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Tableau 13: Variation de I’Indice de Perforation (IP) en fonction de la nature du
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Tableau 14: Variation du taux intrinséque d’accroissement naturel (rm) en fonction de la nature du récipient.




RESUME

Au Burkina Faso, les graines de niébé en stockage subissent des dégats considérables
infligés par un insecte ravageur redoutable, Callosobruchus maculatus. Parmi les moyens de
lutte envisagés, se trouvent les huiles essentielles. Ainsi, dans la présente étude, les huiles
essentielles extraites de quatre plantes aromatiques, Ocimum americanum Sims, Hyptis
suaveolens Poit., Lippia multiflora Moldenke et Hyptis spicigera Lam. ont été testées sur ce
ravageur en vue d’optimiser leur emploi dans la protection du nié¢bé stocké.

L’analyse de la toxicité aigué de ces huiles essentielles vis-a-vis des formes externes,
c'est-a-dire les stades de I’insecte se développant hors des graines, a révélé que les adultes
sont plus sensibles que les ceufs. En effet, les doses 1étales obtenues avec les différentes huiles
essentielles sont plus faibles avec les adultes qu’avec les ceufs.

L’observation de la toxicité a plus ou moins long terme sur C. maculatus a permis de
noter que la sensibilité des insectes ayant subi la pression des huiles essentielles pendant huit
(8) générations reste invariable. Par contre, certains paramétres biodémographiques varient
comparativement a ceux de la souche non traitée.

L’étude des facteurs influengant la persistance des huiles essentielles renseigne qu’en
situation hermétique, leur persistance est variable et O. americanum est 1’huile la plus
persistante avec 100% de mortalité jusqu’a quatorze (14) jours apres le traitement. Cependant,
lorsque les huiles sont appliquées en conditions chaudes, c'est-a-dire en régime
thermopériodique 50 : 35°C; 10: 14h, on enregistre une perte de leur activité biologique
seulement apres deux (2) heures d’exposition.

L’¢évaluation des effets des huiles essentielles sur Dinarmus basalis, ectoparasitoide
des larves de C. maculatus montre que cet agent de lutte biologique est nettement plus

sensible que son hote.
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En effet, ses capacités parasitaires diminuent en présence de ces produits. De méme,
I’exposition de D. basalis a des doses non létales pour C. maculatus engendre toujours une
mortalité variant de 16 a 78% en fonction des huiles essentielles.

L’essai de stockage expérimental du niébé avec les huiles essentielles a permis de
constater que leur efficacité ne dépend pas du nombre d’applications. Aussi, il ressort que
I’efficacité de la conservation dépend de la nature des structures dans lesquelles les huiles
essentielles sont appliquées. Les récipients en plastiques conviennent mieux que ceux en
aluminium.

Les résultats obtenus indiquent la possibilité d’utilisation des huiles essentielles dans
la protection des graines de niébé contre C. maculatus si les conditions d’optimisation de leur
efficacité sont réunies. Cependant, la nocivité des huiles essentielles vis-a-vis du parasitoide
D. basalis pose le probléme de leur utilisation dans un programme de lutte intégrée et
nécessite la définition des conditions d’une combinaison harmonieuse des deux composantes

de lutte.

Mots clés : huiles essentielles, C. maculatus, toxicité, stockage, niébé, persistance.



INTRODUCTION GENERALE

L’agriculture occupe une place importante dans I’économie du Burkina Faso et
mobilise a elle seule plus de 80% de la population. Parmi les spéculations produites, le niébé
est la principale légumineuse alimentaire cultivée (Ouédraogo, 1991 ; Dabiré, 2001).
L’Afrique fournit plus de la moiti¢ de la production mondiale avec 3,36 millions de tonnes
dont 70% provient de la sous région ouest africaine (Ntare, 1987) avec le Nigeria, le Niger et
le Burkina Faso comme principaux producteurs (Jackai et Daoust, 1986 ; Nwokolo et
Ilechukwu, 1996). Au Burkina Faso, la production du niébé, estimée a 436156 tonnes
(D.G.P.S.A, 2007), pourrait étre plus importante si les principales contraintes a la production
sont levées (Dabir¢, 2001). En effet, cette légumineuse subit en champs et en stockage les
attaques de plusieurs insectes (Singh et Jackai, 1985 ; Jackai et Daoust, 1986 ; Ouédraogo et
al., 1996 ; Dabiré, 2001). Cependant, de 1’avis des producteurs, la contrainte majeure a
I’exploitation du niébé est la difficulté de la conservation post récolte des graines. Au Burkina
Faso, deux especes de Coléoptéres Bruchidae séminivores, Bruchidius atrolineatus Pic. et
Callosobruchus maculatus Fab. ont été signalées (Ouédraogo et Huignard, 1981 ; Ouédraogo,
1991 ; Sanon et al., 2005). Les adultes apparaissent dans les cultures au début de la floraison
et de la fructification du niébé et les femelles déposent leurs ceufs sur les gousses vertes ou
mdrissantes ou directement sur les graines si celles-ci sont disponibles (Ouédraogo et
Huignard, 1981 ; Sanon et al., 2005). A la récolte, les gousses ou les graines portant déja des
ceufs et des larves de bruches sont entreposées dans des structures de stockage ou les insectes
de la premiere génération, issus des cultures, émergent et se reproduisent. C’est précisément
les larves dont tout le développement se déroule a I’intérieur des graines aux dépens des
réserves cotylédonaires, qui occasionnent les dégats et des pertes quantitatives et qualitatives
(Ouédraogo et al., 1996 ; Ketoh et al., 1998 ; Sanon et al., 1998).

Ces pertes peuvent étre considérables et sont estimées a plusieurs millions de dollars
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par an (Caswell, 1961 ; 1981 ; Prevett, 1961 ; Huignard, 1985). L’essentiel des pertes est
imputable a Callosobruchus maculatus qui est ’espéce la mieux adaptée a la vie dans les
stocks grace au polymorphisme imaginal observé avec cette espece. En effet, Bruchidius
atrolineatus ne présente qu’un nombre limité de générations (en général 2), et dés Janvier la
plus part des adultes qui émergent dans les stocks sont en diapause reproductrice (Germain et
al., 1987 ; Monge et al., 1988 ; 1989 ; Huignard et al., 1989 ; Glitho, 1990 ; Lenga, 1991). Ces
insectes diapausants quittent rapidement les stocks pour des sites de diapause jusqu’alors mal
connus ; ils n’ont donc qu’un impact limité sur la destruction des stocks. Il en est de méme
pour les insectes de la forme voiliere de Callosobruchus maculatus qui apparaissent lorsque
les graines sont trop dégradées et dont 96% des adultes sont diapausants dans les stocks
(Zannou, 2000). Par contre, les formes non voiliere, ne présentent pas de diapause et se
maintiennent pendant la période de stockage du niébé en développant jusqu’a 8 générations
(Sanon et Ouédraogo, 1998) lorsque aucune mesure de protection n’est prise, ces insectes
peuvent entrainer la destruction compléte des stocks de niébé au bout de quelques mois de
conservation (Ouédraogo et al., 1996). Pour faire face a cette contrainte, les agriculteurs ont
recours souvent a des méthodes simples et peu onéreuses comme [’utilisation de substances
inertes (cendre, sable fin, argile...) et d’organes (feuilles, tiges, racines...) de plantes a
propriétés insecticides ou insectifuges (Golob et Webley, 1980 ; Lucas, 1980 ; Zehrer, 1987 ;
Maiga, 1987 ; Stoll, 1988 ; Van Huis, 1991 ; Dabiré¢, 1992 ; Nuto, 1995). Malheureusement,
ces méthodes ont souvent une efficacité limitée dans le temps et ne s’appliquent qu’a des
quantités réduites de graines. Au Burkina Faso, I’augmentation actuelle de la production du

niébé pousse les paysans a adopter la lutte chimique (Dabiré¢, 2001).

Bien qu’efficaces, les produits chimiques insecticides utilisés sous forme de

fumigants ou de poudres a mélanger directement avec les graines présentent souvent des



inconvénients vis-a-vis de I’environnement et de la santé humaine. De plus, ces produits
générent des effets négatifs sur la couche d’ozone (WMO, 1995), et favorisent a terme le
développement de la résistance des insectes (Bell et Wilson, 1995 ; Chaudhry, 1995) ainsi que
la résurgence de souches de ravageurs trés redoutées (Reppeto, 1985 ; Kossou, 1987 ; Van
Huis, 1991). Les inconvénients liés a I’emploi des pesticides de synthése militent en faveur de
la mise au point et de la vulgarisation d’alternatives efficaces a la lutte chimique. Dans cette
perspective, plusieurs recherches se sont focalisées sur la lutte biologique a D’aide
d’Hyménoptéres ectoparasitoides de bruches (Sanon et al., 1998 ; Amévoin, 1998 ; Amévoin
et al., 2007), la mise au point de variétés résistantes (Dabiré¢ et al., 2004), 'utilisation des
huiles essentielles (Ketoh et al., 2002 ; Séri-Kouassi et al., 2004 ; Sanon et al., 2006 ; Ngamo
et al., 2007) et de méthodes écologiques. Actuellement, un regain d’intérét est porté sur les
huiles essentielles extraites de plantes aromatiques dont certaines sont traditionnellement
utilisées par les paysans pour protéger leurs stocks. Ce sont des biopesticides d’origine
végétale qui ont prouvé leur efficacité en laboratoire contre de nombreux ravageurs de
denrées stockées (Keita et al., 2001 ; Raja et al., 2001 ; Belmain et al., 2001 ; Murdock et al.,
2003 ; Seri-Kouassi et al., 2004 ; Kellouche et Soltani, 2004 ). En raison de leur caractére
volatil, les huiles essentielles agissent comme des fumigants (Don-Pedro, 1996a) et pourraient
étre utilisées dans le traitement de grands stocks sans avoir a déplacer les graines (Ketoh,
1998). Par ailleurs, ces phytoinsecticides présenteraient une faible rémanence dans les stocks
traités (Ngamo et al., 2007) et une faible toxicité vis-a-vis des vertébrés (Attawish et al.,
2005). Toutes ces qualités font de I’utilisation des huiles essentielles une alternative
prometteuse de protection des stocks de niébé (Sanon et al., 2006 ; Ketoh et al., 2006).
Cependant, les conditions de leur utilisation rationnelle et optimale restent a préciser.

Une des questions importantes qui se posent et qui a suscité nos recherches concerne

I’utilisation pratique des huiles essentielles a grande échelle.
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Nous avons entrepris toute une série d’investigations sur des huiles essentielles
extraites de trois Lamiaceae, Ocimum americanum Sims, Hyptis suaveolens Poit., Hyptis
spicigera Lam.et d’une Verbenaceae, Lippia multiflora Moldenke. Le choix de ces plantes se
base sur leur utilisation traditionnelle par les producteurs de niébé, leur disponibilité dans la
nature et la facilité d’extraction des huiles essentielles (Sanon et al., 2006). L’objectif global
est d’apporter une contribution a 1’optimisation de [’utilisation des huiles essentielles en
protection des stocks de niébé contre C. maculatus, principal déprédateur de cette importante
légumineuse.

Nos investigations ont cherché d’abord a déterminer I’efficacit¢ des quatre huiles
essentielles sur le ravageur. Dans cette optique, nous avons mesuré¢ les réponses doses-
mortalités des adultes et des ceufs de C. maculatus. Les études antérieures ont, en effet,
montré que ce sont surtout ces formes externes qui sont sensibles aux huiles essentielles
(Ketoh et al., 2005 ; Sanon et al., 2006). Aujourd’hui, il n’y a que trés peu de données sur la
persistance des huiles essentielles dans un stock de graines conservées en conditions réelles.
Or, les huiles essentielles font partie des composés naturels les plus complexes, les plus
fragiles et les plus altérables extraits du monde végétal (Lobstein et al., 1983). Leur qualité
peut également étre affectée par certains facteurs climatiques notamment la température
(Isman, 2000 ; Miresmailli, 2005). Il est donc possible que ces substances se dégradent
rapidement et n’offrent qu’une protection limitée au cours du stockage. Nous avons alors
analysé la rémanence des quatre huiles essentielles dans des stocks traités et conservés dans
des dispositifs hermétiques.

Une autre préoccupation abordée dans cette premiére série d’investigations est le
probléme de I’effet des huiles essentielles a plus ou moins long terme sur le déprédateur.

Un des obstacles a la lutte contre les déprédateurs des denrées stockées est le

développement de la résistance des insectes aux produits insecticides. En effet, selon Metcalf



(1994), plus de 500 especes ont développé une résistance contre les pesticides de synthése.
Quelques cas de résistance aux toxines de Bacillus thurigensis ont aussi été signalés
(Rajamohan et al., 1998). La mise au point de produits a activité insecticide devrait donc aussi
prendre en compte I’analyse de leurs effets sur les nuisibles a court, moyen ou long terme
afin de réduire ou éviter la survenue de cas de résistance. Nous avons isolé au laboratoire une
souche de C. maculatus qui s’est développé aux dépens d’huiles essentielles et nous avons
analysé la sensibilité et le comportement reproducteur de la huitiéme génération.

La seconde série d’investigations a porté¢ sur ’analyse des effets indésirables des
huiles essentielles envers la faune auxiliaire associée aux Bruchidae ravageurs des stocks de
niébé. En effet, plusieurs especes d’Hyménoptéres ectoparasitoides sont inféodées aux larves
de bruches pendant la conservation du ni¢bé (Monge et al., 1991). Parmi ces ennemis
naturels, Dinarmus basalis est le meilleur agent de lutte biologique (Sanon et al., 1998) dont
I’utilisation en combinaison avec les huiles essentielles pourrait étre envisagée dans une
démarche de protection intégrée. Ainsi, les huiles essentielles agiraient surtout sur les formes
externes tandis que D. basalis compléterait cette action en parasitant les larves qui y auraient
¢chappé (Ketoh et al., 2005). L’objectif des études entreprises ici est de déterminer la toxicité
des huiles essentielles sur 1I’agent de lutte biologique ainsi que ses capacités de parasitisme en
vue de contribuer a préciser les modalités de combinaison des deux composantes de lutte.

Enfin, I’étanchéité et la nature de la structure de conservation influencent 1’efficacité
de la protection avec les huiles essentielles (Ketoh, 1998).

Leur utilisation efficace a grande échelle nécessite donc de les adapter aux structures
paysannes de conservation du niébé ou d’identifier des structures appropriées compatibles
avec ’utilisation des huiles essentielles et pouvant étre adoptées par les producteurs.

Les investigations menées ici ont permis de tester I’efficacité de différents récipients

en aluminium et en plastique. Elles ont aussi permis de mener des tests a partir d’essais de
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formulations des huiles essentielles en vue de les rendre moins volatiles.

CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Dans ce chapitre, aprés avoir décrit la plante hote, le niébé, son importance alimentaire



et économique, nous évoquerons la problématique de sa conservation en rappelant la biologie
et le degré de nuisance de son principal ravageur avant de nous appesantir sur ’alternative de

lutte proposée, les biopesticides d’origine végétale.

I. Le niébé, Vigna unguiculata

Le niébé est une plante annuelle autogame, présentant de grandes variabilités
morphologiques en relation avec le nombre élevé de ses variétés (Smartt, 1976 ; Borget,
1989 ; Memento, 1991). Le port peut étre buissonnant, érigé, semi érigé, prostré ou rampant.
Les tiges de section circulaire, sont gréles, parfois cannelées et glabres. Les feuilles
trifoliolées, ont une pilosité faible ou nulle, avec des stipules éperonnées a la base. Les
folioles, ovales, aigués, sont généralement entiéres, parfois lobées. Les fleurs, de couleur
blanche, jaunatre, bleu pale rose ou violette, sont a I’extrémité d’un long pédoncule, formant
des grappes axillaires. Les gousses, indéhiscentes, de forme cylindrique plus ou moins
comprimée, voire aplatie, sont dressées par paire, formant un V. Les graines, au nombre de 8
a 20 par gousse et de forme ellipsoide, plus ou moins arrondies, ont un tégument épais, de
couleur blanche, blanc rosé, brune ou rosé.

Le niébé est une plante cultivée trés ancienne, connue en Inde plusieurs années avant le
christianisme (Ng et Marechal, 1985). La région d’origine du niébé semble étre 1’ Afrique de
1I’Ouest, notamment la boucle du fleuve Niger (Faris, 1965) et il aurait ét¢ introduit en Inde a
partir de I’Afrique de I’Est, notamment de I’Ethiopie (Mahon, 1981 ; Marechal et Baudoin,
1985) il ya treés longtemps, au regard des contacts trés anciens qui existent entre I’Est et
I’Afrique (Purseglove, 1976). La systématique du niébé cultivé en Afrique de I’Ouest est la
suivante (Marechal et al., 1978 ; Ouédraogo, 1978 ; 1991) :

Famille : Légumineuses

Sous famille : Fabaceae
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Genre : Vigna
Espece : unguiculata

Sous espece : unguiculata Walp. Verdc.

