ne
leur permet pas une bonne résistance pendant les infections et les premiers stades
larvaires. Leur réle dans le systéme immunitaire de I’insecte peut également étre limité
a leur fonction en tant que cellules sécrétrices des enzymes de développement et de

mue pendant les stades avancés.

Ce phénomeéne est également observé chez les larves des arthropodes comme
I’abeille (Melipona scutellaris), chez les dipteres comme les moustiques vecteurs de
maladies transmissibles a savoir Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti ou Armigeres
subalbatus (Hillyer et Christensen, 2002; Hillyer et al., 2003; Brayner et al., 2005).

Beetz en 2002 a interprété la réduction des Oenocytoides dans le dernier stade
larvaire de Manduca sexta par la production d'hormone 20-hydroxyecdysone, qui
stimule la synthese des protéines impliquées dans la métamorphose, ce qui est d’aprés

’auteur, la cause de I’inhibition la division cellulaire des Oenocytoides.

Chez les larves de Thaumetopoea pityocampa, les phénoménes d’encapsulations

humorales, et cellulaires n’ont été observés que pendant les stades larvaires avancés de
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la chenille. Des débris cellulaires représentés par des fragments des membranes des
cellules hémocytaires détruites sont observés apres quelque jour de 1’échantillonnage
en forme d’encapsulation humorale. Plusieurs formes de ces débris cellulaires
regroupés sont repérées dans 1’hémolymphe de Thaumetopoea pityocampa. Ensuite,
un nombre important des cellules hémocytaires sont identifiées en agrégation pendant
les différentes réactions immunitaires et sont repérées de maniere créative dans
I’hémolymphe des chenilles. Les hémocytes conservent leur capacité a réagir et a
encapsuler soit des microbilles synthétiques, soit des nématodes vivants en forme

d’encapsulation cellulaire.

La réaction d’encapsulation par ces deux aspects humorale et cellulaire est
également mentionnée par Ratcliffe et al., (1984) dans leur recherche sur mellonella
galleria. En effet, ils ont déterminé que lors d’une infection immunitaire, les particules
des débris cellulaires entourent le corps étranger et le cerne par une forme d’agrégation
des membranes des cellules hemocytaires détruites et circulaires dans I’hémolymphe,
en forme d’encapsulation humoral. Ratcliffe et al., (1984), ont également montré
qu’aprés quelque heures de 1’encapsulation humorale, un ensemble des cellules
hémocytaires de I’insecte s’agrégent autour de 1’élément étranger et participent a

I’¢éliminer sous forme d’encapsulation cellulaire.

Cheng (1981) a démontré que ces fibrocytes sont des granulocytes
morphologiquement altérés dans les derniéres étapes du processus d'encapsulation.
Chez dautres invertébreés, tels que les blattes, Blattella germanica, et le papillon,
Manduca sexta, l'encapsulation est également obtenue par les granulocytes (Han et
Gupta 1989., Ling et Yu 2006).

Lorsque des bactéries et des nématodes sont ajoutés, de nombreuses formes de
cellules et débris s'accumulent et entourent les particules étrangéres pour réagir contre
le parasite. Les réactions immunitaires de 1’encapsulation humorale et cellulaire et
I’intervention des différentes cellules afin de les contréler, sont multiples en présence

des parasites.

Aprés quelques heures de I’encapsulation humorale, les différents types de
cellules participent a réaliser des formes de phagocytose. Les granulocytes et les
plasmocytes participent a la formation des capsules, des nodules et des mélanines dans

I’hémolymphe des chenilles.
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Cela est aussi observé chez les larves des mollusques, ou toutes les hémocytes
participent a la réalisation de la phagocytose des différentes particules, telles que les
bactéries, les parasites, les protozoaires ou les nématodes présents dans 1’hémolymphe

de Crassostrea virginica (Paillard et al., 1996., Nakayama et al., 1997).

La phagocytose est souvent accompagnée par la mélanisation, en effet chaque
phagosome intercellulaire contient une ou deux formes de levures, ces formes
semblent aider les cellules hémocytaires a maitriser la réaction immunitaire et a
éliminer I’intrus.

Chez les larves de quelques Iépidoptéres, les hémoglobines sont les plus
abondantes (Strand 2008). Les Hémocytes incubés in vitro dans un milieu pourvu de
bactérie, forment des nodules et des capsules, en effet les hémocytes granulaires se
lient rapidement aux cellules cibles et se degranulent : les plasmocytes coopérent

ensuite pour former une gaine, suggerant un processus d'encapsulation cellulaire.

Toute réaction immunitaire se réalise par I'agrégation des hémocytes, ces réactions
se produisent in vitro lorsque les hémocytes sont placés en contact avec des corps
étrangers, ou en cas d’agitation mécanique (Kubo et al., 1984., Lackie 1988., Nardi et
al., 2006).Plusieurs cellules hémocytaires selon leurs fonctions, participent a éliminer
ces particules a travers la formation des nodules, des phagosomes ou des mélanines
selon la nature de I’espéce et le taux d’infestation (Ratcliffe et Walters 1983.,
Kavanagh et Reeves 2004., Mavrouli et al., 2005., Sediri et al., 2008.,Garcia 2010).
Brehélin et al., (1975) ont déclaré dans une étude de I'encapsulation des corps
étrangers implantés dans L. migratoria et M. Hanneton, que les hémocytes granulaires
sont incapables de réaliser la phagocytose et la coagulation, en effet et d’aprés leur
résultats, la majorité des cellules globulaires peuvent participer au processus de

phagocytose.

Brehélin et al., (1978), Ratcliffe et Rowley (1979) ont indiqué que les plasmocytes
sont les cellules les plus impliquées dans la phagocytose chez les insectes. Chez M.
unipunctapar exemple, les plasmocytes présentent des capacités phagocytaires réduites

par rapport a d’autres cellules hemocytaires (Ribeiro et al., 1996).

Les hémocytes des mollusques sont connus pour participer a la phagocytose des

particules étrangéres tels que les bactéries (Paillard et al., 1996), les protozoaires
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(Balouet et al., 1983), les latex (Nakayama et al., 1997). Ceci est également observé
chez d'autres espéces de bivalves, telles que Ruditapes decussata et P. perna (Lopez et
al., 1997., Barracco et al.,, 1999). Le r6le des granulocytes dans le systeme
immunitaire de S. glommerata peut ne pas étre limité a la phagocytose. Il a été indiqué
que les granulocytes sont les cellules les plus impliqués dans les réactions
d'encapsulation. Ce processus est souvent utilisé par les invertébrés et les mollusques,
pour éliminer les agents pathogenes de grande dimension par phagocytose a travers les

différentes hémocytes individuels (Cheng et Sullivan1984).

Les plasmocytes sont les cellules principales impliquées dans le processus de la
phagocytose chez R. prolixus, les changements ultrastructuraux observes dans ces
cellules reflétent leur importance dans ce processus. D’autres études ont montré que
les granulocytes et les plasmocytes sont responsables de plusieurs  réponses
immunitaires cellulaires chez de nombreuses larves d'insectes Iépidoptéres, comme
Galleria mellonella (Tojo et al., 2000) et M. sexta (Ling et Yu 2006) . Chez certains
insectes, tels que Calpodes ethlius (Gupta 1979 in Locke 1991), ce sont plutét les
cellules granulaires qui sont responsables de ces fonctions. La fonction des cellules
hémocytaires dans les différentes réaction immunitaire n’est pas stable, des types
cellulaires variables pourraient assurer la méme fonction chez différents insectes ; La
phagocytose par exemple est réalisée par les prohemocytes chez les larves de B. mori
(Ling et al., 2005) et par les Oenocytoides chez les larves de Cetonischema

aeruginosa (Coleoptera, Scarabaeidae) (Giulianini et al., 2003).

2- Etude toxicologique des chenilles de Thaumetopoea pityocampa :

L’application prolongée des insecticides chimiques et leur impact nocif dans
I’environnement ont poussé les chercheurs a mettre en place de nouvelles stratégies
dans le domaine de la lutte, et donc a la découverte de nouveaux produits insecticides
naturels efficaces en termes de lutte contre les insectes ravageurs dans
I’environnement.