1.1. Importance du niébé

Le niébé joue un role trés important dans I’alimentation en Afrique de 1’Ouest. Ses
graines sont riches en glucides (48% du poids sec) et surtout en protéines (25% du poids sec)
constituées de la plupart des acides aminés essentiels, indispensables a la nutrition humaine, a
I’exception toutefois des acides aminés soufrés (Smartt, 1976 ; Bressani, 1985). Le niébé peut
donc constituer un complément nutritionnel intéressant pour les populations sahéliennes dont
I’alimentation est surtout a base de céréales.

Les tiges et les feuilles, enroulées en bottes apres la récolte des gousses et séchées sur
les hangars donnent les fanes qui constituent du fourrage pour les animaux pendant la saison
séche ou les paturages sont rares.

Le niébé posseéde des caractéristiques agronomiques intéressantes. En effet, il peut
survivre dans des sols pauvres, sa culture exigeant peu d’engrais a cause de son aptitude a
réaliser la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique (Smartt, 1976 ; Rachie, 1985). Cette
légumineuse est donc recommandée dans les rotations et les associations de cultures.

Malheureusement tous les stades phénologiques du niébé subissent les assauts

d’insectes ravageurs capables de compromettre sa production.

1.2. Les insectes ravageurs du niébé

Tout au long de son cycle végétatif et reproducteur puis dans les stocks, le niébé est
attaqué par des insectes, des maladies virales et fongiques et soumis a la concurrence des

mauvaises herbes (Jackai et Daoust, 1986). Les insectes nuisibles au niébé peuvent étre



classés comme suit (Singh et Allen, 1979 ; Ouédraogo, 1985):

1.2.1. Les insectes ravageurs du niébé en culture

1.2.1.1. Les insectes de la pré- floraison

I1s regroupent essentiellement :

- Les Homopteres piqueurs- suceurs de séve, regroupant les Jassidae (Empoasca spp) et les
Aphidae (Aphis spp). Ces insectes envahissent les plants de niébé en début du cycle de
croissance (Singh et Van Emeden, 1979 ; Tottappilly et al., 1990).

- Les Coléopteres du feuillage, représentés par les Chrysomelidae (Medythia quaterna
Fairmaire et Qotheca mutabulis Sahlberg) dont les adultes sont d’excellents vecteurs du virus
de la mosaique jaune du niébé (Singh et Van Emeden, 1979 ; Singh, 1985 ; Singh et Jackai,
1985).

- Les larves de Lépidopteres consommatrices de feuilles représentées par des Noctuidae qui
causent de sérieux dégats aux tiges tendres, aux pédoncules et aux feuilles de niébé.

- Les thysanopteres du feuillage représentés par les Thripidae (Sericothrips occipitalis Hood)

provoque une nécrose internervale et une déformation de la feuille (Singh, 1985).

1.2.1.2. Les insectes de la floraison et post-floraison

I1s sont constitués de :
- Les Thysanopteres des fleurs, représentés par les Thripidae (Megalurothrips sjostedti) qui

entrainent la perte des fleurs (Singh et Van Emeden, 1979).
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- Les Coléopteres des fleurs, il s’agit principalement de Meloidae (Mylabris sp., Mylabris
biparta) qui dévorent les fleurs de niébé (Singh et Van Emeden, 1979).

- Les foreuses de gousses, on distingue des larves de Lépidoptéres (Maruca vitrata) et des
punaises suceuses de gousses dont Clavigralla tomentosicollis est ’espéce la plus importante

inféodée au niébé (Dabiré, 2001).

1.2.2. Les insectes ravageurs du niébé en stockage

En Afrique de I’Ouest, les insectes qui se développent dans les systemes de stockage
aux dépens des graines de Vigna unguiculata sont constitués essentiellement par des bruches
(Alzouma, 1987 ; Ouédraogo, 1991). Au Burkina Faso, Callosobruchus maculatus et
Bruchidius atrolineatus sont les plus fréquemment rencontrés (Ouédraogo et Huignard, 1981 ;
Ouédraogo, 1991 ; Sanon et al., 2005). Les infestations des gousses par les insectes ont lieu
dans les cultures mais le développement des larves dans les cotylédons des graines se poursuit

dans les stocks (Glitho, 1990 ; Ouédraogo et al., 1996 ; Sanon et al., 2006).

I1. Les Bruchidae ravageurs du niébé

2.1. Importance économique des bruches

Les pertes occasionnées par les bruches sont estimées a plusieurs milliers de dollars
par an (Huignard, 1985). Au moment de I’entreposage des récoltes, le taux d’infestation par
les bruches est faible, généralement inférieur a 5% (Ouédraogo, 1991 ; Sanon et al., 2005). En
absence de protection efficace, aprés 1 mois de conservation, ce taux atteint 30%, puis 80-
100% en 5 mois de stockage (Nuto et Glitho, 1990 ; Seck et al., 1991 ; Ouédraogo et al.,
1996 ; Van Alebeek, 1996). Les dégats causés par les bruches sont variées et incluent des

pertes quantitatives (perte de poids) et qualitatives (perforations, déjections d’insectes et



réduction du pouvoir germinatif).

En raison de sa présence permanente dans les stocks au contraire de l’espece
sympatrique Bruchidius atrolineatus, Callosobruchus maculatus est le principal déprédateur
du niébé en stockage dans toute 1I’Afrique de I’Ouest. L’intérét économique de cet insecte

justifie donc son choix pour nos investigations.

Figure 22 : Dégats occasionnés par les bruches sur le niébé apres 4 mois de stockage
(source : Ilboudo, 2008)

2.2. Description morphologique et position systématique de C. maculatus

2.2.1. Description morphologique

C. maculatus est un petit Coléoptere de 2,8 a 3,5 millimetres de long. Le corps, de
forme oblongue, est généralement rougeatre et recouvert de poils blancs a jaunatre
(Ouédraogo, 1991). A I’émergence de I’adulte des graines, 1’extrémité postérieure de

I’abdomen dépasse légeérement les €lytres (Ouédraogo, 1978). Une coloration différente des
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¢lytres et du pygidium permet de distinguer le male de la femelle.

Il existe chez Callosobruchus maculatus un polymorphisme imaginal. Ce
polymorphisme imaginal est induit pendant le développement embryonnaire et/ou post
embryonnaire.

I1 dépend des conditions de température et de teneur en eau des graines dans lesquelles
a lieu le développement (Ouédraogo, 1991 ; Ouédraogo et al., 1991). Deux formes d’adultes
ont été décrites et caractérisées par Utida (1954 ; 1972) ; Caswell (1960) et Ouédraogo (1978 ;
1991). Ces deux formes différent par des caractéres morphologiques, physiologiques et
comportementaux.

Les adultes de la forme non voiliére ont généralement un corps brun rougeatre et ne se
déplacent que par la marche. Les antennes des adultes de la forme non voiliére sont plus
longues que celles des adultes voiliers (Ouédraogo, 1991). Chez la femelle, les élytres portent
4 taches noires caractéristiques, 2 grandes au milieu, 2 petites a leurs extrémités postérieures.
Le pygidium présente 2 taches noires séparées par une ligne pubescente recouverte de poils
blancs. Chez le male, le prothorax, les €lytres et le pygidium sont généralement recouverts de
poils blancs. Le pygidium ne porte aucune tache noire. Pendant toute la saison seche, les
adultes de cette forme se maintiennent et se reproduisent sur les gousses et les graines
stockées. Les adultes de la forme voiliere émergeant des graines sont aptes au vol. Le corps a
une coloration générale brun noir a gris noir. Chez la femelle, les €lytres portent 4 grosses
taches noires tandis que le prothorax et le pygidium sont recouverts de poils (Ouédraogo,
1991). Chez le male, les taches noires portées par les élytres sont en forme de faucille. Les
taches situées vers les extrémités des élytres sont petites et diffuses. Les adultes voiliers sont
en quiescence reproductrice a I’émergence des graines (A I’émergence, 1% des femelles de
forme voilieére sont reproductrices sexuellement actives ; 3% sont en quiescence reproductrice

et 96% sont en diapause reproductrice (Zannou, 2000)). La quiescence est une adaptation a



des variations irrégulieres de I’environnement entrainant des modifications physiologiques
peu profondes (Tauber et al., 1981 ; 1984). Des travaux antérieurs ont montré que les adultes
voiliers présentaient une véritable diapause reproductrice identique a celle observée chez B.
atrolineatus (Glitho et al., 1996).

Cette forme quitte les stocks a 1’approche et pendant la saison des pluies et est a

I’origine de I’infestation des cultures de nié¢bé (Sano-Fujii, 1984 ; Huignard et al., 1985).

2.2.2. Position systématique

Callosobruchus maculatus fut décrit pour la premicre fois par Fabricius (1775) sous le

nom de Bruchus maculatus. 11 fut également répertorié sous plusieurs noms :

Bruchus quadrimaculatus (Fabricius, 1792), Laria quadrimaculatus (Bedel, 1901),
Pachymerus quadimaculatus (Schilsky, 1905). Des études phylogénétiques récentes ont
tendance a placer les bruches dans la famille des Chrysomelidae et dans la sous famille des

Bruchinae (Sembene, com. pers., 2009).

Ordre : Coléopteres

Super famille : Phytophagoidae
Famille : Chrysomelidae

Sous famille : Bruchinae
Genre : Callosobruchus

Espéce : Callosobruchus maculatus
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Figure 22 : Adultes de C. maculatus: forme non voiliére femelle (A) et méale (B), forme

voiliére male et femelle (C) x 10 (Source : Sanon, 2009).




2.3. Biologie et stades de développement

2.3.1. Biologie

Callosobruchus maculatus est une espece cosmopolite, polyvoltine, bien adaptée aux
conditions de I’environnement et a celles des structures de stockage. Apres I’accouplement, la
femelle pond sur les gousses, de préférence mires ou directement sur les graines dans les
cultures ou dans les stocks. Hors mis le niébé, principale plante hote (Weidner et Rack, 1984 ;
Decelle, 1987), C. maculatus peut également se développer aux dépens de plusieurs especes
de légumineuses cultivées ou sauvages. La durée de développement est fonction des
conditions climatiques prévalant au cours du stockage. L’éclosion de la larve a lieu 3 a 5 jours
apres le dépot de I’ceuf (Ouédraogo, 1978). La larve néonate, du type chrysomélien, perfore le
tégument et pénetre dans la graine. La suite du développement passe par 3 autres stades
larvaires tous du type rynchophorien et par un stade nymphal duquel sortira la bruche adulte.
La durée du cycle de I’ceuf a 1’adulte est variable en fonction des conditions climatiques et
serait comprise entre 30 et 35 jours (Singh et Allen, 1979) et méme au dessous de 20 jours en
conditions de haute température et de faible humidité relative (Ouédraogo et al., 1996 ; Sanon
et Ouédraogo, 1998). A la fin de la saison seche, lorsque les graines sont fortement dégradées
et que les variations climatiques annoncent le début de la saison des pluies, les individus de la

forme voiliere émergent dans les stocks (Ouédraogo, 1991).
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2.3.2. Stades de développement

Le développement de C. maculatus comme celui de la plupart des Bruchidae passe par

les stades suivants (Ouédraogo, 1978):

- L’ceuf

Il est asymétrique et présente deux extrémités, une extrémité arrondie correspondant
au pole postérieur. On note a ce niveau la présence d’une protubérance appelée « respiratory
tube » ou « funnel » (Wightman et Southgate, 1982 ; Credland, 1992) qui jouerait un role
dans les échanges entre le milieu extérieur et l'intérieur de [D’ceuf. L’autre extrémité
subconique correspondant au pole antérieur. L ceuf est de couleur blanchatre (Figure 3) et
adhére a la graine grace a un liquide émis par la femelle au moment de I’expulsion de 1’ceuf.

L’incubation de I’ceuf dure 3 a 5 jours et aboutit a la formation de la larve néonate.

- La larve de stade 1 (larve néonate ou L1)

C’est une larve de type chrysomélien apparaissant toujours a I’endroit de dépdt de
I’ceuf. Elle possede trois fines paires de pattes non fonctionnelles et une plaque prothoracique.
Elle reste protégée a I’intérieur du chorion pendant 24 ou 48 heures, puis perfore le tégument
de la graine en creusant une galerie dans I’épaisseur du cotylédon. Dés qu’elle pénetre dans la

graine, elle mue.

- La larve de stade 2 (ou L2)

Elle est de type rynchophorien a corps blanchatre. La téte sclérifiée porte une paire
d’antennes articulées. Elle ne posseéde ni pattes, ni plaque prothoracique. En grossissant, elle

continue de creuser la galerie et 1’¢largit en une premiere logette ou intervient la mue.

- La larve de stade 3 (ou L3)

Elle est du méme type que le stade précédent. Elle continue a agrandir la galerie en



une deuxieme logette dans laquelle elle grossit considérablement et mue.

- La larve de stade 4 (ou L4)

Cette larve n’est différente des larves L2 et L3 que par la taille. Elle continue a grossir
en creusant une troisieme logette a laquelle elle donne une taille et une forme définitives.
Cette logette et arquée et tapissée d’acide urique. Elle n’est séparée de I’extérieur que par une

fine membrane tégumentaire de la graine. C’est le lieu de la nymphose.

- La nymphe (ou N)

La nymphe est logée dans la logette nymphale aménagée par la L4. Elle est d’abord
blanchatre et non scléeifiée. Par la suite, les organes se sclérifient progressivement pour
aboutir a I’imago. Ce dernier reste a I’intérieur de cette logette pendant 24 ou 48 heures avant

d’émerger.
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Figure 22: Graine de niébé infestée par C. maculatus. (x 10) (Source : Jaloux, 2004)

L’ceuf de bruche est tout d’abord translucide (1) puis devient blanc (2) lorsque la larve
néonate pénétre dans la graine. A la fin du développement larvaire, la prénymphe aménage

une loge prés de la surface, visible par transparence (3).



2.4. Les stratégies de lutte

2.4.1. La conservation du niébé

A maturité, les gousses de niébé sont récoltées manuellement a la fin de la saison des
pluies. Elles subissent le plus souvent un séchage supplémentaire au soleil, ce qui peut
accroitre le niveau initial d’infestation par les bruches comme cela a été observé chez
Caryedon serratus sur ’arachide (Robert, 1984).

La conservation se fait soit en gousses dans des greniers en banco (mélange d’argile et
de paille hachée) ou en paille (tiges de Pennisetum thyphoides Burn. Ou d’Andropogon
gayanus), soit en graines apres écossage dans des jarres en argile cuite et dans des greniers en
banco. Ces deux procédés sont utilisés au Burkina Faso (Dabiré, 1992).

En milieu paysan, on distingue les méthodes traditionnelles couramment utilisées pour la
protection des stocks a savoir 1’utilisation de substances inertes (sable fin, argile, cendre de
bois...), 'introduction d’extraits ou de différentes parties de plantes a propriétés insecticides
ou insectifuges. Les plantes les plus fréquemment utilisées au Burkina Faso sont Cassia
nigricans a ’ouest, Hyptis spicigera Lam. (Labiées) a propriétés insectifuges et Boscia
senegalensis (Pers.) Lam. (Capparidacées), a propriétés insecticides au centre (Ouédraogo,
1995). Au cours de la conservation, la plupart des agriculteurs protégent leurs stocks a 1’aide

de procédés variés en fonction de la taille du stock et de la forme de la denrée a stocker.

2.4.2. Les méthodes traditionnelles

FElles consistent en :

- L’utilisation de substances inertes (cendre, sable fin, argile, sel, chaux éteinte,...) mais aussi

d’huiles végétales et d’extraits ou d’organes de plantes supposées insecticides ou insectifuges
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(Zehrer, 1987 ; Maiga, 1987 ; Van Huis, 1991 ; Dabiré, 1992 ; Nuto, 1995).

- L’utilisation de la fumée ou le séchage au soleil (Zehrer, 1987). La fumée et la chaleur
semblent avoir une action physique, répulsive ou insecticide.

- Le stockage en gousses : le péricarpe des gousses agit comme une barriére physique contre
la pénétration des larves néonates (Caswell cité par Van Huis, 1991).

- Le stockage hermétique : ce procédé entraine la mort de Callosobruchus maculatus par
asphyxie (Seck et Gaspar, 1992).