L'utilisation des insecticides, réalisée a partir des plantes naturelles présente
plusieurs avantages en comparaison avec l'utilisation des insecticides de nature
chimique. Les insecticides naturels sont obtenus a partir des ressources renouvelables
et rapidement dégradables. En effet la résistance habituellement développée par les
insectes vis a vis des substances est un processus lent, sans oublier que leur effet sur la

nature est neutre. Car ce sont des molécules biodégradables, et donc leur utilisation est
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moins nocive pour I’environnement (Georgis et Gaugler 1991., Lambert 2010.,
Dibartolomels et al., 2019).

Plusieurs substances d'origine végétale comme les extraits de plantes ou les huiles
naturelles sont connus pour leur potentiel toxique et leur action répulsif de
croissance, qui est due principalement a la présence de composés majeurs responsables
de ’activité larvicide des insectes nuisibles (Coats 1994., Silva et al., 2008., Tripathi
et al., 2009., Sendi et Ebadollahi 2013).

Les huiles essentielles extraites de plantes sont constitué d’un mélange complexe
de constituants volatils variables d’une huile a I’autre pouvant présenter un large
spectre pharmacologique et ayant des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires,
antibactériennes, antivirales, insecticides et antioxydantes (Burt 2004., Bakkali et al.,
2008 et Alviano et al., 2012).

Parmi ces composés on peut citer les isoterpénoides, les monotepenes et les
sesquiterpénes qui représentent en totalité 1’ensemble des métabolites secondaires,
pouvant avoir une influence phytotoxique sur les espéeces phytophages (Franzios et al.,
1997., Holopainen 2004).

Les huiles essentielles naturelles ont fait 1’objet de plusieurs études toxicologiques,
évaluant principalement le mécanisme d'action toxique des composants terpenoides,
leur effet insecticide ainsi que le développement de leurs propriétés antimicrobiennes
contre différentes especes nuisibles, bactéries ou champignons (Enan 2001, Kalemba
et Kunicha 2003).

Dans notre travail, nous avons évalué I’effet toxique de quelques huiles essentielles
a savoir I’huile de cédre de 1’Atlas (Cedrus atlantica), I’huile de Basilic (Ocimum
basilicum), I’huile d’Eucalyptus (Eucalyptus globulus) et I’huile de bois de Gaiac
(Bulnesia sarmienti) sur la mortalité des larves de Thaumetopoea pityocampa pendant

tous les stades larvaires.

Les résultats obtenus révelent un effet insecticide différent d’une molécule a
l’autre exprimé par des taux de mortalité variables selon la concentration de I’huile
utilisée, et le stade larvaire traité. Les résultats révélent également que I’activité

larvicide est fonction de la durée du traitement, une augmentation de la mortalité est
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observée au fur et a mesure du temps d’observation durant le traitement. Le taux de
mortalité atteint les 100% dans la plupart des tests par les différentes huiles utilisées.

Les taux de mortalité par les huiles essentielles ont enregistré une diminution au
fur @ mesure du developpement larvaire des chenilles. En grandissant les larves
développent plus de résistance vis-a-vis des molécules toxiques.

La mortalité des chenilles de Thaumetopoea pityocampa par les différentes huiles
essentielles est donc corrélée aux stades de développement larvaire, aux concentrations
utilisés pour chaque molécule, ainsi qu’au temps d’exposition le long du traitement
larvaire.

Ce résultat est confirmé par les explications apportées par Cetin et al., en 2006, ou
I’étude toxicologique portant sur I’effet des deux huiles essentielles a savoir
Origanum onites et Citrus aurentinum sur les larves de Thaumetopoea wilkinsoni.
D’apres les auteurs, le traitement a indiquée que les deux molécules utilisées présentent
un bon effet larvicide sur les larves du quatrieme et du cinquieme stade de T.
wilkinsonia différentes concentrations

Les mémes résultats sont également rapportés dans 1’étude de Kanat et Alma
(2003), portant sur I’effet de plusieurs huiles essentielles sur les larves du 4°™ et du
5°me stade de Thaumetopoeapityocampa. Les auteurs ont noté que toutes les huiles
essentielles ont une bonne activité insecticide, et celles qui sont les plus efficaces,
sont I’huile de térébenthine, I’huile de thym, 1’huile de genévrier, I’huile de laurier,
I’huile de fleur de lavande, et I’huile d’eucalyptus. La sensibilité des larves de
Thaumetopoea pityocampaaugmente avec la concentration utilisée (25, 50, et 100%),

et le temps d’exposition a 1’insecticide.

Contrairement aux études toxicologiques des huiles essentielles sur les larves de
Thaumetopoea pityocampa qui sont peu répondues, beaucoup d’études toxicologiques
ont port¢ comme objectifs I'effet des extraits aqueux des plantes sur les larves de
I’insecte. C’est le cas des travaux de Kesdek et al(2014), qui évaluent dans leur
expérimentation, 1’effet de plusieurs extraits de plantes a savoir I’extrait d’Achillea
wilhelmsii, de meyeri Benth, de Satureja horten, d’Origanum onites, de rotundifolium
Boiss et de Tanacetum argyrophyllumsur les larves de Thaumetopoea pityocampa aux
différents stades larvaires. Les auteurs attribuent un effet larvicide de tous les extraits
utilisés a différents niveaux et avec toute concentration utilisée. La mortalité des larves

le long des traitements est fonction du stade larvaire des chenilles, cela est déduit des
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taux de mortalité enregistrés qui sont plus importants au niveau du L2 et qui diminuent

au fur et a mesure qu’on avance dans les stades larvaire.

Cela est aussi confirmé par les travaux de Bachir et al., en 2017. Les auteurs ont
montré que les larves de Thaumetopoea pityocampades différents stades larvaires
traitées aux extraits des feuilles de Juniperus oxycedrus et de Juniperus phoenicea a
différentes concentrations ont présenté des taux de mortalité importantes (56,2+0,38%
et 54,4+0,62%).

La sensibilité des chenilles vis-a-vis des extraits utilisés est corrélée a la concentration
utilisée et a I’dge de la chenille, qui s’est traduit par un effet anti-appétissant pour

toutes les chenilles traitées aux deux extraits.

Dans notre étude, I’efficacité des huiles essentielles utilisées sur les larves de
Thaumetopoea pityocampa est différente d’une molécule a une autre. L’huile de
basilic Ocimum basilicum est celle qui engendre le taux de mortalité le plus élevé
(100% sur des L3 pour la concentration de 1g/L, apres 6 a 7 jours d’exposition), mais
également celle qui enregistre des concentrations relativement faibles (CL50 = 2,91 ¢/l
aprés 24 h d’exposition).Suivie par I’huile de cédre et I’huile d’Eucalyptus (Cedrus
atlantica et Eucalyptus globulus) lesquelles ont engendré une mortalité qui a atteint
plus de la moitié de la population testée (50% pour la concentration de 3g/l apres
4jours d’exposition), avec des concentrations létales €galement faibles (CL50 =
4,47¢g/1 aprés 24 h d’exposition) et enfin I’huile de bois de Gaiac (Bulnesia sarmienti)

avec une CL50 = 7,76 g/l apres 24 h d’exposition.

Les résultats obtenus dans notre présente étude confirment les expérimentations
menées par Phasomkusolsil et Soonwera en 2011, qui ont montré un effet larvicide

important de L’huile essentielle d’Ocimum basilicumvis-a-vis des larves d’Aedes.
Aegypti.

L’huile essentielle de cédre de I’Atlas qui a aboutit a un taux de mortalité tres
important sur les larves de Thaumetopoea pityocampa est également cité dans les

travaux de Makhaik et al. (2005) qui a évalué I'effet de Cedrus deodarasur des

espéces de moustiques, a savoir Aedes aegypti et Culex quinque fasciatus. L’auteur a

104


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phasomkusolsil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22299433

enregistré des concentrations relatives de CL50 de 2,5% contre les larves de Culex

quinque fasciatus apres une heure d'exposition.