L’efficacit¢ de ces méthodes est tributaire d’une bonne compréhension des
mécanismes de base tels que la quantité de graines a stockées, la masse de substances inertes a
utiliser et surtout le protocole de leur application. Pour le stockage hermétique, il faut entasser
les graines de facon a bien remplir les espaces intergranaires et réduire la disponibilité de
I’oxygene dans 1’atmosphére du stockage. Certaines de ces méthodes font 1’objet d’adaptation
par la recherche scientifique en vue d’améliorer leur efficacité. C’est le cas par exemple du
stockage hermétique a 1’aide de sacs a triple fond de I’Institut de 1I’Environnement et de
Recherche Agronomique (INERA) actuellement en vulgarisation a grande échelle au Burkina
Faso.

Cette méthode est certes pratique, simple et efficace mais son application nécessite
quelques précautions. Essentiellement basée sur la privation d’oxygéne aux insectes, cette
technologie est confrontée aux risques de perforation des sacs. En effet, dans I’environnement
de stockage, les rongeurs, les objets pointus ainsi que les possibles mouvements de
manutention sont autant d’obstacles susceptibles de provoquer des trous dans les sacs, les
rendant ainsi accessibles a I’air et au développement des bruches. De plus, face au nombre de
sacs nécessaires pour stocker de grande quantité¢ de niébé, cette technologie est confronté au
risque pour les paysans de ne pas racheter de nouveaux sacs et d’utiliser des sacs

endommagés, ce qui entrainerait une perte d’efficacité.



2.4.2. La lutte chimique

L’ampleur des dégats occasionnés par les insectes et surtout 1’augmentation actuelle
de la production du niébé, poussent souvent les paysans a adopter cette méthode de lutte qui
consiste en ’application de produits chimiques de synthése pour protéger leurs récoltes. C’est
une méthode efficace mais qui peut générer de nombreux inconvénients. Selon Daxl et al.
(1995), 1% seulement de la mati¢re active du produit chimique atteint les organismes
nuisibles et les 99% restants, souvent trés toxiques, polluent I’environnement. En outre, leur
utilisation est onéreuse et requiert une maitrise des techniques de dosage. La lutte chimique
est peu appropriée dans le contexte de la paysannerie africaine caractérisée par son faible
niveau d’instruction et la faiblesse des revenus. Les insecticides de synthése constituent
¢galement un danger pour la santé¢ de I’utilisateur et du consommateur, étant a 1’origine de
nombreux cas d’intoxication aigué€ et chronique.

L’utilisation répétée et intempestive des produits chimiques non appropriés peut
entrainer le phénomene de tolérance ou de résistance des ravageurs aux insecticides (Naada,
1992 ; Daxl et al., 1995).

Les traitements chimiques sont souvent trés dangereux pour les ennemis naturels qui
sont des organismes utiles (Haines, 1984 ; Waage, 1992). L’¢élimination de ces organismes
utiles par les insecticides peut conduire non seulement au phénomeéne de résurgence, c'est-a-
dire a la réapparition du ravageur mais aussi a sa pullulation.

L’insuffisance d’efficacité de la plupart des méthodes traditionnelles, jointe aux
préoccupations engendrées par la lutte chimique militent en faveur de la recherche
d’alternatives, moins onéreuses et moins toxiques. Au nombre de ces nouvelles alternatives
figurent la mise au point de variétés résistantes, la lutte biologique et 1’utilisation des huiles

essentielles.
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2.4.4. La résistance variétale

Depuis plus d’une décennie, 'IITA (International Institut for Tropical Agriculture) au
Nigeria et I'INERA (Institut d’Etudes et de Recherches Agronomiques) au Burkina Faso,
cherchent a introduire des facteurs de résistance dans les variétés adaptées de nibé. Ofuya et
Credland (1995) ont montré que la variété TVu 2027 présentait une résistance significative a
C. maculatus en allongeant sa durée de développement et en réduisant sa fécondité.
Malheureusement, la plupart des variétés partiellement ou modérément résistantes mises au
point présentent des graines dont les caractéristiques ne sont pas toujours trés bien appréciées
par consommateurs (Singh et al., 1990 ; 1992). L’objectif des recherches actuelles au Burkina
Faso est donc d’incorporer les geénes de résistance dans des variétés performantes et adaptées,

déja vulgarisées et appréciées des producteurs (Dabiré et al., 2004).

2.4.5. La lutte biologique

2.4.5.1. Controle biologique et parasitoides de bruches

Le controle biologique occupe une place de choix parmi les alternatives nouvelles de
lutte. Il se définit comme étant 1’utilisation d’organismes vivants (parasites, prédateurs,
parasitoides et pathogenes) comme agents de régulation des populations des ravageurs. Trois
modeles sont généralement utilisés en lutte biologique (Waage, 1992) : le contrdle biologique
classique ou acclimatation d’un auxiliaire exotique, 1’augmentation et la conservation
d’ennemis naturels. Les travaux de laboratoire et de terrain conduits en zone sahélienne au
Niger et au Burkina Faso et en zone guinéenne au Togo, au Bénin et en Cdte d’Ivoire ont
prouvé I’existence d’un cortége d’ennemis naturels inféodés aux bruches aussi bien dans les

champs que dans les greniers. Il s’agit d’un parasitoide oophage, Uscana lariophaga



(Hymenoptera : Trichogrammatidae) et de trois parasitoides larvophages Dinarmus basalis
Rond. (Hymenoptera : Pteromalidae), Eupelmus orientalis Crw et Eupelmus. vuilleti Crw.
(Hymenoptera : Eupelmidae) (Monge et Huignard, 1991 ; Monge et al., 1995 ; Sanon, 1997,
Amevoin, 1998). Parmi ces parasitoides Dinarmus basalis a été identifié comme le meilleur
agent de lutte biologique avec des performances parasitaires trés intéressantes. Ainsi, lorsqu’il
se développe seul en présence des bruches, il peut réduire considérablement les effectifs des
populations du ravageur (Ouédraogo et al., 1996). Au Burkina Faso, une étude enti¢rement
réalisée en conditions naturelles renseigne que des introductions régulieres de Dinarmus
basalis dans les greniers en début de stockage permettent un contrdle efficient des effectifs de
Callosobruchus maculatus avec une réduction significative de 80-90% et une perte en poids
inférieure a 13% (Sanon, 1998).

L’application de la lutte biologique a grande échelle est aujourd’hui tributaire de la
mise au point d’une méthode de production de masse du parasitoide D. basalis (Amevoin et
al., 2007). Un autre intérét de la lutte biologique est la possibilité de son utilisation dans une
stratégie globale de protection intégrée des stocks de niébé. Ainsi, du fait de sa spécificité
d’action et du stade cible (en I"occurrence les larves de bruches), on pourrait envisager de
combiner I’introduction de parasitoides dans les greniers en complément de celle de
substances allélochimiques comme les huiles essentielles qui sont surtout efficaces contre les

adultes de bruches (Ketoh et al., 2005).

2.4.5.1. Morphologie, systématique et biologie de D. basalis

Les adultes D. basalis sont de couleur noir brillant et présentent un dimorphisme
sexuel net (Figure 4). Les males (2 a 2,5 mm) sont plus petits que les femelles (3 a 3,5 mm)
et sont reconnaissables a la réserve séminale qui forme une poche claire visible a travers les
segments abdominaux antérieurs transparents. Les femelles sont de couleur noire uniforme et

leur abdomen est plus fusiforme. Males et femelles se déplacent en marchant mais sont
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¢galement capables de voler quand la température est convenable.

Décrit pour la premiere fois sous le nom d’Entedon basalis par Rondani en 1877, il fut ensuite
répertorié comme Bruchobius laticeps (Rasplus, 1988) et confondu avec des especes proches
avant que Rasplus en 1989 ne révise et fixe sa position systématique et son nom actuels.

Ainsi, la systématique de Dinarmus basalis se présentent comme suit:

Ordre : Hymenoptera

Sous-ordre : Apocrita
Super-famille : Chalcidoidea
Famille : Pteromalidae
Sous-famille : Pteromalinae
Genre : Dinarmus Ashmead 1904

Espece : basalis Rondani 1877.

Figure 22: Adultes de D. basalis mile (3) et femelle (Q) % 20 (Source : Jaloux, 2004)

L’ceuf de D. basalis de type centrolécithe, est de forme oblongue (600um x 150
Hm), et légérement courbé. Il ne posséde pas de pédicelle. Dans les conditions d’élevage,

I’éclosion intervient environ 30 h apreés la ponte. Le développement post embryonnaire




comprend cinq stades (Roger, 1984). Les trois premiers stades larvaires (larves L1, L2 et L3),
de forme semblable, différent par la taille qui croit rapidement. Les larves sont arquées,
blanches, apodes et possédent des mandibules sclérifiées brun noir. Comme chez tous les
ectoparasitoides solitaires, le développement larvaire est précédé de 1’élimination physique
des éventuelles larves surnuméraires (Fisher, 1961). La pré nymphe se distingue par la
différentiation des segments thoraciques.

La mue nymphale intervient environ 12 jours apres la ponte en conditions controlées
de 33:23°C, 12: 12h; 12: 12h LD ; 50-70% RH. Les ¢bauches d’appendices imaginaux
apparaissent et la nymphe de couleur ambre noircit, les yeux deviennent rouges. Le 14¢me
jour, quelques heures aprés la mue imaginale, le nouvel adulte émerge de la graine, les males

émergeant en moyenne un jour avant les femelles (Gomez Alvarez, 1980).

2.4.6. Les biopesticides d’origine végétale

2.4.6.1 Définition

Un biopesticide se définit étymologiquement comme tout pesticide d’origine
biologique, c'est-a-dire, organismes vivants ou de substances d’origine naturelle synthétisées
par ces derniers, et plus généralement tout produit de protection des plantes qui n’est pas issu
de la synthése chimique. Cependant, pour certains auteurs, le terme de biopesticide doit étre
réservé aux agents biologiques de lutte ou de controle des insectes, comme les arthropodes
entomophages, les champignons pathogenes et enfin les bactéries (Vincent et Coderre, 1992 ;
Van Driesche et Bellows, 1996 ; Vincent, 1998). Méme si cette définition tres restrictive omet
les produits issus du métabolisme des organismes biologiques comme les composés
sémiochimiques, il est cependant fondé étymologiquement d’appeler les molécules
phytochimiques a caractere phytosanitaire des « biopesticides d’origine végétale » (Philogene

et al.,, 2002). Avec le statut d’ «insecticide idéal » c'est-a-dire spécifique, sélectif,
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biodégradable et disponible, ces phytoproduits constituent une composante essentielle de la
lutte intégrée. Ils doivent leur spécificité a leur nature, aux molécules issues du métabolisme
secondaire des plantes. Ils sont synthétisé€s initialement pour la défense du végétal contre la
pression d’un herbivore. Leur sélectivité tient de la variabilit¢é des composés qui les
constituent, mélange de composés chimiques de nature et de structures différentes, leur

activité biologique étant liée a la structure de ces composés.

Leur biodégradabilité s’explique par la demi-vie assez courte de leurs composés.
Ainsi, les huiles essentielles intervenant dans la lutte contre les ravageurs des denrées

stockées peuvent étre considérées comme des biopesticides d’origine végétale.

2.4.6.2 Importance des biopesticides dans la gestion des ravageurs

Face aux préoccupations engendrées par une agriculture soumise a une rentabilité
¢conomique, la lutte raisonnée ou intégrée est devenue un impératif incontournable. Les
biopesticide d’origine végétale s’inscrivent dans cette démarche. En effet, selon Powell et
Justum (1993), plusieurs facteurs sont de nature a imposer 1’utilisation des biopesticides :
Tout d’abord, I’occupation d’une « niche environnementale » dans laquelle les biopesticides
procurent une protection contre les rayons UV, la dessiccation et les températures extrémes.
Les biopesticides conferent également un avantage de colonisation aux agents biologiques.
Aussi, ’occupation d’une « niche commerciale » dans laquelle les insecticides de synthése
sont inefficaces (cas de résistance) ou inacceptables (en agriculture biologique).
Contrairement a la création de plantes transgéniques qui a suscité beaucoup de débats
controversés, la mise au point des biopesticides d’origine végétale est beaucoup moins sujette

a polémique. Leur emploi ne pose pas de probléme d’éthique et les consommateurs sont



revendiquent de plus en plus des produits alimentaires sains. Dans ce contexte, les
biopesticides d’origine végétale sont appelés a un avenir meilleur, car la demande en produits
phytosanitaires sans danger, de faible rémanence et qualifiés de « produits verts » est

actuellement en hausse.

2.4.6.3 Difficultés liées a I’utilisation des biopesticides d’origine végétale

Bien qu’il y ait un certain nombre de travaux scientifiques publiés sur les plantes susceptibles
d’avoir une activité phytoprotectrice (Ketoh et al., 2005 ; Sanon et al., 2005 ; Sanon et al.,

2006 ; Ngamo et al., 2007), la démarche industrielle n’est pas toujours réalisée.

Les principes actifs des plantes sont souvent isolés (Cannell, 1998) et leur effet
protecteur sur des ravageurs a été souvent démontré (Ketoh, 1998). Cependant, cette
extraction pose souvent quelques problémes techniques en raison de leur nature chimique
(Silva et al., 1998). Par ailleurs la formulation commerciale de ces principes actifs repose sur
I’incorporation de synergistes afin d’améliorer au double plan de la puissance du produit et de
sa durée d’action (Bernard et Philogéne, 1993). L’identification de ces synergistes ainsi que la
technologie de la formulation des biopesticides d’origine végétale en produits facilement
utilisable ne sont pas encore réalisées.

Les expériences passées avec les insecticides de synthése obligent a ne pas occulter les
aspects de sécurité alimentaire, écologique et environnementale. Aussi, faut-il étre vigilant,
particulierement sur les aspects de bioaccumulation dans les chaines trophiques.

L’homologation se présente comme un véritable frein a la commercialisation de nouveaux
insecticides végétaux. Ceci tient d’une part du fait que les systémes d’homologation existant
sont congus pour I’examen et la réglementation d’insecticide de synthése présentant une
composition uniforme et contenant généralement une seule mati¢re active. Il y a donc la

difficulté qu’éprouvent les organismes de réglementation a évaluer 1’efficacité et 1’innocuité
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pour la sant¢ humaine et I’environnement de produits renfermant plusieurs matiéres actives
dont la caractérisation chimique n’est pas toujours clairement établie et présentant une
composition variable. D’autre part, il se pose le probléme de protection de la technologie au
cas ou un produit végétal insecticide viendrait a voir le jour. Il est inconcevable qu’un produit
naturel soit I’objet d’un brevet (Isman, 2002) d’ou I’hésitation des fabricants a mettre au point
de nouveaux produits si ils ne sont pas certains d’obtenir I’exclusivité du marché grace a une
protection conférée par les brevets.

En dépit de ces obstacles, I'utilisation des biopesticides d’origine végétale augure d’un
lendemain meilleur et nous présenterons dans cette étude quelques résultats prometteurs

obtenus avec les huiles essentielles.

2.4.6.4 Caractéristiques chimiques et obtention des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges de substances aromatiques. Elles sont liquides,
légéres et volatiles. La composition chimique d'une huile essentielle dépend de la plante dont elle
est extraite, de 1'état de croissance de celle-ci, des conditions écologiques de développement et

des traitements préalables éventuels.

Elles sont obtenues par divers procédés physiques (distillation a la vapeur d'eau, extraction au
solvant...) a partir de plantes ou d'organes végétaux. Les procédés d’extraction les plus courants
sont :

- l'hydrodistillation : Le matériel végétal est mélangé dans un ballon avec l'eau et porté a
¢bullition. La vapeur d'eau chargée de substances volatiles s’échappe et se condense a l'intérieur
d'un réfrigérant. L’huile est recueillie avec 1’eau dans un bécher avant d’étre isolée et séchée sur’
du sodium anhydre.

- I'entrainement a la vapeur : Sur un ballon contenant de I’eau mise en chauffage, on monte un



alambic dans lequel on place la biomasse pesée. La vapeur d’eau traverse le matériel végétal
en entrainant les produits volatils vers la colonne de condensation. La vapeur condensée est le
mélange d’eau et de I’huile essentielle. Celle-ci est recueillie dans une burette contenant de
I’eau distillée. L’huile est séparée de 1’eau par décantation. Ce procédé a I'avantage
d’améliorer la qualité de l'extrait en minimisant les altérations.

- la percolation : Dans cette technique, la vapeur d'eau générée est envoyée de haut en bas dans
l'extracteur. Elle présente 1'avantage d'étre trés rapide mais le distillat est chargé de substances
non volatiles donnant ainsi des "essences de percolation".

- L'enfleurage est appliqué aux fleurs. Celles-ci sont mises en contact avec de la graisse
absorbante qui se sature en essences au bout de quelques jours. La graisse enrichie en essences
peut étre utilisée en cosmétique. Les essences contenues dans la graisse sont également extraites
avec de l'alcool.

L'extrait alcoolique avec les essences de fleurs est ensuite concentré par évaporation.

- L'extraction par micro-onde : Elle utilise une source de rayonnement micro-onde. Le matériel
végétal est immergé dans un solvant perméable aux micro-ondes. Celles-ci provoquent un
réchauffement de I'eau contenue dans le matériel végétal et par distension fait éclater les poches a
essences. Les produits libérés sont dissous dans le solvant. Ce procédé est plus rapide que les

systeémes classiques d'extraction et les huiles obtenues sont de bonne qualité.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

Dans ce chapitre, nous donnons des informations sur le matériel expérimental,
biologique et les plantes aromatiques utilisés au cours de notre étude. Nous décrivons aussi
les méthodes d’¢élevage des insectes et d’obtention des huiles essentielles que nous avons
testées. Les procédures expérimentales retenues dans chaque type d’expériences seront

décrites avec plus de précision dans les chapitres suivants.

I. Matériel expérimental, biologique et les plantes aromatiques
1.1. Matériel expérimental

1.1.1. Le matériel utilisé pour les tests de toxicité

Le matériel utilisé dans la détermination de la toxicité des huiles essentielles vis-a-vis

de C. maculatus est constitué de bocaux en verre transparents de contenance 1 litre munis de



couvercles métalliques étanches. Ces bocaux, achetés sur le marché local a Ouagadougou
(Burkina Faso) sont destinés a recevoir les graines et les insectes ainsi que la charge d’huile
qui est déposée sur du papier filtre Whatman préalablement collé a la paroi grace a de la pate

a modeler.

1.1.2. Le matériel utilisé pour le test de stockage expérimental

Ce matériel est de deux types :
- Des récipients en aluminium d’environ 6 litres de contenance en forme de demi-cylindre
munis de couvercles étanches. Les graines sont mises a l’intérieur du récipient et un
encensoir, pot en argile cuite a paroi perforée contenant du coton est placé sur les graines. La
charge d’huile est ensuite déposée sur le coton avant la fermeture du couvercle.
- Des récipients en plastique de volume approximatif a celui du matériel précédent également

munis de couvercles hermétiques. L utilisation est identique que précédemment.

1.2. Matériel biologique

1.2.1. Origine des graines de niébé utilisées pour les élevages et les expérimentations

Les graines de ni¢bé utilisées appartiennent a la variété « Moussa local », une variété
locale cultivée en région centrale du Burkina Faso. Ces graines proviennent directement des
champs apres la récolte et n’ont pas subies de traitement a base d’insecticides. Elles ont
d’abord été triées afin d’écarter celles portant des trous d’émergence de bruches ou des pontes
avant d’étre placées au congélateur a -18°C jusqu’au moment des tests pour inhiber toute
infestation provenant des champs et aussi éviter toute infestation ultérieure au laboratoire. Les
graines ayant fait un séjour d’au moins une semaine au congélateur sont considérées comme

saines et peuvent étre utilisées pour les expérimentations et les élevages.
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1.2.2. Origine et élevages de Callosobruchus maculatus

Les adultes de C. maculatus utilisés dans notre étude proviennent d’une souche
obtenue d’insectes émergeant de récoltes de niébé dans la région de Ouagadougou et
maintenue au Laboratoire d’Entomologie Fondamentale et Appliquée depuis Octobre 2003.
Chaque année, la souche était renouvelée par apport d’individus issus des nouvelles récoltes.
Les ¢levages pour le maintien de la souche consistent a isoler réguli¢rement, selon les
besoins, 50 couples d’insectes nouvellement émergés et a les placer dans des boites
rectangulaires en plexiglas (L= 17 cm; 1= 11 cm et h= 4cm) contenant 200 grammes de
graines saines de niébé. Apres un séjour de 48 heures, les insectes sont retirés et les graines
mises en incubation sur les paillasses. A 1’émergence, les descendants sont utilisés soit pour
des tests soit pour infester des graines selon le méme protocole afin de perpétuer la souche.

Pour les essais, seuls les insectes de la forme non voiliére sont utilisés.

1.2.3. La souche du parasitoide, Dinarmus basalis

La souche de D. basalis a été obtenue de la méme maniere que celle de C. maculatus a
partir des mémes récoltes de niébé. Pour maintenir la souche au laboratoire, les adultes sont
placés en présence de graines de niébé portant des larves de stade 4 de C. maculatus, hotes
préférentiels de D. basalis. En effet ce stade est le mieux indiqué pour l’obtention de
parasitoides de bonne qualité (grande taille) avec un sexe ratio convenable (au moins autant
de femelle que de males). Le stade de 1’hote est déterminé en fonction des conditions de
développement (Ouédraogo et al., 1996). Pour les élevages, 30 couples de Dinarmus basalis
sont mis dans les boites d’¢levage, en présence de 100 grammes de graines de niébé
hébergeant des larves de stade 4 de C. maculatus. Le contact dure 48 heures au cours
desquelles les femelles pondent. Les insectes sont ensuite retirés puis les graines contenant

des hotes parasités ou non sont laissées sur les paillasses. Elles sont ensuite suivies jusqu’a



I’émergence des adultes qui sont utilisés pour les tests et les élevages.

1.3. Les plantes aromatiques

Les huiles essentielles testées ont €té extraites de trois especes de Lamiaceae, Ocimum
americanum Sims, Hyptis suaveolens Poit. et Hyptis spicigera Lam., et d’une Verbenaceae,
Lippia multiflora Moldenke (Figure 5). Elles sont connues au Burkina Faso surtout pour
leurs vertus médicinales (Nacoulma, 1996). A 1’exception de Lippia multiflora, les trois autres
sont aussi exploitées pour leurs propriétés insecticides par les paysans en protection des

stocks de niébé et/ou dans les maisons pour la protection contre les moustiques.

Au cours de notre ¢étude, les quatre plantes ont été récoltées dans la localité de
Ouagadougou entre Octobre et Novembre, chaque année, de 2005 a 2008 pour en extraire les

huiles essentielles.
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Figure 22: Les plantes aromatiques dont les huiles essentielles ont été extraites (Source :

Ilboudo, 2008 ; Burkina Faso)

A: O. americanum ; B: H. suaveolens; C: H. spicigera; D: L. multiflora

Les caractéristiques morphologiques de ces plantes, la composition chimique de leurs




huiles essentielles ainsi que leurs utilisations traditionnelles en Afrique sont consignées dans

le tableau 1.

Tableau 14 : Caractéristiques morphologiques composés majoritaires et utilisations

traditionnelles des 4 plantes aromatiques

Plantes

O. americanum
Sims

H. suaveolens
Poit.

L. multiflora
Moldenke

H. spicigera
Lam.

Morphologie

Plante suffrutescente, presque
glabre, de 30 a 40 cm de haut,
mais pouvant atteindre 50 cm en
culture. Tiges quadrangulaires,
ramifiées et formant des boules
compactes de teinte vert clair. Les
feuilles denticulées, pétiolées,
minces, ovales, cunées a la base,
acuminées au sommet (Kerharo et
Adam, 1974 ; Paton, 1992).

Plante a fort parfum poivro-
menthé de 1,5m de haut. Elle est

pubescente,  infrutescente, a
nombreuses ramifications
annuelles. Les fleurs sont

bleuatres, a calice de 8 mm avec
10 cotés et 5 lobes pointus
(Kerharo et Adam, 1974).

Plante dressée, anguleuse et
pubescente, ramifiée, aux
inflorescences vivaces par souche.
Feuilles verticillées oblongues, a
bord finement denté, a
pubescence blanchatre dessous.
Epis terminaux ombelliformes,
globuleux ou cylindriques
(Kerharo et Adam, 1974).

Plante pubescente, scabre, trés
parfumée, ligneuse a la base et
atteignant plus d’un métre de
haut. Tiges simples ou ramifiées,
quadrangulaires, vertes ou
rougeatres.  Epis  terminaux,
compacts et dressés. Pousse dans
les marécages et les zones a
inondations temporaires (Kerharo
& Adam, 1974).

Composants
majoritaires

1,8-cinéole et
cis, transpiperitol
(Djibo et al.,
2004 ; Bassolé et
al., 2005).

1,8-cinéole et B-
caryophylléne
(Peerzada, 1997)

thymol,  p-
ciméne et acétate
de thymyle
(Nébie¢ et al,
2002 ; Bassolé et
al., 2003).

caryophyllene
et a- pinéne
(Kini, 1993 ;
Bélanger et al.,
1994).

Utilisations traditionnelles

Utilisation en  pharmacopée
(Menut & Valet, 1985) dans le
traitement des parasitoses
cutanées, des coliques, des
tumeurs de I’estomac et des yeux.
Utilisation des racines contre les
venins de serpents (Oliver-Bever,
1986).

Utilisée sous forme de tisane,
d’infusion, de décocté ou de
cataplasme pour le traitement des
furoncles ou des affections
cutanées (Ezzidine et al., 1990).
Utilisée contre les indigestions,
les coliques, la nausée, la
flatulescence et les rhumatismes
(Morton, 1963).

Utilis¢é dans le traitement des
affections du foie, le manque
d’appétit, I’anémie, la faiblesse
nerveuse, le surmenage physique

et intellectuel, le paludisme.
utilisé contre les affections
rhinopharyngées, la conjonctivite,
les affections buccales, les
entorses, les plaies et les brilures.

Utilisée en médecine
traditionnelle Africaine (Garba et
al., 1984) ou dans I’alimentation
pour assaisonner les  plats
(Onayade et al., 1990).
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II. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Au moment de la pleine floraison, les quatre plantes étaient récoltées entieres, a
I’exception des racines. Les échantillons de plantes ainsi récoltées étaient soumis a un séchage
sous serre a I’abri du soleil pendant 72 heures avant I’extraction des huiles essentielles.

Pour obtenir les huiles essentielles, les échantillons de plantes ont subi une hydrodistillation a
I’aide d’un appareil de type Clevenger pendant 3 heures. Le rendement a été¢ déterminé a
partir du rapport de la quantité d’huile recueillie du cumul de 3 distillations sur la quantité de
la biomasse, exprimé en pourcentage. Le rendement de toutes les huiles essentielles utilisées
est faible et varie de 0,26 a 1,5% pour respectivement Hyptis spicigera, moins riche en huile

essentielle et Lippia multiflora, plus riche en huile essentielle (tableau 2).

Tableau 14 : Rendement des huiles essentielles utilisées

Huiles essentielles Rendement (%)
Ocimum americanum 0,76
Hyptis suaveolens 0,23
Lippia multiflora 1,50
Hyptis spicigera 0,26

ITI. Analyse statistique

Pour la détermination des CL, et CL,, les résultats des mortalités provoquées par les

90>
différentes concentrations d’huile essentielle sont transcrits et analysés par le logiciel
WinDL32 version 4.6 du CIRAD-CA a partir du modele probit-log de FINNEY (1971).
L’analyse donne le pourcentage de mortalité dans 1’échantillon témoin qui varie en fonction
des bio-essais, ainsi que la valeur 0 pour les concentrations entrainant 0 et 100 % de mortalité
apres correction par Abbott. Un test d’ajustement du modele aux données de Chi2 est fait.

Lorsque les valeurs de Chi2 sont non significatives a 5%, alors le modele est bon. Enfin,



I’analyse nous donne les valeurs de CL, et de CL,, avec leurs limites de confiance et les

90°
valeurs des pentes pour chaque huile essentielle. En effet, la CL; ou dose létale 50 est la dose
d’une substance provoquant la mort de 50 % d’un lot d’animaux d’expérience. Elle s’exprime
en microlitre par litre (ul/I). De méme, la CL,, ou dose Iétale 90 est la dose d’une substance
provoquant la mort de 90 % d’un lot d’animaux d’expérience. Elle s’exprime aussi en
microlitre par litre (ul/1). Plus un produit est efficace plus sa CL,, ou CL,, est basse.

Hormis les données obtenues a partir des tests de stockage expérimental pour la détermination
de la qualité de la conservation par les huiles essentielles, les données recueillies sur les autres
tests ont été soumises a une analyse de variance (ANOVA) suivie s’il en était besoin du test

PLSD de Fisher au seuil de probabilit¢ de 5% pour la séparation des moyennes

statistiquement significatives.
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RESULTATS

CHAPITRE 3 : TOXICITE AIGUE ET CHRONIQUE ET IMPACT DE FACTEURS
INFLUENCANT L’EFFICACITE DES HUILES ESSENTIELLES VIS-A-VIS DE
CALLOSOBRUCHUS MACULATUS

Introduction

Pour faire face aux conséquences nocives des produits chimiques de synthése et
proposer un procédé de lutte efficace et écologiquement sain, des scientifiques de différentes
disciplines (entomologistes, chimistes, phytopathologistes et physiologistes) orientent depuis
plusieurs années leurs activités vers la recherche d’alternatives a la lutte chimique classique.
L’action insecticide et/ou insectifuge bien connue de certaines plantes aromatiques est
suffisamment relayée dans la littérature (Golob et Webley, 1980 ; Lambert et al., 1985 ;
Dabir¢, 1992 ; Nuto, 1995 ; Boeke et al., 2004). En outre, des essais de toxicité conduits en
laboratoire avec les huiles essentielles rapportent des toxicités variables en fonction des huiles
essentielles utilisées, des espéces de ravageurs en présence mais surtout du stade de
développement concerné par les tests (Ketoh, 1998 ; Keita et al., 2001 ; Raja et al., 2001 ;
Belmain et al., 2001 Murdock et al., 2003 ; Seri-Kouassi et al., 2004 ; Kellouche et Soltani,
2004 ; Sanon et al.,, 2006). D’une fagon générale et pour les insectes a développement
intragranaire, les stades dont le développement se passe hors des graines sont les plus
sensibles a I’effet des huiles essentielles (Glitho et al., 1997 ; Ketoh et al., 1998); les stades
internes étant protégés par le tégument des graines sont moins affectés par les traitements
(Dugravot et al., 2002 ; Sanon et al., 2002).

Ainsi, nous avons voulu déterminer la toxicité des 4 huiles essentielles sur les deux

stades externes de C. maculatus a savoir les adultes et les ceufs.



Ce choix est justifié car un controle efficace des adultes limiterait leur fécondité et par
conséquent le nombre d’ceufs, puis une gestion efficiente des ceufs réduirait la pénétration
larvaire et le taux d’infestation.

Les conséquences a moyen et long terme de traitements répétés a base d’huiles essentielles
sur les insectes ne sont pas connues avec précision.

Les effets de tels traitements sur la sensibilité et le comportement reproducteur de
souches d’insectes ont ainsi ét¢é examinés. En effet, sous la pression exercée par les
phytoinsecticides, les insectes traités sont capables de développer des phénomeénes de
résistance qui pourraient se traduire par la mise en place de stratégies d’évitement des
substrats de développement traités et par conséquent une baisse de ’activité reproductrice.
Les phénomenes de résistance impliquent aussi fréquemment, I’intervention d’un mécanisme
physiologique par 1’¢laboration d’enzymes de détoxication ou de séquestration des molécules
toxiques pour les rendre inactives, d’ou une meilleure survie et reproduction de 1’insecte
(Mouches et al., 1990 ; Feschotte et Mouches, 2000 ; Nyamador, 2009). Trés peu de données
sont disponibles sur le comportement a long terme des insectes soumis a la pression des
substances insecticides d’origine végétale. Vu I’extraordinaire capacité d’adaptation des
insectes aux variations de leur environnement et en raison de la survivance des mécanismes
coévolutifs propres aux insectes, nous avons voulu comprendre le devenir d’insectes qui se
seraient développés en situation de contact permanent avec les huiles essentielles. Pour ce
faire, la sensibilité et les performances démographiques des descendants d’insectes exposés
pendant longtemps aux huiles essentielles ont ét¢ comparées a celles d’insectes n’ayant subis
aucun traitement.

Enfin, une gestion efficace des ravageurs, tel que C. maculatus, par les huiles
essentielles devrait tenir compte de certaines de leurs caractéristiques comme leur volatilité et

leur persistance en situation réelle de stockage.
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En effet, les huiles essentielles sont trés volatiles (Ngamo et al., 2007) et peu
persistantes dans I’environnement (Don Pedro, 1996). Cette grande volatilité et cette faible
persistance seraient fortement corrélées a certains facteurs climatiques dont le plus important
est la température (Lobstein et al., 1983 ; Isman, 2000 ; Miresmailli, 2005).

Etant donné qu’une grande partie de la conservation du niébé se passe pendant la
période chaude ou les températures sont trés €élevées, nous avons déterminé la persistance de
I’effet des huiles essentielles en situation hermétique de stockage et en conditions de
thermopériode chaude. Les résultats de cette étude devraient permettre de rentabiliser
I’emploi des biopesticides d’origine végétale par la détermination des conditions optimales de

leur applicabilité.