En ce qui concerne le cédre du Japon (Cryptomeria japonica), son application
contre Aedes aegypti et Ae. Albopictusa révélé un excellent effet larvicide (Khani et
Asghari 2012).

L’huile essentielle d’Eucalyptus a enregistré un effet larvicide moyen sur les larves
de Thaumetopoea pityocampa, cela est également observé dans le travail de Kanat et
Alama en (2003) ou I’effet de I’huile naturelle extraite d’Eucalyptus a marqué un effet
larvicide lent sur les larves de I’insecte (une mortalité moyenne égale al.05 par
seconde avec la concentration la plus élevé C= 100%) comparent avec les autres

molécules testées.

Les travaux de (Aouati 2016) ont testé ’effet de I’extrait d’Eucalyptus globulus
sur les larves de culex pipiens. Selon ses résultats 1’effet insecticide de I’extrait a
atteint seulement la moitié de la population a la fin du traitement, méme avec la

concentration la plus élevée.

D’autres huiles essenticlles ont enregistré un effet larvicide important sur des
insectes ravageurs, il a été déterminé que l'huile essentielle de S. hortensis avait des
activités insecticides (fumigant, répulsif et toxicité par contact) sur T. castaneum, E.
kuehniella et P. interpunctella (Maedeh et al., 2011). Des travaux de Kordali et
al.,(2012) ont montré que I’huile essentielle obtenue a partir de Tanacetumar
gyrophyllum a un effet insecticide important sur les adultes de Sitophilus granarius.
Les huiles de citronnelle et de camphre sont également trés efficaces sur les larves

d’Aspergillus niger, et d’Aspergillus flavus (Mahilrajan et al., 2014).

De nombreux métabolites secondaires d'origine végétale sont toxiques pour
différentes especes d'acariens (Choi et al., 2004, Miresmailli et al., 2006). Hussein et
al., 2006 ont prouvé que les extraits de Capparis aegyptia sont toxiques pour les
acariens. C’est le cas aussi pour Miresmailli et al., en 2006, qui ont rapporté l'activité
acaricide de l'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. sur plusieurs insectes
ravageurs.

L’efficacité des huiles essentielles se résume dans le fait que ces molécules sont

respectueuses de l'environnement, biodégradables, peu ou pas toxiques vis-a-vis des
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mammiferes et trés efficaces contre les insectes ravageurs (Isman 2000., Abdel-
Ghaffar et Semmler 2007., Williamson et al., 2007).

En effet leur action rapide sur certains espéces nuisibles est le résultat d'un mode
d'action neurotoxique (Enan, 2001., Isman, 2006). Grundy et Still (1985) ainsi que
Ryan et Byrne (1988) ont rapporté que les huiles étaient des inhibiteurs compétitifs de
I'acétylcholinestérase, tan disque Enan (2001), Kostyukovsky et al.,(2002) ont affirmé
que l'activité de I'huile essentielle s’attaque au systéme octopaminergique des insectes.

3-Effet des huiles essentielles sur la formule hémocytaire de la chenille

processionnaire du pin.

Les pesticides sont des molécules biologiques ou chimiques ayant la propriété
d’induire des risques sur la santé des étre humains comme sur les animaux.
L’exposition a ses composés peut augmenter la possibilite d’affecter le systéme
immunitaire, d’induire des perturbations du fonctionnement hormonal des étres
vivants, ou méme d’engendrer des maladies chroniques comme le cancer, (Merhi
2008., Shafiq Ansari et al., 2014., Stamati et al., 2016).

Les huiles essentielles sont des molécules naturelles utilisées dans les cosmétiques,
ainsi que dans la médecine traditionnelle pour le traitement d'un nombre croissant de
pathologies plus ou moins spécifiques, ou utilisées dans plusieurs thérapies contre des
maladies inflammatoires, ou des allergies (Federici et al.,2008). Les composes volatils
de ces huiles peuvent a la fois avoir une activité cytotoxique bénéfique contre ces
maladies (Edris 2007), et étre utilisées comme des molécules biologiques naturelles
toxiques, dans la lutte contre certains ravageurs. Leur aspect naturel, leur fourni
I’avantage d’avoir moins d’effets secondaires sur I’environnement écologique, et plus
d’effets bénéfiques sur le point toxicologique. En effet, plusieurs composés des plantes
naturelles sont utilisés dans la lutte toxicologique contre de nombreux insectes
ravageurs (Shaaya et al., 1991., Zhu et al., 2001., Amer et Mehlhorn 2006).

Nous nous sommes intéressées dans ce chapitre a I’étude de I’effet des huiles
essentielles d’Eucalyptus et de basilic sur la formule hémocytaire des chenilles de
Thaumetopoea pituocampa. Des essaies de traitement toxicologique a plusieurs
concentrations par les deux molécules ont montrés que I’abondance totale des

chenilles traitées (34,25cellule/pL pour le traitement & ’huile d’Eucalyptus, et 42,5
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cellule/pL pour le traitement a I’huile de Basilic) est plus élevée que celle des

chenilles non traitees (32 cellule/pL).

Une étude similaire a la notre a montré que les larves du dernier stade
d’Antheraea assama traitées aux huiles d’Ocimum sanctum,Ocimum gratissimum et
d’Ageratum conyzoidesa différentes concentrations ( 0.25%, 0,5% et 0.06%) ont subit
une modification au niveau de 1’abondance totale de leurs cellules hémocytaires.
L’augmentation remarquable de I’effectif des cellules apreés traitement toxicologiques
aux huiles essentielles peut étre due a Il’activation des réactions immunitaires
habituelles lors d’une infection. Une division rapide des hémocytes afin de contrdler le
déséquilibre dans le milieu, et la famine due a I’effet anti- appétissant des insecticides,
peuvent entrainer I’augmentation du THC cellulaire (Khanikor et Bora 2012). Les
auteurs ont également noté qu’aprés 24 heures du traitement aux huiles, le HTC

cellulaire revient a ses valeurs moyennes.

Cela est également confirmé par 1’étude de Rizwanulhaq et al., (2005) qui ont
développé ’effet de deux insecticides nicotinyliques sur les hémocytes du punaise
rouge (Dysdercus koenigii), a savoir I'Acétamipride a 20% et I’imidacloprid a 25WP.
Les auteurs ont montré qu’aprés application d'Acétamipride, le nombre total
d'hémocytes (THC) augmente remarquablement (19865 cellules / mmd) puis diminue
une heure et demi aprés, pour atteindre 11010 cellules /mm?3, Cette valeur augmente a
nouveau quelque heures aprés (22855cellules / mm?3) et revient a son niveau habituelle
aprés 24 heures (17 000 cellules / mm3). Dans le cas du traitement a I''midaclopride, le
THC commence par diminuer aprés traitement (14488 cellules / mm?3), il augmente
ensuite une heure et demi apres (16163 cellules / mm3), puis atteint 21983 cellules /

mm? et enfin revient a ses valeurs 24 heures apres traitement (17 000 cellules / mm?).

Par contre, Pandey et al., (2008 et 2012) ont enregistré dans leurs études une
réduction du taux de THC chez les larves d’E. kuehniella traitées par les huiles
essentielles de Danaus chrysippusL. et de Papilio demoleus L. Cette réduction peut
étre liée d’apres les auteurs aux effets toxiques des huiles présentes sur les hémocytes

ou a leursinfluences inhibitrices sur la libération de PN des organes hémapoétiques.

Le déséquilibre des THC survenant lors de l'application des huile essentielle

pourrait suggérer une implication active du systéme de défense pour vaincre l'action

107


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj-5IH2zLLkAhWUoXEKHXzhAK4QFjAAegQIARAB&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAgeratum_conyzoides&usg=AOvVaw2_ilw7uEnA_IMnrj_TirIR
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj-5IH2zLLkAhWUoXEKHXzhAK4QFjAAegQIARAB&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAgeratum_conyzoides&usg=AOvVaw2_ilw7uEnA_IMnrj_TirIR
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj-5IH2zLLkAhWUoXEKHXzhAK4QFjAAegQIARAB&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAgeratum_conyzoides&usg=AOvVaw2_ilw7uEnA_IMnrj_TirIR
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj-5IH2zLLkAhWUoXEKHXzhAK4QFjAAegQIARAB&url=https%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FAgeratum_conyzoides&usg=AOvVaw2_ilw7uEnA_IMnrj_TirIR
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjY2eO0zLLkAhXCRBUIHfZtCP8QFjAAegQIAxAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC3249909%2F&usg=AOvVaw0dHzCu8zPPdinx3yZ-UHR_

toxique de I’insecticide et influence les hémocytes et leurs réactions immunitaires
(Pathak 1993., Liu et al., 2009).

Le taux de l’abondance spécifique des cellules hémocytaires indique une
augmentation remarquable du taux des plasmocytes chez les larves de Thaumetopoea
pityocampa traitées aux huiles, comparent avec celles non traitées. Le traitement des
chenilles a I’huile d’eucalyptus a provoqué une diminution du nombre total des

granulocytes et des oenocytoides.

Les oenocytoides sont des cellules hémocytaires sécrétrices, de grande taille, elles
participent aux réactions immunitaires lors d’une infection par des particules
étrangeres, elles sont également caractérisées par la présence d’une membrane
plasmique fine qui ne leur permet pas une bonne résistance aux infections et aux
atteintes par les molécules étrangeres, ce qui mene a leur destruction lors d’un

traitement toxicologique par une concentration tres eleveée.

En ce qui concerne le traitement au Basilic, son effet a engendré une augmentation
des oenocytoides dans 1’hémolymphe de I'insecte. Cela peut étre nécessaire pour
I’activation sécrétrice des multiplications hémocytaires. Les plasmocytes étaient
également abondantes lors du traitement par les deux huiles, leur présence est
nécessaire pour leurs réle immunitaire vis-a-vis de toute les réactions hémocytaires
dans I’hémolymphe des chenilles. Grace a la présence des pseudopodes, et a la
capacité d’élongation de leur membrane, les plasmocytes sont les principales cellules

responsables de la phagocytose et I’¢limination de toutes particules étrangeres.

Le traitement toxicologique engendre la présence de plusieurs molécules toxiques,
de parasites et de nématodes dans I’hémolymphe de I’insecte. Cela peut étre la raison
d’un développement et d’une augmentation du nombre total des cellules responsables

des phénomeénes de mélanisation et de phagocytose.

Ces résultats sont comparable a ceux de Rizwanulhag et al., (2005) ou les
pourcentages des plasmatocytes, des granulocytes, et des prohémocytes diminuent
remarquablement (de 39,75, 32 et 22% a 35, 23 et 18,25%) tandisque les
pourcentages d'oenocytoides et de sphérulocytes ont augmenté significativement (de
4,25 et 2% a 7,5 et 3,5%) aprés application d’acétamipride a 20% sur les larves de
Dysdercus koenigii. Dans la méme étude le traitement des chenilles par

I’imadaclopride a25% a modifieé le nombre des cellules des différents types
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hemocytaires de I’insecte. Les pourcentages des plasmatocytes, des granulocytes, des
oenocytoides, et des sphérulocytes ont également diminué (de 39.75, 32, 4.25 et 2% a
28.25, 24.50, 2.25 et 1.25%) tan disque le taux des prohémocytes augmente le long du
traitement a I’imidacloprid de 22 & 32.75%).

Les différentes réactions immunitaires sont nombreuses chez les cellules des
chenilles de Thaumetopoea pityocampa traitées aux huiles d’eucalyptus et de basilic,
comparent avec celles non traitées. Des formes d’encapsulation et de phagocytose
entourent les parasites qui étaient nombreux dans le cas du traitement toxicologique.
Cela est confirmé par Kraaijeveld et al., 2001 qui suggere que le nombre des cellules
hémocytaires est corrélée au taux des phénomenes de réactions immunitaires des
insectes, telle que la phagocytose, la formation des nodules, 1’encapsulation, et les
différentes réactions immunitaires réalisées pendant une infection. Le nombre total des
hémocytes refletent donc I'implication du systéeme immunitaire traité par des agents

pathogenes ou des molécules chimiques.

En d'autres termes, par rapport a la fumigation, L’application topique des huiles
testées pourrait réduire le fonctionnement du systéme immunitaire hémocytairedes
larves. Selon Enan (2001), I’application des huiles essentielles utilisées localement
pourraient se transmettes aux larves d’E kuehniella a travers la cuticule (Matsumura
1985). Les travaux de Sonboli et al., en 2006 indiquent aussi que le traitement aux
huiles, ou par les molécules toxiques infecte le systeme immunitaire des insectes,
influence leur différentes cellules hémocytaires, et augmente ou diminue la résistance

de I’hdte vis-a-vis des molécules étrangeéres.
4-Comportement alimentaire de la chenille processionnaire

Les animaux, les plantes, et les microbes peuvent interagir et communiquer entre
eux et avec ’environnement dans lequel ils vivent (Baldwin et al., 2006., Dicke et al.,
2009). Environ la moitié d'especes d'insectes utilisent les plantes comme source de
nourriture (Schoonhoven et al., 2005). Pour atteindre une forme physique optimale,
les insectes doivent survivre et se reproduire de maniére optimale et dans ce cas, les
odeurs sont connues pour jouer un rdle vital comme indices pour les deux fonctions.
Dans le but de se nourrir et d’éviter de devenir victime de prédateurs ou de parasites,
la plupart des insectes phytophages se nourrissent sur des especes végétales qui

appartiennent a la méme famille, contrairement aux autres insectes qui se nourrissent
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des especes végétales appartenant a différentes familles (Bené 1945., House 1962.,
Bernays et Chapman 1994., Nicole 2000).

Les insectes utilisent des indices chimiques pour la plupart des taches qu'ils
rencontrent au cours de leur vie sur de longues distances (Whitemanet al., 2008., de
Bruyne et al, 2010).

Ces signaux chimiques sont associés a la reconnaissance du partenaire et de I'néte,
ainsi que pour éviter le danger (Dethier 1947., Pichett 1949., Bernays et al., 2000). La
localisation efficace des hdtes appropriés est primordiale pour la survie de l'espéce. La
non identification des insectes de leurs hotes diminue séverement leur conditions

physiques.

Les plantes émettent des mélanges volatils qui fournissent des informations sur
I'identité de la plante et peuvent fournir aux consommateurs des informations fiables
sur la presence d'une plante pouvant étre source de nourriture (herbivores), d'hotes
(parasitoides) ou de proies (par exemple). Il existe toujours des variations dans la
facon d’émission des signaux chimiques et la fagon de les recevoir par les différents
niveaux trophiques (Vet and Dicke 1992., Field et al., 2000). La production de
métabolites secondaires (c'est-a-dire des composés qui ne sont pas directement
impliqués dans la croissance ou la reproduction des plantes) préjudiciables aux
herbivores est I'une des principales stratégies des plantes qui ont évolué pour repousser
leurs consommateurs (Felton 1995., Berenbaum 1995., Erb et al., 2013 et Harvey et
al., 2014).

Certains métabolites secondaires chez les végétaux, sont caractéristiques de
familles de plantes spécifiques. Par exemple, les glucosinolates sont des métabolites
secondaires typiques servant de composés défensifs chez les plantes Brassicaceae
(Halkier et Gershenzon 2006), les benzoxazinoides chez les Poaceae (Gierl et Frey
2001) et les alcaloides chez les Solanaceae (Wink 2003).

Les volatiles végétaux induits par les herbivores (HIPV) comprennent les
terpénoides, les volatiles des feuilles vertes (GLV) et les esters méthyliques volatils
des phytohormones (par exemple le salicylate de méthyle et le jasmonate de méthyle)
(Mumm et Dicke 2010).
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Les indices dérivés des plantes jouent un role dans le choix des insectes et
influencent d’une maniére ou d’une autre leur différents comportements a savoir

I'alimentation, I'accouplement et la ponte (Bruce et al., 2005).