I. Toxicité aigue des huiles essentielles vis-a-vis des adultes et des ceufs de C. maculatus

1.1. Procédure expérimentale de détermination de la variation concentration-mortalité

des adultes et de la toxicité aigiie des huiles essentielles vis-a-vis des adultes et des oeufs

Cette étude a été menée dans les conditions ambiantes du laboratoire ou la température
minimale moyenne était de 24,19°C et la température maximale moyenne de 42,2°C. Dix (10)
couples d’adultes de C. maculatus agés de 2 jours étaient placés en présence de 50g de graines
saines de niébé dans des bocaux en verre de contenance 1 litre. Au total, 10 doses croissantes
de chaque huile essentielle: 0,05ul; 0,1ul; 0,2ul; 0,5ul; 1ul; 2ul; Sul, 10ul, 15pl et
20ul ont été testées. La charge d’huile essentielle était déposée a I’aide d’une micropipette sur
une rondelle de papier filtre Whatman collée a la paroi du bocal qui était refermé
hermétiquement.

Chaque traitement comporte 4 répétitions avec en paralléle un traitement témoin sans

application d’huile essentielle répété aussi 4 fois. Les insectes étaient maintenus dans les



bocaux en présence ou en absence d’huile essentielle pendant 24 heures a 1’issue desquelles
les insectes morts étaient dénombrés.

La détermination des doses létales sur les ceufs a été effectuée dans les mémes
conditions et avec le méme dispositif. Les différentes doses testées étaient : 5; 8; 10; 13 ;
15 ;20 et 25ul. Vingt (20) ceufs ont été isolés a partir de pontes sur des graines portant au plus
2 ceufs et placés dans des bocaux contenant 50 grammes de graines saines en présence des
huiles essentielles pendant 24 heures. Au bout de la période d’exposition, les graines étaient
retirées et mises en incubation sur les paillasses. La détermination du nombre d’ceufs non
¢éclos (ceufs avortés) a été réalisée sous une loupe binoculaire de type « Leica Wild M3Z ».
Ces ceufs sont reconnaissables par leur aspect translucide di a la non pénétration de la larve
néonate dans la graine. Quatre répétitions par traitement ainsi qu’un témoin sans huile

essentielle répété également 4 fois ont ét¢ constitués.

1.2. Résultats

1.2.1. Variation de la réponse concentration-mortalité chez les adultes de C. maculatus

La mortalit¢ des adultes de C. maculatus exposés a des doses croissantes d’huiles
essentielles varie en fonction des plantes. Toutes les huiles essentielles utilisées entrainent une
mortalité dose-dépendante (Figure 6). L’huile d’O. americanum est la plus toxique et tue tous
les insectes traités a partir de 2ul. Celle extraite de H. suaveolens est la deuxiéme huile la plus
efficace et entraine la mortalité¢ de tous les insectes traités a partir de 10 pl. L’huile de L.
multiflora a la plus faible activité adulticide, ne provoquant une mortalité totale qu’a la plus
forte dose (20 pl).

Ainsi, I’activité biologique des huiles essentielles vis-a-vis des adultes est non seulement li¢e

a la plante d’ou elles sont extraites mais aussi a la dose utilisée.
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Figure 22: Variation de la réponse concentration-mortalité chez C. maculatus exposé aux

4 huiles essentielles

1.2.2. Toxicité aigue des 4 huiles essentielles vis-a-vis des adultes et des ceufs de C.

maculatus

Les CL,, et CL,, different d’une huile essentielle a une autre vis-a-vis des adultes
(Tableau 3). L’huile d’O. americanum est la plus toxique vis-a-vis des adultes avec les plus
faibles CL,, et CL,, qui sont respectivement de 0,23 et de 0,71ul/l. Elle est suivie
respectivement de celles de H. suaveolens et de H. spicigera. L’huile de L. multiflora est la
moins efficace vis-a-vis des adultes du ravageur. Pour ces 3 huiles, la CL,, varie de 1,30 a
6,44 nl/l et les CL,, de 2,84 a 11,07 ul/l. Les valeurs des pentes sont faibles et proches les

unes des autres, ce qui montre que les populations d’insectes utilisées sont hétérogenes.

Les valeurs du X? sont non significatives a 5% (p < 0,05), témoignant du bon




ajustement du modéele d’analyse.

Tableau 14: CL,, et CL,, des huiles essentielles vis-a-vis des adultes de C. maculatus

O. americanum | H. suaveolens H. spicigera L. multiflora
Slope 4,64 1,43 0,96 0,47
CL,, (ul) 0,23 a 1,30 b 553 ¢ 6,44 d
LC.95%) | (18029 (1,13-1,52) (5,10-6,07) (5,80-7,18)
CL,, (ul) 0,71 2 2,84 b 7,80 c 11,07 d
(L.C.95%) | (000-0.87) (2,46-3,40) (7,08-8,90) (9,96-12,59)
\2 68,30 82,93 67,81 119,28

CL : concentration létale
L.C : limites de confiance
Les moyennes d’une méme ligne suivies de lettres alphabétiques identiques ne different pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

On note également une variation des valeurs des CL,, et CL,, sur les ceufs en fonction

des huiles essentielles. Cependant, elles sont plus élevées pour les ceufs comparativement aux
adultes. Les ceufs semblent donc plus résistants a 1’action des huiles essentielles que les
adultes dans notre étude (Tableau 4). Les valeurs les plus élevées s’observent avec H.

suaveolens qui est donc considérée comme celle présentant la plus faible activité ovicide. Les

CL,, et CL,, d’O. americanum et celle de L. multiflora ne différent pas significativement.

Aussi il n’apparait pas de différence entre la CL,, d’O. americanum et celle de H. spicigera.
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Tableau 14: CL,, et CL,, des huiles essentielles vis-a-vis des ceufs de C. maculatus (2006,

O. americanum H. suaveolens H. spicigera L. multiflora
Pente 1,83 1,35 1,43 2,65
CL,, (ul/1) 16,09a 31,69b 20,56¢ 14,27a
(95% L.C) (14,02 - 19,25) (23,54 - 57,68) (18,27 - 24,10) | (12,05 -17,56)
CL,, (ul) 80,62ab 281,26¢ 62,44a 110,87b
(95% L.C) (52,92 -167,93) | (118,72- 1871,66) | (46,81 -97,29) | (62,31-351,01)
X2 42,25 26,78 78,28 33,07

Les moyennes dans la méme ligne suivies de lettres alphabétiques identiques ne différent pas

statistiquement de fagon significative (Test PLSD de Fisher p<0.05).

1.3. Discussion

L’activité biologique des huiles varie selon les plantes considérées. Cette différence
d’action serait liée a la composition chimique des huiles essentielles. En effet, les huiles
essentielles sont des mélanges de composés chimiques de nature et de fonctions différentes.
On y distingue des hydrocarbures non terpéniques, des hydrocarbures non terpéniques
oxygénés, des monoterpenes, des monoterpénes oxygénés, des sesquiterpenes et des
sesquiterpenes oxygénés (Ketoh, 1998). Selon la littérature, la composition chimique des 4
huiles utilisées indique qu’elles sont riches en composés terpéniques. Ainsi, I’huile essentielle
d’Ocimum americanum serait composée majoritairement de 1,8-cinéoleet de cis,

transpiperitol (Djibo et al., 2004 ; Bassol¢ et al., 2005). Celle de Hyptis spicigera contiendrait

surtout du B-caryophyllene et du a- pinéne (Kini, 1993 ; Bélanger et al., 1994) tandis




que Hyptis suaveolens aurait comme composés dominants du 1,8-cinéole et du [-
caryophylléne (Peerzada, 1997). Quant a I’huile de Lippia multiflora, elle serait composée
de thymol, de p-cimeéne et d’acétate de thymyle (Nébié et al., 2002 ; Bassolé¢ et al., 2003).

C’est cette variabilité¢ de constituants chimiques qui détermine la spécificité des huiles
essentielles, méme si ’intervention de synergistes a action potentialisatrice ou neutralisante
d’enzymes de détoxication n’est pas a exclure (Regnault-Roger et al, 2002). L’activité
biologique des huiles essentielles serait aussi en rapport d’une part avec les groupements
chimiques fonctionnels présents dans 1’huile, d’autre part, avec le chémotype de la plante
concernée (Papachristos et al., 2004 ; Séri-Kouassi, 2004 ; Ngamo et al., 2007 ; Nyamador,
2009). 11 faut noter que la méme huile essentielle peut présenter différents chémotypes liés a
la nature du ou des composants majoritaires. C’est le cas de Lippia multiflora dont trois
chémotypes ont été trouvés au Togo. Il s’agit notamment du chémotype a linalol, du
chémotype a p-cyméne/thymol/acétate de thymyle et le chémotype a 1-8 cinéole avec une
activité insecticide variable d’un chémotype a un autre (Koumaglo et al., 1996). Cependant
Lippia multiflora du Burkina ne présente qu’un seul chémotype, celui a p-cymene (Nébié,
2006). Certains auteurs ont montré que les terpenes étaient a 1’origine de ’efficacité des
huiles essentielles (Ketoh et al., 2002) tandis que d’autres attribuent cette activité aux
composés majoritaires. C’est le cas de la pipéritone, composé majoritaire extraite de
Cymbopogon schoenanthus et testée sur C. maculatus (Ketoh, 1998). Dans notre étude, Les
huiles essentielles qui ont été les plus toxiques vis-a-vis des adultes (I’huile d’Ocimum
americanum et celle de H. suaveolens) sont toutess majoritairement constituées de 1,8-
cinéole. On peut donc penser que ce composé monoterpénique soit responsable de 1’activité
biologique de ces huiles essentielles.

Il semble effectivement que les huiles essentielles les plus efficaces sont celles qui

contiennent majoritairement des composés oxygénés monoterpéniques a fonction alcool,
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cétone ou ester (Nébi¢, 2006). Toutes les huiles utilisées ont des concentrations 1étales 50 et
90 tres faibles vis-a-vis des adultes, attestant leur efficacité en protection des stocks. Sur les
ceufs, ’efficacité des huiles essentielles est variable et I’huile de Lippia multiflora est la plus
efficace. En effet, les huiles les plus toxiques sur les ceufs sont celles extraites des plantes de
type citral dont Lippia multiflora qui entraine une dissolution du contenu ovulaire (Ketoh,
1998). Effectivement, les ceufs traités avec Lippia multiflora dans cette expérience prennent
un aspect trouble avec une coloration un peu rougeatre.

Les valeurs des CL,, et CL,, montrent une sensibilit¢ des adultes trés supérieure

comparativement a celle des ceufs.

Ce résultat est en désaccord avec les données de la littérature. Une nette sensibilité aux
huiles essentielles des ceufs par rapport aux adultes a été signalée sur Callosobruchus
maculatus (Glitho et al., 1998) et sur Callosobruchus chinensis (Schmidt et al., 1991).
L’activité ovicide des huiles étant due a leur pouvoir pénétrant ou a leur toxicité directe, nous
pouvons supposer que les huiles essentielles testées sont constituées de composés peu
pénétrant et que leur effet ovicide serait uniquement dii a leur toxicité directe sur les ceufs,

d’ou la tolérance observée avec ces stades de développement.

I1. Toxicité chronique des huiles essentielles extraites de quatre plantes vis-a-vis de C.
maculatus
2.1. Obtention de descendants d’insectes exposés aux huiles essentielles des quatre

plantes pendant huit générations

Des traitements ciblés avec chacune des 4 huiles essentielles sur les ceufs, les larves
L1/L2, L3/L4 et les nymphes en cours de développement ont permis d’obtenir des souches
d’insectes ayant une expérience avec ces huiles. Pour ce faire, des lots de 200 grammes de

graines saines de niéb¢ placés dans les boites d’¢élevage ont été¢ infestés par 50 couples de C.



maculatus agés d’au plus 2 jours.

Vingt quatre (24) heures apres, les insectes sont retirés et les graines mises en
incubation. Lorsque le stade approprié (ceufs ou L1/L2 ou L3/L4 ou nymphes) est atteint, les
lots de graines sont placés dans des bocaux en verre d’un litre de contenance ou on applique
10 pl d’huile essentielle pendant 24h. Les graines sont ensuite retirées et replacées dans les
boites d’¢élevage pour la poursuite du développement. Lorsque le traitement s’effectue
entierement sur tous les stades de développement (ceufs, L1/L2, L3/L4 et nymphes) de
I’insecte au cours d’'une méme génération, il n’ya aucune émergence d’insectes. Ainsi, par
génération, un seul stade subit I’application des huiles essentielles.

A la premiére génération, seul le stade ceuf a été traité. Les adultes issus de ces ceufs
traités ont été utilisés pour infester de nouvelles graines. Lorsque les larves évoluant dans ces
graines atteignent le stade L1/L2, on applique encore I’huile essentielle et la méme procédure
est utilisée pour en ciblant les larves L3/L4 et les nymphes. Au total il y a eu 2 traitements sur;
les ceufs frais, a la premiére et a la cinquiéme génération ; 2 traitements sur les L1/L2, a la
deuxieme et a la sixiéme génération ; 2 traitements sur les L3/L4, a la troisiéme et a la
septieme génération et enfin 2 traitements sur les nymphes, a la quatrieme et a la huitiéme
génération. Les insectes émergeant a 1’issue des 8 générations constituent la souche traitée
(ST). Les insectes n’ayant pas été expos€s aux huiles essentielles constituent la souche non

traitée (SNT)
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Figure 22: Schéma explicatif du protocole d’isolement des souches a partir de

traitements aux huiles essentielles
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2.2. Etude comparée de la sensibilité des insectes provenant des souches traitées (ST) et

des insectes issus de la souche non traitée (SNT) aux huiles essentielles

Cette étude a pour but de déterminer si les insectes des souches traitées (ST) ont la
méme sensibilité aux huiles essentielles que ceux provenant de la souche non traitée (SNT)
qui n’a jamais été en contact de ces huiles. Pour cela, nous introduisons dans des bocaux en
verre de 11 de contenance, 50g de graines saines de niébé et 10 couples de C. maculatus de
I’une ou I’autre souche. Chaque bocal recgoit une application de 20 ul d’huile essentielle avant

d’étre hermétiquement refermé.

L’expérience est répétée 4 fois avec chacune des 4 huiles essentielles. Les bocaux sont
ouverts pour déterminer la mortalité des insectes apres 3, 6, 12 et 24 heures d’exposition.

Cette mortalité est exprimée selon la formule d’ Abbott (1925) :

mortalitz dans le traitement—mortalitz dans le t2moin

X 100

M (%) — 100 —mortalité dans le t2moin

M (%) : taux de mortalité

2.3. Etude comparée de ’activité reproductrice des insectes des souches traitées (ST) et

des insectes de la souche non traitée (SNT)

Dix (10) couples d’insectes nouvellement émergés étaient prélevés des souches
traitées et de la souche non traitée et placés séparément dans une boite de Pétri en présence de
10 graines saines renouvelées quotidiennement jusqu’a la mort des individus. Le nombre
d’ceufs déposés sur les graines était déterminé apreés la mort des individus, suivi de
I’observation des éclosions 7 jours apres.

Apres le décompte des ceufs éclos, les graines étaient conservées jusqu’a la fin des



émergences, puis le nombre de descendants dénombrés et sexés. A la fin de
I’expérimentation, les traits d’histoire de vie tels que la durée de vie des femelles, la
fécondité, le taux de survie larvaire (émergences) ainsi que la durée de développement ont été
déterminés afin de calculer le taux intrinséque d’accroissement naturel conformément a la
formule de Howe’s (1953) simplifiée par Boeke et al. (2004) :

r. =Inx/(t+0,5p)
r, : Taux intrinseéque d’accroissement naturel ;
x : Nombre d’insectes émergeants ;

t : Durée du développement ;

p : durée de vie des femelles.

2.5. Résultats

2.5.1. La sensibilité des adultes de la souche non traitée (SNT) et des souches traitées

(ST) aux huiles essentielles

La sensibilité¢ des insectes est la méme pour les adultes issus des souches traitées que
pour ceux provenant de la souche non traitée lorsqu’on considére la méme huile essentielle
pendant la méme durée d’exposition. A I’exception d’O. americanum, la sensibilité des

insectes des deux types de souches augmente avec la durée d’exposition.