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a étudier le comportement
alimentaire de la chenille processionnaire du pin pendant tous les stades vis-a-vis de
trois especes de plantes différentes a savoir le pin d’Alep, le pin maritime et le cédre

de L’atlas.

Les résultats de I’attractivité des chenilles de Thaumetopoea pityocampaen
enceinte close ont montré que les larves du L2, L3, L4 et L5 ont présenté une
attractivité variable par les différentes espéces utilisées en enceinte close. Plus de la
moitié de la population testée est attirée par les différentes especes. Une étude
similaire sur [D’attractivité des chenilles des différentes stades larvaire d’orgyia
trigotephras vis-a-vis de 7 différentes especes d’huiles essentielles en enceinte close a
savoir, Quercus suber, Quercus coccifera, Pistacialentiscus, Phillyreamedia,
Daphnegnidium, Erica multiflora et Cistus monoplienisi a révélé que les chenilles de

tous les stades larvaires sont attirées par les differentes huiles (Ezzine 2011).

Nos résultats ont également montré que plus on évolue dans les stades larvaires de
la chenille processionnaire du pin, les larves mettent moins de temps pour détecter
I’odeur. Cela peut étre explique par le fait que leur appétit envers la nourriture
augmente avec 1’age larvaire, et que leur sens olfactif et leur capacité de se déplacer

évoluent également d’un stade a I’autre.

Cela concorde parfaitement avec 1’étude de I’attractivité en enceinte close des
larves d’Ectomyelois ceratoniae vis a via de trois variétés de dattes extraite au
penthane et a I’hexane, a savoir « Deglet Nour », « Mech Degla » et « Ghars ». Les
résultats ont montré que les larves des stades les plus avancés, dont la taille est plus
importante, remontent plus rapidement en olfactométre en présence des dattes Deglet
Nour, Mech Degla et Ghars (Mehaoua 2014).

Les résultats de I’attractivité chimique des larves de Thaumetopoea pityocampa
des différents stades larvaire ont indiqué que le pin d’Alep est ’espece la plus mangée
par I’insecte. Les larves de L5 sont plus attirées par le pin d’Alep comparent avec les
autres variétés (90% attirées). Ces chenilles mettent moins de temps pour détecter

I’odeur des aiguilles du pin d’Alep que les autres variétés (334 Seconde).
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La préférence en attraction chimique est aussi observée dans I’étude d’Ezzine en
(2011). Les feuilles deQuercus coccifera sont préférées par les larves de d’orgyia
trigotephras (30% pour L3, 44% pour L4 et 37% pour L5) en qualité de nutrition. Le
suivi sur terrain a montré que le lentisque n’est attaqué qu’en absence du feuillage de

chéne kermes nouvellement débourré.

Les extraits pentaniques et hexaniques de la variété Deglet Nour restent attractifs
pour tous les stades larvaires d’E. ceratoniae. Par contre, les dattes fraiches de la
variété Mech Degla et Ghars et leurs extraits au pentane et a I’hexane n’attirent que le
stade L5. Donc, les larves duL5 semblent étre mieux attirées par la source odorante
des trois variétés de dattes, avec un taux d’attraction de 75% pour les dattes fraiches et
I’extrait au pentane des variétés Mech Degla et Ghars et 68% pour I’extrait d’hexane
des mémes variétés, alors qu’il varie entre 95 et 96% pour respectivement I’extrait
d’hexane des dattes de la variété Deglet Nour (Mehaoua 2014).

La qualité et la quantité des aliments offerts par la plante hote sont aussi des
facteurs majeurs qui contrdlent la dynamique de population des insectes phytophages
(Muller 2016). Ainsi, la nutrition fournit a I’insecte les composés chimiques
nécessaires pour sa croissance, son développement, sa reproduction, sa défense, ses
déplacements et sa survie (Slansky et Rodriguez 1987). La plante hdte, comme source
de nourriture, joue un role déterminant dans la dynamique des populations avec ses

composantes nutritives et ses composantes allélochimiques (Ohgushi et al., 1992).

Chez les Lépidopteres, comme les chenilles de Lymantria dispar ou celles de
Phoracantha semipunctataqui affectionnent particulierement le chéne-liege, le
comportement de recherche alimentaire varie en fonction du stade des larves (Fraval
1989., Ouakid 2006). Les auteurs ont montré que la détection des odeurs des extraits
des feuilles d’eucalyptus se fait également en fonction du stade de développement de
L. decipiens et de I’état des feuilles extraites. Ainsi, les adultes sont plus attirés que les
jeunes larves par des extraits de feuilles fraiches. L’attraction a distance des individus
par les extraits hexaniques de feuilles nous permet de supposer que les molécules
actives doivent étre de nature plus ou moins apolaire.

Dans une autre étude, Halfaoui (2010), a pu montrer que L. decipiens était
également attiré par des extraits hexaniques de gland de chéne.
L'olfaction est d'une importance primordiale pour la survie de la plupart des especes

animales. La question est de savoir comment I'environnement doté des moléculaire
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hautement complexes dans le monde olfactif est codé dans l'activité neuronale et
traitée pour aboutir finalement a des réponses comportementales adaptatives a attirer

de nombreuses études pendant plusieurs années (Ouakid 2006).

113



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La chenille processionnaire du pin est sans doute I’insecte le plus destructeur des
foréts du pin et du cedre dans le monde, sa propagation a gagné ces derniéres années

beaucoup d’hectare de pinédes en Europe et en Afrique du nord.

En se nourrissant sur les aiguilles du pin pendant son stade larvaire, les chenilles
processionnaires participent a 1’affaiblissement des feuilles du pin et du ceédre qui et
pouvant causer a long terme la mort compléte des arbres et entrainant la disparition

totale des foréts.

C’est également un probléme de santé public, la chenille est considerée comme
nuisible a cause de ses poils urticants qu’elle projette en cas de danger ressenti autour
d’elle, ces poils peuvent atteindre les €tres humains comme les animaux dans les foréts
et engendrer des démangeaisons, des éruptions cutanées, voir méme des probléemes

respiratoires.

Notre présente étude s’est basée sur plusieurs aspects, nous nous sommes
intéressés en premier lieu a 1’étude de la formule hémocytaire de la chenille
processionnaire du pin durant son stade larvaire. Une identification et une
quantification de toute les formes cellulaires est réalisé sur des chenilles de différents
stades larvaires. Le nombre total et spécifique des hémocytes identifiées sont

comparées entre les différents stades de la chenille.

Les résultats obtenus de ce chapitre indiquent une variabilité du HTC entre le 2¢™,
le 3%™ et le 4°™ stade larvaire. Le L4 représente 1’Age de maturation immunitaire de
I’insecte, toutes les réactions immunitaires composées principalement de
I’encapsulation humorale et cellulaire, des formes de phagocytose et de mélanisation
sont bien observées durant ce stade. Les résultats de cette étude indiquent également
que ces différentes réactions immunitaires sont nombreuses en présence des parasites

et des nématodes.

Nous nous somme également intéressé¢ a 1’étude toxicologique de quatre huiles
essentielles sur la mortalité des chenilles processionnaires du pin a savoir I’huile de
cedre de I’Atlas (Cedrusatlantica), 1’huile de Basilic (Ocimum basilicum), I’huile

d’Eucalyptus (Eucalyptus globulus) et ’huile de bois de Gaiac(Bulnesiasarmienti).
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L’effet de ces molécules a été étudié en fonction des concentrations utilisées, du stade

larvaire et du temps d’exposition aux molécules testées.

Les résultats obtenues indiquent que I’huile essentielle de basilic (Ocimum
basilicum) est la plus efficace contre les chenilles processionnaires du pin, le taux de
mortalité observée durant ce traitement est le plus élevé (100% sur des L3 L4 et L5),
suivie par I’huile de cédre et I’huile d’Eucalyptus (Cedrus atlantica et Eucalyptus
globulus)lesquelles ont tué la moitié de la population aprés quelques jours du
traitement et enfin ’huile de bois de Gaiac (Bulnesia sarmienti) dont le taux de

mortalité était le plus faible.