L’efficacité des huiles vis-a-vis des deux types de souches est maintenue pour toutes
les huiles en 24 heures d’exposition (100% de mortalité), sauf L. multiflora (Tableau 5). Les

huiles essentielles ne semblent donc pas induire de résistance au bout de 8 générations.
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Tableau 14: Mortalité (%) des adultes issus de la souche non traitée (SNT) et des adultes
provenant des souches traitées (ST) en fonction de la durée d’exposition aux quatre

huiles essentielles

Huiles Durée d’exposition

essentielles Souches 3h 6h 12h 24h

O. americanum ST 78,75+8,53a 91,25+25a 100£0a 100£0a
SNT 88,75+8,53a 97,5+28a 100+ 0a 100+ 0a

H. suaveolens ST 25+9,12b 45+16,5b 87,5+8,6b 100+0a
SNT 28,75+ 12,5b 55+8,16¢ 86,25+85b 100+0a

L. multiflora ST 1,25+0¢ 2,5+5d 2625+4,7c¢c 43,75+143 b
SNT 0+0c 3,75+2,5d 31,25+8,5¢ 51,25¢11,0b

H. spicigera ST 0+0c 8,75+6,2d 55+8,16d 100+ 0a
SNT 1,25+£25¢ 12,5+6.4d 61,25+10,3d 100+0a

Les moyennes dans la méme colonne suivies de lettres alphabétiques identiques ne différent pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

2.5.2. Activité reproductrice des insectes de la souche non traitée (SNT) et des insectes

des souches traitées (ST) aux quatre huiles essentielles

La durée de vie des femelles est identique d’une souche traitée a une autre et ne differe
pas de celle de la souche non traitée. Les femelles des souches traitées a partir de O.
americanum, de H. suaveolens et de L. multiflora pondent moins d’ceufs par rapport aux
femelles de la souche non traitée (Test PLSD de Fisher p<0.05). Cependant, pour les femelles

de la souche traitée avec H. spicigera on ne note pas de différence avec la souche non traitée




(Tableau 6).

Le taux intrinséque d’accroissement naturel (r_) estimé a partir des traits d’histoire de vie des
insectes provenant des différentes souches montre que les souches traitées a base de I’huile
essentielle de O. americanum, de L. multiflora et de H. suaveolens différent de ceux issus de
la souche non traitée qui ne présente cependant pas de différence avec la souche traitée par H.

spicigera.

Tableau 14: Activité reproductrice des insectes de la souche non traitée (SNT) et des

insectes des souches traitées (ST) aux quatre huiles essentielles

Souches Traitées (ST) Non traitée
(SNT)

Traitements O. americanum H. suaveolens L. multiflora H. spicigera Témoin

Durée de 6,5+23a 6+0,81a 6+0,8la 6+£0a 7+0,81 a

vie des

femelles

(jours)

Nombre 170 27,3 a 1656 +143a 173,7+9,5a 228,7+158ab 2643+£192b

d’ceufs

pondus

Nombre 122,5+ 124 a 142,5+19,7a 137+78,4a 1955+10D 190 £3,5b

d’insectes

émergés

Durée de 20,3 +£2,06a 19,6 +3,1 a 22,03+£09a 21,1+14a 20,5+0,2a

développem

ent (jours)

Taux de 73,3+ 6,6 a 79,7 £3,7a 78,7+£39a 64,08+182a 68,6 + 14,04 a

survie

larvaire (%)

r, (/jours) 1,65+ 0,31 a 1,83+0,4a 1,70+0,27a 2,08+0,16b 2,07+0,11b

Les moyennes dans la méme ligne suivies de lettres alphabétiques identiques ne différent pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

2.6. Discussion

L’observation de la sensibilité¢ des adultes issus de 1’exposition aux huiles essentielles

pendant huit (8) générations n’a pas permis dans nos conditions expérimentales de noter une

67



différence de sensibilité avec ceux n’ayant pas été exposé€s a ces huiles essentielles.

Par contre, la capacité de ponte des femelles issues des souches traitées avec certaines
huiles s’en trouve affectée. Cette action des huiles essentielles sur la fécondité des femelles
pourrait €tre une conséquence de I’exposition aux composants toxiques au cours du
développement étant donné que la longévité des femelles est la méme pour toutes les souches,
traitées comme non traitée. Aussi, la perturbation de la physiologie des insectes induite par les
huiles essentielles a souvent été rapportée. Ainsi, la rétention des ovocytes dans les oviductes
inhiberait le controle du systéme gonadotrope sur la libération de I’hormone de ponte (Cassier
et al., 1999 ; Séri-Kouassi, 2004).

A ce stade de la discussion, la question essentielle que nous nous posons est de savoir
si les différences observées entre les souches traitées et la souche non traitée par rapport a
certains parametres biodémographiques permettent d’affirmer 1’apparition d’une résistance.
Toutefois, des études récentes rapportent que les femelles de Frankliniella occidentalis issues
de souche résistante au spinosad pondent plus que celles de souche sensible (Bielza, 2008).

Aussi, une souche d’Acanthoscelides obtectus isolée seulement aprés 8 générations a
pu développer une résistance vis-a-vis de 1’huile essentielle de la lavande. Dans ce cas les
femelles de la souche résistante présentaient un degré de résistance 8 fois supérieur a celles de
la souche sensible et les males de la souche résistante, un degré de résistance 4 fois supérieur;
a ceux de la souche sensible (Papachristos et Stamopoulos, 2003). Il faut noter ici que ces
auteurs ont confirmé 1’existence de la résistance par I’implication du cytochrome P450 et du
glutathion-S-transférase chez les individus de la souche résistante.

Dans les limites de nos conditions expérimentales, nous ne pouvons donc pas parler de
résistance dans la mesure ou les descendants obtenus des souches traitées ne présentent ni une
meilleure survie, ni une meilleure fitness par rapport a ceux de la souche non traitée.

D’autres auteurs travaillant avec le malathion, ont signalé¢ que de 17 a 37 générations



sont nécessaires a 1’installation de la résistance (Assié et al., 2007).

Ainsi, la possibilit¢ de survenue d’une résistance des bruches aux huiles essentielle
n’est pas a exclure a long terme quand on sait que 16 générations par an peuvent se succéder
comme cela a été observé au Togo (Glitho, Com. pers.). Concernant les huiles essentielles, il
convient d’approfondir les investigations sur plusieurs générations et rechercher les enzymes
impliquées dans les phénomenes de résistance telles que le carboxylestérase (Cao et al., 2007)
ou le cytochrome P450 et le glutathion-S-transférase (Papachristos et Stamopoulos, 2003),
avant de conclure quant a la possibilité ou non d’engendrer la résistance dans les populations

de ravageurs traités.

2.7. Conclusion partielle

Au cours de cette étude, nous avons pu déceler quelques différences, notamment au
niveau de la fécondité et du taux intrins€que d’accroissement naturel, entre les différents
parametres biologiques et démographiques des 2 types de souches. Selon Sawicky (1987),
pour avoir une résistance, il faut une perte de sensibilité envers I’insecticide. Dans notre cas le
fait que la sensibilité des insectes aux huiles essentielles soit maintenue sur les insectes isolés
des souches soumises a la pression de ces mémes huiles est un avantage qui milite en faveur
de leur promotion dans la conservation post récolte des denrées alimentaires contre les
ravageurs. Les huiles essentielles testées dans cette étude montrent un réel potentiel en
protection des stocks. Cependant, le différentiel de toxicité entre les deux formes de I’insecte
commande la prise en compte de la synchronisation du traitement avec le stade cible le plus
sensible en vu d’optimiser I’efficacité des huiles essentielles.

Pour cela, un accent devrait étre mis sur la gestion des formes externes facilement
accessibles aux traitements a base de phytoinsecticides. Ceci entralnerait un gain économique
et écologique en réduisant la quantité d’huile a utiliser. Dans une perspective de protection

durable des stocks, il convient de comprendre et de maitriser les effets de tels traitements a
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long terme sur les insectes.

La conservation du niébé se déroule sur une longue période de 1’année (Octobre a
Mai) dont une partie en période chaude (Février a Mai) pendant laquelle les températures sont
trés élevées. Pourtant, les huiles essentielles sont instables, complexes et volatiles. Il est donc
nécessaire de comprendre leur comportement en situation de température élevée, proche de
celle des systémes de stockage a certains moments de I’année et surtout leur persistance a

I’intérieur de structures hermétiques.

I11. Facteurs influencant P’efficacité des huiles essentielles vis-a-vis de C. maculatus

3.1. Persistance de ’activité biologique des huiles essentielles en conditions naturelles

Cette ¢tude a été menée dans les conditions ambiantes du laboratoire ou la température
minimale moyenne était de 24.19°C et la température maximale moyenne de 42.2°C. Des lots
de 50g de graines saines de niébé étaient placés séparément a I'intérieur de bocaux
hermétiques en verre de contenance 11 chacun. Ces lots étaient ensuite répartis en deux séries
de traitement. Dans la premicre série, les lots de graines étaient traités par I’application de
20ul de chacune des 4 huiles essentielles en 4 répétitions selon la procédure précédemment
décrite. Pour chaque huile essentielle, il y avait 40 lots traités. Dans la seconde série, le méme
nombre de lots de graines renfermant la rondelle de papier filtre sans aucune application

d’huile essentielle était constitué et servait donc de témoin.

A partir de la date d’application des huiles essentielles et toutes les 48 heures, 4 lots de
graines traitées avec chaque huile essentielle ainsi que 4 lots témoins recevaient 10 couples de
Callosobruchus maculatus agés de 2 jours pendant 24 heures. A I’issue de ce temps, les
bocaux étaient vidés pour le dénombrement des insectes morts. Cette opération était répétée

jusqu’a la perte d’activité biologique de chaque huile essentielle (i. e. mortalité équivalente a



celle du témoin).

Figure 22: Schéma explicatif de la procédure expérimentale de mise en évidence de la

persistance des huiles essentielles

3.2. Effets de I’exposition a un régime thermopériodique chaud sur P’activité biologique

des huiles essentielles

3.2.1. Effets d’une exposition ponctuelle de graines traitées avec les huiles essentielles
Des lots de 50g de graines saines de niébé étaient placés séparément a I’intérieur de
bocaux hermétiques en verre de contenance 1litre chacun. Ces lots étaient ensuite répartis en
deux séries de traitements. La premicre série, constituée de 4 lots en 4 répétitions chacun, était
traité par ’application de chacune des 4 huiles essentielles. Cette premiére série était ensuite

soumise a un régime thermopériodique de 50 : 35°C; 10h : 14h pendant 2 jours dans une
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¢tuve universelle. La seconde série comportait exactement les mémes lots de traitements a la
différence qu’ils étaient placés, apres application des huiles essentielles sur la paillasse a la
température ambiante du laboratoire (environ 25°C). Le traitement aux huiles essentielles
consistait a introduire du coton imbibé de 20ul d’huile essentielle dans les lots de graines
prévus a cet effet. A I’issue des 2 jours d’exposition a la chaleur, les lots de la premiére série
¢taient sortis de 1’étuve puis refroidis pendant 2 heures. Au bout de ce temps, 10 couples
d’adultes C. maculatus (agés de 2 jours) étaient introduits dans chaque lot de graines
provenant des 2 séries expérimentales, le tout maintenu dans les conditions ambiantes du
laboratoire. Vingt quatre heures plus tard, les bocaux étaient vidés et leur contenu observé
pour la détermination du nombre d’insectes morts et du nombre total d’ceufs pondus sur les
graines dans chaque cas. Les résultats de la premiére série étaient comparés a ceux de la

deuxiéme.



Figure 22: Schéma explicatif de la procédure expérimentale de mise en évidence de

I’effet de la température sur les huiles essentielles

3.2.2. Effets d’une exposition prolongée de graines traitées avec O. americanum

Cette expérience a ¢été réalisée avec I’huile essentielle la plus active, celle d’O.
americanum. Elle a consisté a considérer des lots de 50g de graines saines de niébé placées

dans des bocaux hermétiques et disposés en 3 groupes. Chaque groupe comportait 4 lots (ou
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répétitions) traités par application de 20ul d’huile essentielle et 1 lot témoin non traité répété
¢galement 4 fois. Ensuite, ces différents groupes étaient soumis au régime thermopériodique
chaud de 50 : 35°C; 10h: 14h pendant 2 jours (groupe 1), 6 jours (groupe 2) ou 12 jours
(groupe 3) dans une étuve universelle. Aprés le passage a I’étuve, les lots de graines étaient
refroidis pendant 2 heures et recevaient I’introduction de 10 couples d’adultes C. maculatus
(agés de 2 jours) dans les bocaux refermés hermétiquement et placés a la température
ambiante du laboratoire (25°C en moyenne). Au bout de 24 heures, les bocaux étaient vidés
pour la détermination du nombre d’insectes morts ainsi que du nombre total d’ceufs pondus
dans chaque cas. Ces résultats étaient comparés a ceux obtenus de tests sur des lots de graines

ayant subi les mémes traitements mais exposés a la température ambiante du laboratoire.



Figure 22: Schéma explicatif de la procédure expérimentale de mise en évidence d’une

exposition prolongée a la température

3.2.3. Effets d’une exposition directe et ponctuelle d’O. americanum

En raison de sa plus grande activité biologique observée lors de tests préliminaires,
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seule I’huile essentielle d’Ocimum americanum a été utilisée dans cette expérience. Celle-ci a
consisté a prélever une quantité de 200ul de I’huile essentielle dans un flacon en verre
hermétique et a I’exposer a un régime thermopériodique de 50 : 35°C; 10h : 14h et ceci
pendant 2 jours. L’activité biologique de cette huile préalablement chauffée était ensuite
évaluée sur les adultes C. maculatus. Pour cela, 20ul de ’huile chauffée étaient prélevés et
placés sur du coton qui était ensuite introduit dans chaque bocal contenant 50g de graines
saines. Dix (10) couples d’adultes C. maculatus agés de 2 jours étaient ensuite introduits dans
chaque bocal pendant 24 heures. Aprés ce contact, les bocaux étaient vidés et les observations
permettaient de dénombrer les insectes morts et les ceufs pondus sur les graines. La méme
expérience était réalisée parallelement en utilisant la méme huile essentielle mais non

chauffée, toujours en 4 répétitions.

3.3. Résultats

3.3.1. Persistance de ’activité biologique des huiles essentielles en conditions naturelles

La sensibilité des adultes C. maculatus diminue avec le temps et en fonction de 1’huile
essentielle utilisée (Figure 11). Celle d’O. americanum est la plus persistante avec une
activité insecticide de 100% 14 jours apres son application. Par contre, a 18 jours, il n’y avait
plus aucune activité insecticide, ce qui atteste d’une perte brusque de 1’activité biologique de

cette huile essentielle.

A la différence d’O americanum, on note une décroissance progressive de 1’activité
insecticide des trois (3) autres huiles essentielles, ce qui témoigne d’une perte réguliere de
leur activité biologique au fil du temps.

L’huile la moins persistante est celle de H. spicigera dont 1’activité insecticide décroit

rapidement pour étre nulle a partir du 10° jour aprés traitement. Les 2 autres huiles



essentielles, celle de H. suaveolens et de L. multiflora, ont manifesté une persistance

intermédiaire de respectivement 12 et 14 jours.

== 0. amaricanum == H. suaveolens H. spidgera ==L muiltiflora

2 4 6 8 10 2 14 16 18
j Sstrait I

Figure 22: Persistance des huiles essentielles en stockage hermétique

3.3.2. Effets d’une exposition ponctuelle de graines traitées avec les huiles essentielles

La mortalité provoquée par les huiles utilisées en conditions ambiantes (25°C) est plus
¢levée que celle des huiles placées en conditions thermopériodiques chaudes (50 :35°C)
(figure 12). La mortalité provoquée par les huiles a 50 : 35°C est trés faible et quasi nulle.
Elle est identique pour toutes les huiles en deux jours d’exposition. Cependant lorsque ces
huiles sont utilisées a 25°C, on note une différence entre O. americanum et les autres (test

PLSD de Fisher, p>0.05).
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Figure 22: Effet de I’exposition ponctuelle de graines traitées sur les adultes

La perte d’activité¢ insecticide en conditions chaudes se répercute sur I’activité de
ponte des femelles. Les femelles pondent sur les graines traitées et exposées ou non en
conditions chaudes. Cependant, Le nombre moyen d’ceufs pondus par les femelles
lorsqu’elles sont en présence de graines traitées et exposées a 50 : 35°C est plus élevé que
lorsqu’elles sont en contact des graines traitées et maintenues a 25°C sauf pour les graines
traitées avec 1’huile de L. multiflora (Tableau 7). Ainsi, certaines huiles essentielles comme
celle de L. multiflora, méme ayant perdu leur activité¢ insecticide en conditions chaudes,

peuvent néanmoins perturber la ponte des femelles.