En second lieu nous avons procéder a 1’évaluation de I’effet des huiles essentielles
sur la formule hemocytaire des chenilles, nous avons réalisé une étude quantitative des
hémocytes des chenilles traitées a 1’huile essentielle d’Eucalyptus (Eucalyptus
globulus) et de basilic (Ocimum basilicum). La formule hémocytaire des chenilles

traitées par les deux molécules est comparée a celle des chenilles non traitees.

Les résultats obtenus indiquent que le nombre total des cellules des chenilles
traitées (HTC) a enregistré des valeurs plus élevées que celle des chenilles non
traitées. Le nombre spécifique des cellules hémocytaires a enregistré également une
augmentation de I’abondance des plasmocytes durant les deux traitements. Lors du
traitement des chenilles a I’huile d’eucalyptus, le nombre moyen des granulocytes et
des oenocytoides a remarquablement diminué comparent avec leurs abondance chez

les chenilles non traitées.

Enfin et dans le cadre de I’é¢tude du comportement alimentaire des chenilles
processionnaires, nous avons réalisé des tests d’attractivit¢ chimique des larves du
2¢me du 3™ du 4°™ et du 5°Mstade larvaire en «enceinte close ». La préférence
nutritionnelle des larves des différents stades a été étudiée vis-a-vis de trois especes de

plantes a savoir le pin d’Alep, le pin maritime et le cédre de L’atlas.

Les résultats de I’étude d’attractivité chimique des larves de Thaumetopoea
pityocampa ont indiqué que le pin d’Alep est I’espéce la plus consommé par I’insecte.
Les larves de LS5 sont plus attirées par le pin d’Alep en comparaison avec le pin
maritime et le cédre de I’atlas. Ces chenilles mettent moins de temps pour détecter
I’odeur du pin d’Alep que les autres variétés. Ce taux d’attractivité est plus important

pendant les stades avancés que les stades primaires. En évoluant dans les stades
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larvaires les chenilles mettent moins de temps pour détecter I’odeur des feuilles des

différentes especes étudiées.

D’autres études approfondies sont nécessaires et doivent étre prise en considération
en perspectives pour bien cerner le danger engendré par la chenille processionnaire
dans nos foréts. Il serait intéressant d’évaluer 1’effet d’autres molécules biologiques et
d’autres huiles essentielles ou de leur mélange sur la formule hémocytaire de la
chenille. Affaiblir le systéeme immunitaire de 1’insecte composé essentiellement par ces
différentes hémocytes est sans doute la méthode la plus efficace pour lutter contre sa

nuisance.

Il serait également important d’étudier I’effet de ces huiles essentielles sur terrain,
et d’évaluer par une méthode bien précise 1’effet de ces molécules sur la mortalité des

chenilles sur les arbres de pin.

Le contréle éecologique de la chenille processionnaire du pin nécessite une
connaissance du taux de son abondance et de sa propagation d’une saison a une autre.
Il est aussi important de suivre 1’abondance des nids d’hiver de la chenille sur
plusieurs saisons et de realiser des méthodes de traitement biologiques variables sur

les arbres afin de trouver des solutions fiables contre 1’insecte ravageur.
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RESUME
Thaumetopoeapityocampa est I'un des plus importants insectes nuisibles dans le

Nord-Est algérien, la région méditerranéenne et le centre d’Europe. Ce ravageur a
engendré ces derniéres années des dégats naturels et humains considérables, c’est

également un probléme de santé public.

Pour bien comprendre le comportement écologique de 1’insecte et pour cerner son
effet néfaste et diminuer ses défoliations, nous avons réalisé une étude basée
principalement sur la structure immunitaire de 1’insecte, Sur son comportement
alimentaire et sur ’effet de certaines huiles essentielles vis-a-vis de la mortalité des

chenilles de différents stades larvaires.

Les cellules les plus abondantes dans I’hémolymphe de I’insecte sont les
prohemocytes, les plasmocytes et les granulocytes, le nombre de ces cellules
augmentent d’un stade larvaire a I’autre. Ces cellules participent a plusieurs réactions
immunitaires. Elles sont repérees lors des observations microscopiques des differentes

formes d’encapsulation, de phagocytose, de mélanisation et de nodulation cellulaire.

Le traitement toxicologique aux huiles essentielles indique une activité larvicide
variable d’une molécule a ’autre. L huile de Cedre et I’huile d’Eucalyptus sont les

molécules les plus toxiques pour les chenilles de Thaumetopoea pityocampa.

Le comportement alimentaire des chenilles est réalisé par I’étude de I’attractivité
olfactive des larves de Thaumetopoea pityocampa vers les différentes espéces de pin
et de cedre. Nous enregistrons des préférences plus au moins significatives lors des
différents tests.

Mots clé: Thaumetopoea pityocampa - Prohemocytes —Meélanisation -

Encapsulation.
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SUMMARY

Thaumetopoea pityocampa is one of the most important insect pests in the north-
eastern of Algeria, the Mediterranean area and the central of Europe. This pest has
caused a lot of natural and human damages in the last years, it is also a public health
problem.

To understand the ecological behavior of the insect and to define its harmful
effect and reduce its defoliation, we carried out a study based on the immune structure
of the insect, on its nutritional behavior and on the effect of four essential oils on the

mortality of the caterpillars during the larval stage of the insect.

The most abundant cells identified in the hemolymph of the insect are
prohemocytes, plasmocytes and granulocytes, the cells abundance increases from
each larval stage to the next one. These cells participate in all immune reactions. They
are identified during microscopic observations of the most forms of encapsulation,

phagocytosis, melanization and cell nodulation reactions.

Toxicological treatment with essential oils indicates larvicidal activity among the
different oils used. Cedar and Eucalyptus oils are the most toxic insecticides for

Thaumetopoea pityocampa caterpillars.

The feeding behavior of the insect is achieved by studying the olfactory
attractiveness of Thaumetopoea pityocampa larvae using different species of pine and

cedar. We record variable preferences during the various tests.

Keywords: Thaumetopoea pityocampa - Prohemocytes —Mélanisation -

Encapsulation.
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Abstract

Thaumetopoeapityocampa is an important pine pest in the Mediterranean basin and central Europe. The insecte is a butterfly, whose larvae are
called pine processionary caterpillars. To understand the resistance mechanism of the insect in order to proceed of its control and to diminuate
their effect in nature, it was necessary to study of the immune system and reactions of the larva in different stages. The aim of our work is to
identify the hemocytes formula of the caterpillar during the larval stages L2, L3, and L4, as well as the quantification of the different cells
during each stage. After extraction of the hemolymph by centrifugation, the cells were placed in culture medium and then incubated.
Microscopic observation has shown that prohemocytes population appear early in hemolymph, they differentiate into plasmatocytes and
granulocytes during the advanced stages. However, the quantification process (THC), carried out in a Malassez counting chamber has shown
that granulocytes are the most abundant cell population in the hemolymph of the insect larvae. To investigate the role of hemocytes in immune
responses, we have co-incubate T. pityocampa cells with bacteria, entomopathogenic nematodes, and synthetic beads. Both humoral and
cellular encapsulation processes have been observed early in larval stages, all hemocytes seem to be involved in the formation of nodules and
capsules against bacteria and microbeads. At the opposite, entomopathogenic nematodes (Steinernemafeltiae) were not recognized and
encapsulated, but their presence can strongly damage host hemocytes.
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1. Introduction :

Insect’s immunity consists of both, humoral and cellular reactions[4]. The humoral reactions include the production of
antibacterial, peptides and enzymatic complex of coagulation or melanization in hemolumph[21] and [19]. In contrast, cellular
reactions consist of hemocytes-mediated immune responses, representing by the activity of circulating cells in different forms
such a phagocytosis, nodule formation and encapsulation [16].