Tableau 14: Effet de I’exposition ponctuelle de graines traitées sur le nombre d’ceufs




déposés par les femelles de C. maculatus

Huiles essentielles 50 : 35°C 25°C

O. americanum 149,25 +£ 10,75 a 22,00+£2,16 d
H. suaveolens 155,00 £ 15,34 a 90,25+ 11,47 ¢
L. multiflora 109,25 +16,02 b 74,75 £ 13,38 b
H. spicigera 181,50+ 11,65 a 120,50 £ 16,41 ¢

Les moyennes situ¢es dans la méme ligne et suivies de lettres identiques ne différent pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

3.3.3. Effets d’une exposition prolongée de graines traitées avec O. americanum

Lorsque les graines traitées a 1’huile d’O. americanum sont mises a 50 :35°C et a 25°C
sur une période de 12 jours avant d’étre présentées aux insectes, le taux de mortalité est
significativement plus élevé a 25°C qu’a 50 :35°C au deuxiéme jour et au sixiéme jour
(Tableau 8). Au douziéme jour, aucune mortalité n’est observée dans les deux situations. La
mortalité ne différe pas entre 2 et 6 jours d’exposition a 50 :35°C, alors qu’a 25°C on note une
différence entre ces deux durées d’exposition (test PLSD de Fisher, P>0.05). . L’effet de la
température sur I’effet adulticide d’O. americanum est donc indépendant de la durée

d’exposition, I’huile perdant son activité biologique dés le deuxiéme jour.

Tableau 14: Effet d’une exposition prolongée de graines traitées avec O. americanum sur

les adultes de C. maculatus
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Taux de mortalité (% + SD) aprés

2 jours d’exposition 6 jours d’exposition 12 jours d’exposition
Temoin Traitement Temoin Traitement Temoin Traitement
(non traité) e (non traité) HE (non traité) e
50:35°C
25+14b 63,7+5,1a 1,2+1,2b 3742,5b 25+14b 0,00+0,0b
10h:14h
25°C 1, 2+12b 100+0,0a 0,0+0,0b 100+0,0a 25+14b 100+0,0a

Les moyennes situées dans la méme colonne et suivies de lettres identiques ne différent pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

La figure 13 montre que les insectes pondent aussi bien sur les graines traitées et
exposées a 25°C que sur celles portées a 50 :35°C quelque soit la durée d’exposition.
Cependant, le nombre d’ceufs déposés par les femelles en conditions thermopériodiques
chaudes (50 :35°C) est nettement plus ¢élevé et differe de celui déposé en conditions ambiantes
(25°C). En conditions chaudes le nombre moyen d’ceufs pondus au cours de chacune des 3
périodes d’exposition n’est pas significativement différent (Test PLSD de Fisher, P<0,05)
alors qu’en conditions non chaudes, plus la période de contact des graines avec 1’huile

essentielle est longue, plus le nombre moyen d’ceufs pondus augmente.
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Figure 22: Effet d’une exposition prolongée de graines traitées avec O. americanum sur

le nombre d’ceufs déposés par les femelles de C. maculatus

3.3.4. Effets d’une exposition directe et ponctuelle des adultes a I’huile essentielle d’O.

americanum préalablement placée au régime thermopéridique 50 : 35°C ; 10 : 14h

L’huile essentielle d’O. americanum préalablement exposée a des conditions
thermopériodiques chaudes de 50 : 35°C a montré une activité biologique moins importante
sur les insectes traités comparativement a la méme huile maintenue en conditions
thermopériodiques ambiantes (Tableau 9). En effet, la mortalit¢ des adultes est
significativement réduite par I’exposition aux conditions chaudes méme si celle-ci est quand

méme de 62.5%, nettement supérieure a la mortalité naturelle (<4%).
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Tableau 14: Effet d’une exposition directe et ponctuelle des adultes a I’huile essentielle

d’0. americanum placée a 50 : 35°C ; 10 : 14h

Taux de mortalité (% + SD)

Témoin (non traité) 3,75+2,50¢
50:35°C 10h:14h 62,50+ 10,41 b
25°C 100,00 + 0,00 a

Les moyennes situées dans la colonne et suivies de lettres identiques ne différent pas statistiquement

(Test PLSD de Fisher p<0.05).

3.4. Discussion

Les résultats obtenus montrent une différence de persistance de I’activité biologique
des 4 huiles essentielles en conditions non controlées proches de celles observées
généralement en début de stockage dans les zones sahéliennes de conservation du niébé. La
différence de persistance peut €tre attribuée a une différence de composition chimique des 4
huiles essentielles comme cela a ét¢ suggéré par Ngamo et al. (2007) qui ont étudié la
persistance de 3 huiles essentielles, Annona senegalensis, Hyptis spicigera et Lippia rugosa
vis-a-vis de 4 ravageurs de denrées stockées dont C. maculatus. Ces auteurs estiment que les
huiles les plus volatiles, riches en composés hydrogénés, sont moins persistantes que celles
qui renferment des composés oxygénés. En effet, la vitesse d’oxygénation des composés
hydrogénés serait plus rapide, ce qui induirait la perte de leur activité biologique (Kim et al.,
2002). Nos résultats tendent a confirmer cette hypothese car les 2 huiles les plus persistantes
sont riches en composés oxygénés. Cependant, contrairement a nos résultats qui mettent en

¢vidence une persistance relativement longue, Ngamo et al (2007) ont observé une perte totale




de I’activité insecticide des huiles essentielles testées, a I’exception de celle de L. rugosa, au
bout de 24 heures.

Il convient cependant de souligner qu’au contraire de notre étude, celle de Ngamo et al
(2007) a été réalisée dans des dispositifs non hermétiques (boites de Pétri) avec une dilution
des huiles essentielles dans de 1’acétone. On peut supposer que la volatilité n’explique pas a
elle seule la perte d’activité biologique que nous avons observée dans des conditions
hermétiques. De part leur composition chimique, les huiles essentielles pourraient se dégrader
naturellement a des vitesses variables au cours du temps. Cette dégradation pourrait étre
accentuée sous I’influence de certains facteurs de 1I’environnement comme la température et la
lumiére (Lobstein et al., 1983 ; Isman, 2000 ; Miresmailli, 2005).

Lorsque les huiles essentielles sont appliquées en conditions de température élevée,
leur activité adulticide diminue considérablement quelque soit 1’huile essentielle utilisée. Ce
résultat suggere que la température inhibe ou altére les composés chimiques des huiles
essentielles responsables de leur toxicité. Ce résultat a rarement été démontré méme si la
dénaturation des huiles essentielle par la température est bien connue (Lobstein et al., 1983).
L’effet de la température sur les huiles essentielles est indépendant de la durée d’exposition,
la dénaturation des composés actifs en situation de température élevée se produirait
immédiatement, ou tout au moins pendant les 48h apres I’exposition.

Lorsque I’huile est chauffée avant d’étre testée immédiatement, elle entraine une
mortalité plus faible que celle non chauffée, ce qui confirme 1’hypothése de dénaturation
rapide de I’huile. Par ailleurs quand on compare la mortalité provoquée par ’huile d’ Ocimum
americanum directement chauffée (63%) a celle provoquée par cette méme huile appliquée
aux graines et exposée a la température chaude avant d’étre utilisée pour le traitement 2 jours
apres exposition (2%), il apparait une différence tres nette. Ce constat pourrait €tre interprété

par le mode opératoire. En effet, lorsque les graines traitées aux huiles essentielles sont
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d’abord exposées a la température chaude avant d’étre utilisées pour le test, elles pourraient
absorber les composants actifs des huiles essentielles et ainsi exposer les insectes a de faibles
résidus toxiques d’ou la faible mortalité observée. Par contre, en cas d’application directe de
I’huile préalablement chauffée, les graines n’ont pas le temps d’absorber les composants
actifs, exposant du méme coup les insectes a de forte dose d’huiles essentielles, d’ou la forte
mortalité constatée. Il est donc nécessaire d’analyser la composition chimique de 1’huile
chauffée et voir si elle difféere de celle non chauffée avant de tirer une conclusion quant a la
perte de Pactivité biologique due a la chaleur. Ainsi, les huiles essentielles étant utilisées en

fumigation, il est permis de penser a leur dénaturation sous 1’effet de la température élevée.

3.5. Conclusion partielle

La détermination de la persistance des huiles essentielles en conditions naturelles
proches de la réalité des conditions de stockage est un résultat novateur. C’est une information
scientifique majeure pour 1’optimisation des biopesticides d’origine végétale en ce sens
qu’elle permettrait une utilisation pratique des huiles essentielle dans la protection post
récolte. Nos investigations ont également, pour la premiére fois, mis en évidence I’influence
de la température sur I’activité biologique des huiles essentielles vis-a-vis de C. maculatus.
Bien que préliminaires, ces résultats montrent cependant 1’importance de la prise en compte
des facteurs environnementaux pour optimiser 1’utilisation des huiles essentielles. En effet, la
thermopériode utilisée au cours de cette étude correspond a des conditions proches de celles
rencontrées sur le terrain dans les greniers souvent exposés au soleil pendant les périodes de
chaleur en zone sahélienne du Burkina Faso (soit en octobre-novembre, soit en mars-mai)
(Sanon, 1998). Ainsi, les conditions optimales d’utilisation sur le terrain pourraient ciblées les
périodes ou les températures sont relativement basses (décembre a janvier) pour initier le
stockage avec les huiles essentielles afin de bénéficier d’une efficacité maximale et longue

des huiles essentielles @8 méme d’éradiquer le ravageur. Une des conditions d’efficacité serait



aussi le stockage dans des dispositifs hermétiques qui pourraient étre maintenus a 1’abri du
soleil pour éviter ou minimiser les tres fortes températures.

Des études plus précises sont nécessaires pour mieux cerner le role des facteurs
environnementaux dans 1’efficacité des huiles essentielles pour une conservation durable du
niébé.

Dans une perspective de lutte intégrée intégrant harmonieusement 1’emploi des huiles
essentielles et I’introduction de parasitoides, les effets adverses des huiles essentielles doivent
étre analysés sur I’ennemi naturel du ravageur afin de déterminer des scénarii efficaces de

combinaison de ces deux méthodes.
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CHAPITRE 4 : EFFET DES HUILES ESSENTIELLES SUR LE PARASITOIDE

DINARMUS BASALIS

Introduction

De nombreuses especes d’hyménopteres parasitoides sont inféodées aux bruches dans
les cultures de niébé et se développent en ectoparasitoides sur les larves de leurs hotes. Des
¢tudes réalisées au Burkina Faso (Ouédraogo et al., 1996) et au Togo (Zannou et al., 1995)
ont montré que dans les stocks de niébé en milieu paysan, se trouvent a la fois des larves de
C. maculatus en développement, parasitées ou non par Dinarmus basalis. En effet des études
de terrain et de laboratoire ont identifi¢ D.basalis comme le meilleur agent de contrdle
biologique des populations de Callosobruchus maculatus (Sanon et al., 1998 ; Amevoin,
1998). L’efficacité du controle dépend du taux de parasitisme initial, lorsque la pression
parasitaire est forte au début du stockage, les effectifs de C. maculatus sont fortement réduits
et les pertes limitées (Sanon et al., 1999). L’intérét grandissant porté¢ sur 1’utilisation des
huiles essentielles réside en leur capacité a inhiber efficacement les stades externes du
ravageur et dans une moindre mesure les stades internes. Leur efficacité¢ dans des situations
réelles de stockage a été¢ rarement démontrée (Sanon et al., 2002). En outre de nombreuses
¢tudes antérieures révelent que dans les mémes conditions, les parasitoides sont plus sensibles
que le ravageur (Huignard et al., 2002 ; Ketoh et al., 2005).

Convaincus du fait qu’aucune méthode de lutte ne peut a elle seule procurer une
protection efficace et durable, nous avons, dans une perspective de lutte intégrée analysé la
toxicité aigue et chronique ainsi que I’effet des doses sublétales des huiles essentielles sur D.

basalis.



1. Toxicité aigue des huiles essentielles vis-a-vis de D. basalis

Cette étude a ét¢ menée dans les conditions ambiantes du Laboratoire d’Entomologie
Fondamentale et Appliquée de I’Universit¢é de Ouagadougou ou la température minimale
moyenne était de 24.19°C et la température maximale moyenne de 42.2°C. Dix (10) couples
d’adultes de Dinarmus basalis agés de 2 jours étaient placés en présence de 50 grammes de
graines saines de niébé mélangées a des graines renfermant des larves de stade 4 de
Callosobruchus maculatus dans des bocaux en verre de contenance 1 litre. Au total, 7 doses
croissantes de chaque huile essentielle: 0,1ul; 0,3ul; 0,5ul; 1ul; 2ul; 3ulet Sul ont été
testées. La charge d’huile essentielle était déposée a 1’aide d’une micropipette sur une
rondelle de papier filtre Whatman qui était collée a la paroi du bocal refermé hermétiquement
juste apreés. Dans chaque cas, il y avait 4 répétitions avec en paralléle un traitement témoin
sans application d’huile essentielle répété aussi 4 fois. Les insectes étaient maintenus dans les
bocaux en présence ou en absence d’huile essentielle pendant 24 heures a 1’issue desquelles
les insectes morts étaient dénombrés.

Les doses létales (DL, et DL,)) ont été déterminées par le modéle probit-log de Finney

(1971).

1.1. Effets des huiles essentielles sur les capacités parasitaires de D. basalis

Des graines marquées contenant 20 larves de stade 4 de Callosobruchus maculatus (au
plus 2 larves par graine) sont mélangées a 50g de graines saines de niébé et mises en présence
de 10 couples de Dinarmus basalis agés de 2 jours dans des bocaux en verre de contenance 1
litre. La dose unique de 5ul d’huile essentielle de chaque plante a été utilisée selon la méme
procédure d’application précédemment décrite. Quatre répétitions ainsi qu’un témoin sans
application d’huile essentielle répliqué 4 fois sont constitués. L’exposition dure 24 heures

puis les bocaux sont vidés. Les graines marquées sont isolées et gardées dans des boites de

87



Pétri puis suivies jusqu’a I’émergence des insectes.

Le nombre d’insectes des 2 especes (Dinarmus basalis et Callosobruchus maculatus)
qui émergent est noté quotidiennement jusqu’a la fin des émergences afin de déterminer le
taux de parasitisme. Ce taux est le rapport entre le nombre de D. basalis émergés et celui de

tous les insectes (D. basalis et C. maculatus).

nombreds D.basaliz smergss

= 100

P (%) _ nombrzdz D. basaliz + nombrz dz Cmaculatus émergés

1.2. Sensibilité des adultes de D. basalis aux concentrations non létales pour leur hote

Des bocaux en verre de contenance 1 litre contenant 50 grammes de graines saines de
niébé ont ¢été¢ traités aux huiles essentielles et gardés pendant une période donnée
correspondant au temps de rémanence de chaque huile essentielle déterminée dans le chapitre
précédent. En rappel, les différentes durées au bout desquelles les huiles ne présentent plus
d’effets 1étaux pour les bruches, hotes des parasitoides sont de : 10, 14, 16 et 18 jours pour
respectivement H. spicigera, H. suaveolens, L. multiflora et O. americanumm.

A I’intérieur des bocaux, 20 pl d’huile essentielle est déposé sur du papier filtre collé a
la paroi puis les bocaux sont refermés hermétiquement juste aprés. Quatre répétitions pour
chaque huile essentielle ainsi qu’un témoin également répliqué quatre fois n’ayant pas recu
d’huile essentielle ont été réalisés. Les bocaux sont disposés sur la paillasse en conditions
ambiantes du laboratoire.

Lorsque la durée équivalant a I’absence d’effets Iétaux d’une huile essentielle donnée
est atteinte, les bocaux traités par cette derniére sont récupérés et 10 couples d’adultes de D.
basalis agés de 2 jours y sont introduits pendant 24 heures. A I’issue de ce sé¢jour de 24

heures, les bocaux sont vidés et les insectes morts sont dénombrés. La mortalité observée est



corrigée par la formule d’ Abbott (1925).

2. Résultats

2.1. Toxicité aigue des huiles essentielles vis-a-vis de D. basalis

La toxicité des huiles essentielles vis-a-vis des adultes de D. basalis varie en fonction
des huiles essentielles (Figure 14). D’une fagon générale, les adultes sont trés sensibles a
I’activité de ces substances végétales et on observe une mortalité supérieure a 60% pour
toutes les huiles impliquées a partir de 0,3ul. Les 3 huiles les plus toxiques (O. americanum,
H. suaveolens et H. spicigera) provoquent 100% de mortalité aux doses supérieures ou égales
a 3ul. Pour les concentrations utilisées, seule l’activit¢ de H. spicigera et celle de L.

multiflora semblent concentration-dépendantes.
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Figure 22: Variation de la réponse concentration-mortalité chez Dinarmus basalis

Les CL,, et CL,, sont trés faibles vis-a-vis des adultes de D. basalis. Les huiles

essentielles d’O. americanum et de H. suaveolens ont une CL, inférieure a 0,1pl et sont les

plus toxiques vis-a-vis de D. basalis (Tableau 10). Quant aux huiles de L. multiflora et de H.
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spicigera, elles ont des CL,, sensiblement égales (test PLSD de Fisher, P>0,05) mais la CL,

de H. spicigera est inférieure a celle de L. multiflora qui est donc la moins toxique vis-a-vis

de D. basalis.