The phagocytosis is a process aimed to eliminate foreign particles, usually single cells, as bacteria or protozoa; the process
follows few steps: recognition, attachement, pseudopodia formation, engulfing and finally intracellular lysis of foreign body [3].
If not-self invasions carried out by larger organisms, encapsulation takes place, thus the formation of a multilayered capsule of
hemocytes that surround the foreign organism occasionally. Host hemocytes can also form nodules to entrap groups of bacteria;
this reaction is conventionallynamed nodulation [11].

Thaumetopoeapityocampa, also known as pine processionary, is a moth of the Notodontidaefamily;this insect is an important
pine forest pest in Europe and in all Mediterranean area[20].The Lepidopteran insect is also characterized by the presence of
different populations of hemocytes freely circulating in the hemolymph, they mediate all the cellular reactions, comprising
phagocytosis of small microorganisms and formation of nodules and capsule around foreign particles. Considering the
remarkable development of experimental methods to collect cells and to classify the different hemocytestypes [6] and in order to
understand the immune system of T. pityocampas, an accurate identification of hemocytes sub-populations is an essential starting
point to study of immune processes.

Our main goal is to study the hemocytes formula of Thaumetopoeapityocampa, firstly by proceding the cells quantification in the
hemolymph during the larval life, then by the identification of cells populations in each instar. Moreover, we have started to
investigate some humoral and cellular reactions of the insect studying different immunological and cellular responses in larval
stage when in absence and presence of entomoparasitic nematode (Steinernema), (Escherichia coli) as a bacteria or synthetic
microbeads.

2. Material and methods
2.1.  Hemolymph collection

Processionary moth larvae were been checked to select the healthy and bigger ones; we used about 10 to 15 larvae in each instar.
Before proceed to the centrifugation, larvae were washed with ethanol extensively (several times) to sterilize them. Small larvae
were been injured, by cutting the lower and the tail regions, and were placed inside a double Eppendorf system built with two
different Eppendorf tubes (the big outside and the small inside). The small was previously perforated at the bottom to allow the
hemolymph to flow out in the bigger tube, but retaining the fragments of the larvae body.

Centrifugations were been made at 1200 rpm in a refrigerated eppendorf centrifugemodel (5804R centrifuge, for 10 minutes at
10°C). From late instar larvae, we extracted the haemolymph by puncturing the ventral side of the insect. After centrifugation,
hemocytes from 2", 3" and 4" instars, cells were been collected and separated from the humoral fraction of the haemolymph.
Hemocytes were cultured in Grace Medium, and then observed by phase contrast light microscopy.

2.2.  Culture medium conditions

Aftercentrifugation, humoral fraction was collected and discarded; pelletted cells were washed with grace insect medium. The
procedure was repeated twice to avoid contamination of tissues or cells debris. Hemocytes were suspended in a complete culture
medium (10% fetal calf serum, 1% antimycotic antibiotic, 1% glutamine in Grace Medium). The cells were cultured in 96 Micro
well plates (cluster cell cultures, flat bottom, Iwaki). And kept at 25-26 °C in a moistened incubator (Cellstar) without CO,. As
reported in literature the most common populations of insectshemocytes are pro-hemocytes, granulocytes,
plasmatocytes,spherulocytes, and oenocytoids[16].

2.3.  Immune reactions and Light microscopy

For the observation, we used an inverted phase contrast light microscopy (Olympus IX51, Olympus INC), to investigate the cell-
mediated responses and immunity reactions of 7. pityocmapahemocytes against not-self reactions. Different responses have been
monitored such as, the ability to encapsulate insects parasite, the bacteria nodulation focusing on the ability of the cells to
recognize and encapsulate abiotic material (synthetic microbeads).

2.4.  Total haemocytes count

The total haemocytes count (THC) is a measure of the concentration and abundance of haemocytes inside the hemolymph
(cells/ml). For observation, we used light microscopy to identify and quantify the cells in hemolymph. An estimation of cells
number from 2", 3" and 4™arval instar, was calculated. The granulocytescellnumber (THCg) can be estimated from the THC
(cells/ml). Aliquots of hemocytes were used to determinate the granulocytes percentage in larval hemolymph; observation was
realized on counting grids by adding a small quantity of hemolymph to ahemacytometer slider (Malassez). The cell formular in
the 2" instar was less abundante, this is why the dilluation of the hemocytes was not necessary. The number of cells from the
three instars was estimated in about 100 cubics. The percentage of hemocytes types were calculates, we also estimated the
(THC) of all cells and for each hemocyte. A comparison between the (THC) of different stages was assessed.

2.5.  Statistical analysis

We useanalysis of variance (ANOVA) on XLStat, to investigate the differences between the cells quantification in each stage in
order to identify the rhythm of their development along the larval stage. A comparison of the (THC) of different cells in each
Thaumetopoeapityocampa instar has been also estimated.
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3. Results

Since the first microscopic  observations, many forms and cell aggregation were observed in
Thaumetopoeapityocampahemolymph. In early stages, cells abundance was less developed. Those forms increased in size and
number along larval development of the larvae(Fig 1).

Fig. 1. Morphology of different types of Hemocytes, extracted from 7. pityocampa larvae. Insect immunocompetent cells were purified from larvae hemolymph.
(A) Prohematocytes, (B) Granulocytes, (C) Plasmatocyte, (D) Oenocytoids, (E) cellular debris, (F) cellular aggregation (G: 40x10). (G) Microbeaud, (H)
Nodulation forms (G: 10x10) (I) Cell in mitotic features (G: 40x10)

3.1.  Identification and quantification of cells

The total count of haemocytes in haemolymph of L, stage larvae was approximately of (75 x 10?)cells/ml, the number increased
constantly to (250 x 10%)cells/ml in Ls and to (63 x 10%) cells/ml in the L4 stage. Granulatocytes were the most abundant
hemocytes observed inT. pityocampahemolymph, from the 2" to the 4% instar (Tab).

Table : Total cells abandance in different instars of Thaumetopoeapityocampa
Instars 2™ instar 3" instar 4™ instar
Cells/ml of hemolymph 75 x 10* 250 x 10° 63 x 10*

In the last instar, The most abundant cells are granulocytes, their HTC was about 208x10°t cells / ml of hemolymph, followed
by plasmatocytes that recorded an HTC equal to (113 x 10) cells / ml. The cells that recorded less abundance in the last
development larval stage of 7. pityocampa are prohemtocytes with an HTC estimated at to (130 x 10) cells / ml of hemolumph.
(fig. 2). We have demonstrated that the most important cells identified are Pro-hemocytes, plasmatocytes and granulocytes.
Oenocytoidswere observed in 2™ instar, (fig. 1), their form was large, round and often contain granules. Their number was
instable in the first instars. They were observed only in the first instars, they completely disappeared in the last instars(fig. 2).
Cells evolution is estimated along the larval stage and compared between each one (fig. 2). The variance analyse of each value
showed that all cells quantification increase significantly along the larval stage development (ANOVA, p < 0.05)
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B Prohematocytes

B Plasmatocytes

W Granulatocytes

L4
Fig. 2.Proportional counts Ratio of Plasmatocyte, Granulocyte and Prohemocyte and comparaison of each instar level of each hemocyte in hemolymph of
thaumetopoeapityocampa larvae.

3.2.  Pro-hemocytes

They were thesmallest cells found in hemolymph of Thaumetopeapityocampa. They are described as precursor of all the
immunocompetent cells in the early developmental stages, (fig. 1). These cells develop to plasmatocytesorgranulocytes in late
instars and their shape varied between oval or elongated profiles. Prohemocytes represent the 10% of all theHemocytes of the
first larval instar of 7. pityocampa, and their number decrease in the last instars (fig. 3)

3.3.  Granulotocytes

They were rounded, or irregularly shaped cells. The nucleus was also generally a central position in the cytoplasm(fig. 1. a). The
plasma emitted pseudopodia and filopodia in order to encapsulate foreign bodies. Granulocytes were the main cells in
haemolymph of T. pityocampa, they represented 80-90% of total hemocytes population (fig. 3)

3.4.  Plasmatocytes

were large spindle-shaped cells, which when adherent in culture plates, showed cell protrusions, such as pseudopodia and
filopodia (fig. 1. c).

Cell/ml

B Prohematocytes
M Plasmatocytes

M Granulatocytes

Fig. 3. Proportional HTC : Cells number per 1 ml of hemolymphe of differnthemocytes of Thaumetopoeapityocampa larvae in the last instar.
3.5.  Encapsulation and phagocytosis

The hemocytes were examined by microscopy. Plasmatocytes, followed by pro-hemocytes were the most common cells in this
insect. Pro-hemocytes were identified by their small size (fig. 1). When in culture medium, most of cell population identified
participated with granulocytes in encapsulation processes,(fig. 4. b) forming a multilayered capsule around foreign bodies.
Plasmatocytes were also involved in phagocytosis of bacteria. In 7. Pityocampa, plasmatocytes represented 10-20% of total
hemocytes (fig. 2).
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Fig.4. Phase-contrast microscopy showing different immunity reactions of cells of Thaumetopoeapityocampa. (A)Hemocytes morphology before being adding to
the culture medium (G: 10x10); (B) Cells morphology in grace medium(C) Nodulation: Hemocytes forming nodules and encapsulation around Bacteria
Incubation (G: 40x10) (D)Parasites “Steinernimacarpocapsae” added to the medium, (G: 10x10).

In the assays with bacterial cells, used as not-self target, granulocytes contacted rapidly the microorganisms then they
participated to phagocytosis processus in the medium (fig. 4). To investigate in deep the cellular encapsulation responses,
parasites and free living nematodes were added at various times to cells medium culture of T. pityocampa. The ability of
hemocytes populations to recognize and encapsulate worms was investigated. A considerable number of granulocytes reach the
body- surface of free-living nematodes and bacteria; plasmatocytes also participate and completed the capsule. The profile of
pro- hemocytes and plasmatocytes significantly changed after immune challenges (fig. 5. ¢).
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Fig.5. Phase-contrast microscopy showing different encapsulation reactions of in hemolymphe of Thaumetopoeapityocampa. (A) Cells aggregation (B) start of
debris aggregation forming a simple humoral encapsulation (G:40x10). (C) humoral encapsulation (D)Different cells aggregate around humoral fraction forming
cellular encapsulation. (G: 10x10).
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Humoral melanisation is a humoralimmune response, which, in this case, cooperates with immuno-competent cells, by melanin
synthesis and deposition, in the isolation of foreign elements from the host body. Insects use also melanisation to limit parasites
trophic exchanges, enclosing the foreign target inside a hardened proteinaceous capsule. The microscopic observation of cells
challenged with either bacteria or latex microbeads demonstrated that mainly plasmatocytes were able to phagocytise both beads
and bacteria (fig. 4. c).

Aggregation of latex particles were not observed at any experimental time. Humoral encapsulation was the usually observed
before cellular encapsulation, the debris in the hemolymph surround the nematode and the bacteria, cellular encapsulation
appears later.

4. Discussion

In insects, immune resistance to diseases and infections is characterized by different immune reactions such as: phagocytosis,
nodulation, encapsulation and melanisation [26]. Hemocytes are the main elements of cell-mediated immunity in insects [25].
They are able to phagocyte and eliminate both biotic particles, such as bacteria, and abiotic targets, such as synthetic beads
[16].In literature, haemolymph in many insects’ species such coleopteran and lepidopteran are characterised by the presence of
several cell types: prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes, oenocytoids and adipo-hemocytes[24], [10], [1] and[14]. Many
of these cells types have been also identified in Thaumetopeapityocampahaemolymph. The most represented cells identified are
prohemocytesplasmatocytes and granulocytes.

The observation from 2" to the 4" larval instar instar was successful and showed that pro-hemocytes and granulocytes were the
most abundant cells. The plasmatocytes were present in the later stages(fig. 1. ¢). In the 2" instar, pro-haemocytes were
recognized by their small round shape; they represented only 8% of the cells observed, their number increased remarkably in the
3" instar (fig. 2)and was unchanged in the last larval instar; which confirms that the pro-haemocytes differentiated to
plasmatocytes and granulatocytes after 2 days of incubation. The regular microscopic observation demonstrated that most of pro-
haemocytes of the larvae, developed and transformed into plasmatocytes and granulatocytes(fig. 1).

In T. pityocampa, plasmatocyteswere recognizable by their elongated shape and pseudopodia (fig. 1. ¢), and the cell number
increasesduring the larval stages. These cells represent the main cells in hematopoietic tissues in larvae and adults of Carabus
Lefebvre (Coleoptera, Carabidae)[7]. Functionally, as cells, they could be compared to macrophages of vertebrates.In our
study, granulocytes were detected by their round shape(fig. 1. b). With 90%, they are the most abundant cells observed in each
stage. Phagocytosis is the process used by immunocompetent cells to engulf particles and microorganisms [13] to be eliminated.
In invertebrate, granulations are known to be the main cell type responsible for phagositosis process and nodulation of foreign
targets [S] and [12]. In the 4th instar, the main cells types and their capability to aggregation have been identified; the
haemocytes retained their ability to react and encapsulated either synthetic microbeads or free-living nematodes (fig. 4. c¢). At
this stage the larva reached immunity maturity.

So, at this instar humoral and cellular encapsulation, phagocytosis and nodules, have been observed in the presence of target (fig.
5) In other insects, different types of haemocytes could also perform phagocytosis, such as pro-haemocytes of B. Mori
larvae[17] and oenocytoids of the grub Cetonischemaaeruginosa[8)]. The granulocytes of P. Xylostellaare the only cells
responsible of encapsulation.

Another study suggests that in mammals, macrophages, neutrophils and monocyte were the cells involved in phagocytosis [15]
and [22].While in Manducasextaand Blattellagermanica, encapsulation was also realised by granulocytes [9] and [18]. In some
cases, the bacteria clearance involved both phagocytosis and process of nodulation. Concerning molluscs, all hemocytes
participate to realisephagocytose of different particles, such as bacteria, protozoan parasites, and latex beads. All hemocytes
participate to realisephagocytose of different particles, such as bacteria, protozoan parasites, and latex beads. [23] and [2].

5. Conclusion and Acknowledgements

Knowledge of the cell population in T. pityocampa is important for analyzing immune processes and to develop strategies for
fight this pest insect that causes both damage to plants and for human health. The most cells identified are there participated of
all immunity reactions processus. After adding parasites and nematode, humoral and cellular reactions were more observed in all
stages. Immunity of thametopoeapityocampa is develloped in the last instars then in the primary ones. The work was supported
by the immune and parasitology laboratory in italy.
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RESUME

Thaumetopoea pityocampa est 1'un des plus importants insectes nuisibles dans le Nord-
Est algérien, la région méditerranéenne et le centre d’Europe. Ce ravageur a engendré ces
derniéres années des degats naturels et humains considerables, c’est également un
probleme de santé public.

Pour bien comprendre le comportement €cologique de I’insecte et pour cerner son effet
néfaste et diminuer ses défoliations, nous avons réalisé une étude basée principalement sur
la structure immunitaire de 1’insecte, sur son comportement alimentaire et sur 1’effet de
certaines huiles essentielles vis-a-vis de la mortalité des chenilles de différents stades
larvaires.

Les cellules les plus abondantes dans I’hémolymphe de [I’insecte sont les
prohemocytes, les plasmocytes et les granulocytes, le nombre de ces cellules augmente
d’un stade larvaire a I’autre. Ces cellules participent a plusieurs réactions immunitaires.
Elles sont repérées lors des observations microscopiques des différentes formes
d’encapsulation, de phagocytose, de mélanisation et de nodulation cellulaire.

Le traitement toxicologique aux huiles essentielles indique une activité larvicide
variable d’une molécule a l'autre. L’huile de Cedre et I’huile d’Eucalyptus sont les
molécules les plus toxiques pour les chenilles de Thaumetopoea pityocampa.

Le comportement alimentaire des chenilles est réalisé par I’étude de Iattractivité
olfactive des larves de Thaumetopoea pityocampa vers les différentes especes de pin et de
cedre. Nous enregistrons des préférences plus au moins significatives lors des différents

tests.
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