Tableau 14: CL,, et CL,, des huiles essentielles vis-a-vis des adultes de D. basalis

O. americanum L. multiflora

H. suaveolens

H. spicigera

Pente - 1,04 - 1,32

CL,, <0,1ul 0,20 a <0,lul 0,05b

L.C (0,14 -0,26) - (0,01 —0,11)
CL,, <0,1ul 1,43 a <0,1ul 0,90 a

L.C - (1,09-2,11) - (0,65 —1,48)
NG - p<0,05 - p<0,05

CL : concentration létale

L.C. : limite de confiance

Les moyennes dans la méme ligne suivies de lettres alphabétiques identiques ne différent pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

Le taux de parasitisme de D. basalis en présence des huiles essentielles est quasi nul et

differe significativement du témoin (p<0,05). Ce taux est identique pour 1I’ensemble des huiles

essentielles utilisées (test PLSD de Fisher, p>0.05) (Figure 15).
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Figure 22: Taux de parasitisme de D. basalis en présence des huiles essentielles

2.2. Sensibilité des adultes de D. basalis aux concentrations non létales pour leur héte

bruches, on remarque une mortalité¢ des parasitoides qui varie de 16 a 78% en fonction

hermétique sont capables de manifester une toxicité variable sur les parasitoides adultes.

Lorsque les adultes de D. basalis sont placés dans a un milieu hermétique ayant été

traité par les huiles essentielles, lorsque ces huiles ne présentent plus d’effets 1étaux sur les

huiles essentielles (Figure 16). Les huiles les plus persistantes (I’huile d’O. americanum et
celle de L. multiflora) sont également celles qui manifestent une activité toxique chronique

¢levée vis-a-vis de D. basalis. Ainsi, les résidus d’huiles essentielles présents en milieu

des
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Figure 22: Sensibilité des adultes D. basalis aux concentrations non létales pour leur hoéte

3. Discussion

Bien que la toxicité des huiles essentielles soit variable vis-a-vis des adultes de C.

maculatus, le parasitoide est trés sensible a I’action des composés actifs de toutes les huiles
essentielles testées. En effet la comparaison des CL,, et CL,, révéle que le parasitoide est plus

sensible que le ravageur C. maculatus. Des résultats antérieurs obtenus avec deux composés
soufrés renseignent que le ravageur et son parasitoide présentent la méme sensibilité vis-a-vis
du méthylisothiocyanate (Sanon et al., 2002), alors que face au diméthyldisulfide, le
parasitoide est plus sensible que son hote (Dugravot et al., 2002). Aussi Ketoh et al. (2005)
rapportent une sensibilité plus grande de 1’ennemi naturel D. basalis par rapport a I’hote C.
maculatus a I’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthus.

Lorsque les huiles essentielles sont utilisées dans un milieu contenant des hotes C. maculatus
mélangés a des graines saines, le taux de parasitisme par D. basalis est réduit

considérablement.

Ce résultat pourrait s’expliquer par la mortalité précoce des parasitoides qui ne leur




permet pas de rechercher, de trouver et de déposer les ceufs sur leurs hotes.
Les résidus d’huiles essentielles présents en milieu hermétique agissent sur les adultes

de D. basalis a des degrés divers en fonction des huiles et de la durée d’exposition.

4. Conclusion partielle

Ces résultats mettent en exergue la problématique de mise en ceuvre d’une lutte
intégrée contre C. maculatus. La grande sensibilité du parasitoide aux composés actifs des
huiles essentielles se présente comme un frein a I’exploitation simultanée des huiles et des
parasitoides. Les résultats obtenus démontrent clairement 1’impossibilit¢é d’une utilisation
simultanée des huiles et des parasitoides dans le controle des populations de C. maculatus.
Cependant, les effets létaux sur les parasitoides provoqués par les résidus des huiles
essentielles lorsqu’elles ne présentent plus de toxicité vis-a-vis de 1’hote pourrait étre un
indice déterminant dans une approche de lutte intégrée. En effet, cela permet de garantir le
succes du controle en définissant les moments propices a I’application des huiles essentielles
et a ’introduction des parasitoides.

L’idéal, pour une utilisation intégrée des huiles essentielles combinée a 1’introduction
des parasitoides consisterait en un traitement différé. D’abord une introduction des
parasitoides qui ¢limineront les stades de développement avancés du ravageur et au bout de
six jours, lorsque les parasitoides n’auront plus de bonnes performances de parasitisme, on
applique les huiles essentielles qui vont agir sur les ceufs, les larves moins agées et
éventuellement sur les adultes qui vont émerger par la suite.

Afin de répondre aux attentes des producteurs en quéte de moyens performants et
efficaces de conservation de leurs stocks, nous nous sommes proposé¢ d’étudier 1’efficacité des

huiles essentielles en stockage expérimental.
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CHAPITRE 5 : EFFICACITE DES HUILES ESSENTIELLE DANS UN SYSTEME DE

STOCKAGE EXPERIMENTAL

Introduction

Les graines de niébé sont généralement stockées dans des structures variées en
fonction des conditions climatiques, de la nature des matériaux disponibles et de 1’héritage
socioculturel des populations (Alzouma, 1997). Les systémes de stockage rencontrés en
milieu paysan sont généralement semi-hermétiques (greniers en banco ou en paille, jarres en

argile cuite) et ne sont donc pas compatibles avec 1’utilisation des huiles essentielles qui sont



trés volatiles. Néanmoins, on trouve des fiits hermétiques soit en plastique ou en métal pour le
stockage de quantité importante de graines. Ces récipients se prétent mieux a 1’emploi des
huiles essentielles. Il serait donc intéressant de connaitre 1’influence du volume du stock sur
I’efficacité des huiles afin de prévoir pour un stock donné, le volume d’huile essentielle
nécessaire au traitement. Par ailleurs, une des approches dans la gestion des ravageurs par les
substances d’origine naturelle repose sur une stratégie permettant de trouver des formulations
stables applicables en milieu paysan (Keita et al., 2001).

Les huiles essentielles sont constituées de composés chimiques qui sont altérables soit
au cours de leur conservation soit au cours de leur utilisation. En effet, la nature du récipient
qui les contient peut avoir un effet dénaturant sur elles. Il est donc conseillé de les conserver
dans des récipients en verre ou en acier inoxydable de faible volume (Lobstein et al., 1983).
La nature volatile des composés actifs des huiles essentielles est percue comme 1’'un des
obstacles majeurs a leur utilisation en milieu réel.

Ainsi, pour régler cette question de volatilité et résoudre le probléme de leur stabilité,
nous avons, apres avoir étudié I’impact de la taille du stock sur I’efficacité des huiles, cherché
a déterminer, d’une part, I’efficacité de formulations poudreuses a base de 1’huile essentielle
d’O. americanum sur C. maculatus, d’autre part, a analyser 1’efficacité¢ réelle des huiles
essentielles dans deux structures différentes en conditions de stockage proches de la réalité. A
I’issue de la conservation, nous avons testé la possibilité de germination des graines.
L’optimisation de I’efficacité des huiles essentielles passe par I’identification d’une structure
et d’une formulation susceptibles de garantir leur qualité et leurs propriétés chimiques intactes

sur une période assez longue sans compromettre la capacité germinative des graines.
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I. Importance de la quantité de graines traitées sur I’activité biologique des huiles

essentielles

A Dintérieur de bocaux en verre d’un litre de contenance chacun, on dispose 7 lots
différents de graines: 50 ; 75; 100 ; 125 ; 150 ; 175 et 200g. Ces lots ont été répliqués 4 fois
pour chaque traitement. Aussi 4 répétitions de chaque lot ont été constituées pour servir de
témoin. 10 couples d’adultes de C. maculatus agés de 2 jours y sont introduits. Le traitement
a consisté en I’application de la dose unique de 20 pl de chaque huile essentielle sur du
papier filtre Whatman collé a la paroi des bocaux. L’exposition dure 24 heures a 1’issue
desquelles les bocaux sont vidés et le nombre d’insectes morts a été noté. Le taux de mortalité

a été déterminé en utilisant la formule d’Abbott (1925).

I1. Application des huiles essentielles en stockage expérimental

2.1. Effet d’applications répétées d’huiles essentielles

Cette expérimentation a été menée en conditions ambiantes du laboratoire entre Avril
et Juillet avec de fortes variations thermiques (24° minimale et 43° maximale). Des récipients
en aluminium de 8 litres de contenance ont été utilisés. Chaque récipient contient 3
kilogrammes de graines saines de niébé mélangées a des graines infestées portant 50 ceufs
frais, 50 larves des stades 1 et 2, 50 larves des stades 3 et 4 et 50 nymphes de C. maculatus.
Ce mélange vise a simuler le niveau d’infestation initiale par les bruches qui, dans nos
conditions, est inférieur a 5% selon les années et les variétés de niébé utilisées (Ouédraogo,
1991 ; Sanon et al., 2005). La quantité utilisée ici tient du fait que nous avons voulu, en

travaillant dans des conditions hermétiques idéales, déterminer la dose adéquate avant de



passer en station ou de grandes quantités seront utilisées. De plus, ceci nous permettra faire
des comparaisons avec les données de la littérature puisse que ailleurs d’autres auteurs ont
déja utilis¢ la méme quantité. Pour le traitement aux huiles essentielles, une dose unique de
1,2 ml d’huile essentielle définie par extrapolation a partir des résultats antérieurs qui
indiquent la dose de 20ul/l comme la dose commune a toutes les huiles susceptible d’entrainer
100% de mortalité parmi les adultes dans un stock de 50 grammes a été utilisée a chaque
application. Quant au témoin, aucune application d’huile essentielle n’a été effectuée. Un
témoin insecticide a été réalisé et a consisté a traiter les graines avec un insecticide de
synthése, 1’actellic super (cyperméthrine + pyrimiphos méthyl). La dose d’huile essentielle est
déposée sur du coton placé dans un encensoir en argile cuite. Pour 1’actellic super, la dose
prescrite est de 50g de poudre insecticide pour 100 kg de graines. Le dispositif ainsi obtenu
est hermétiquement refermé a I’aide de cire formée de coton et de bougie fondue.

Tous les traitements ont été répétés 3 fois.

Le stockage a duré 4 mois avec les modalités suivantes d’application des huiles essentielles :

- Lot 1 : une (1) seule application au début du stockage ;

- Lot 2 : deux (2) applications, au début et 15 jours plus tard ;

- Lot 3 : trois (3) applications, au début, 15 et 30 jours plus tard ;

- Lot 4 : sept (7) applications, au début et tous les 15 jours pendant 105 jours.
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Récipient avec graines, encensoir et coton récipient final destiné au stockage

Figure 22: Dispositif de stockage en aluminium

2.2. Influence de la nature du récipient sur P’efficacité des huiles essentielles

Cette expérience a été¢ effectuée a la méme période et dans les mémes conditions que
la précédente mais sur une durée de 3 mois de Mai a Juillet. 2 types de récipients ont été
utilisés, les récipients en aluminium décrits ci-dessus et des récipients en plastique. Dans
chaque récipient, on trouve le méme contenu que dans I’expérience précédente (méme
quantité de graines et méme niveau d’infestation) avec un traitement identique. Les récipients
en plastique ont d’abord été recouverts de sachets plastiques maintenus par des bracelets avant
de recevoir les couvercles. Trois (3) huiles essentielles ont été utilisées dans chaque type de

récipient en 3 répétitions en plus d’un témoin sans huile essentielle répété aussi 3 fois.




Récipient contenant des graines et 1I’encensoir couverture de I’ouverture avec du sachet

avec du coton destiné a recevoir I’huile plastique maintenu avec un bracelet

Dispositif final pour le stockage

Figure 22: Dispositif de stockage en plastique

Pour ces deux tests les paramétres qui ont été retenus étaient I’indice de perforation et

le taux d’accroissement intrinséque des bruches conformément aux formules suivantes :
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- L’indice de perforation di a la sortie d’insectes adultes de la graine noté IP qui renseigne sur
I’efficacité du traitement par rapport au témoin. Cet indice a été¢ déterminé d’une part pour les
graines portant un seul trou d’émergence, d’autre part pour les graines portant plus d’un trou
d’émergence sur un échantillon de 100 graines prélevées au hasard dans chaque récipient (soit
au total 3 lots de graines de 100g) a partir de la formule suivante (Ketoh, 1998):

Ip (Indice de Perforation) =

010009000003040c000000004207000000004207000026060f007a0e574d4643010000000000

01007£310000000001000000580e000000000000580e0000010000006c000000000000000000

0000470000001d0000000000000000000000ee0900002104000020454d4600000100580e000

00c000000010000000000000000000000000000000005000000040000c40100006901000000

0000000000000000000000e3e306001c830500460000002c¢00000020000000454d462b014001

001c000000100000000210c0db01000000600000006000000046000000a4030000980300004

54d462b224004000c000000000000001e4009000c00000000000000244001000c00000000000

0003040020010000000040000000000803£214007000c0000000000000008400005f0020000¢

40200000210c0db01000000000000000000000000000000000000000100000089504e470d0a

120a0000000d49484452000000480000001e08020000000058cffa000000017352474200aecel

ce9000000097048597300000ec400000ec401952b0e1b0000026a494441545847ed58bb91833



01015eec1044e2e66a0011760d2ebc1631ac0c935611a80262ef340014e1dc0103b710045702b

091002£1311f1dbe394578d10abdfdbcddb5926519fa8b6bd30e2a0dce0asSbe7207d2ffceOb1{69

5f8b6ed27187de8a2fca953613d2{3b3cc63948dfbbce237923910d0516dd2cfb4305609147¢273

£591d90bcc31550cc488fdafc31660ddf6243235f33b5ab5ff7a811599750158287dc69641705a2

87eac9a4d7a81d5dde286942092e36e518f114e6e047cc9d41e112f02792725d2ab57¢91078b22

99¢9d0b8183 1b5fa6d48ca861d913{f8bc9d1ec97121f085f2c¢7ccd36b06a2250c226e42a0c16b

03358fd11cb5f0ec591f1a77{fablal540308a24735b5234edd412bbd5f1d4acc64a91fb673bd43

9ab7¢c8650143dbc32574817928368a2acc4efa20507853f27090b62bcdb0dd698854d616b9346

07035fd04b96119e720f0541319c90ba806c32{376e2aede09c812d37c1d834d38cfd849481090b

2a8f50bb906116228{962b43df02a5ded74cf5e5d60592aa5e3b49cab5¢91702263a167371ce73

a46a3469b2aad5cd8a95b71c2b967259749f09e£fd985ad62860221a3{8461d6343487e¢a624607c

ad292eda5ac78a025d610f8879¢8aa79bb2947c54e51a5ef09d312b411ba8b6700786¢ce83429b2

af403714e968facb8bab6353a6¢95¢37128ceb04129141950336659a24badf0fe61998e05ec6f219

00952791502c¢7e516e09ddb285c60f7c2af1f9d4d0edec6b654627f558¢734095d1e9dcOca7{76
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b26adbc0e92e60f991478a7b4559d3e4c84b0152130d8ee269b21165¢26da404ade0913a05626¢

9001de6d93ccb145aa6dfe814935f70c1{fb0167e¢9a89¢ca5ac34b90000000049454e44ae426082

0000000840010824000000180000000210c0db0100000003000000000000000000000000000

0001b40000040000000340000000100000002000000000000bf000000b£f00009042000010410

3000000000000b3000000b3{fft8142000000b3000000b3 {ftfef41210000000800000062000000

0c00000001000000150000000c00000004000000150000000c0000000400000051000000500

900000000000000000000470000001d00000000000000000000000000000000000000480000

001e0000005000000090000000e000000070080000000000002000cc00480000001e00000028

000000480000001e00000001000800000000000000000000000000000000001200000000000

00000000000£ftfff00eaffff000072ba00ba7200001fffea007272ba00ffeaba00009bd400eaba720

09bd4{t00d49b0000£fd49b0072baea00ead4d40072000000d4{ftf0000009b009b000000ftTTd40

Obaeaff00ba7272000000720072007200baba7200babad4000101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101



010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

1010101010101010101010103000£0701010203000f070101010d090101010203000f0701011

011040501010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

01010101010101010206070101010d0c01020e0101010d09010101010206070101011415050

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

01010101010206070101010d000000090101010d09010101010206070101011415050101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

01010203000004050a0c01080c1416000000000£070102030000040514150501010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020

60701080901080004050101010d090101010102060701081811000405010101010101010101
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010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020607010

a0b01010101010101010d0901010101020607010a0b02040501010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020607010809010

10101010101010d090101010102060701080901190501010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101030000000405010101010

101010101010101010203000000040501010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010d0b010101010114150501010101011011

000001070101010d00000c010101010d400000c01010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010102030901010114160c01010101010101010804050

101010a040510110c01010a040510110c0101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101011011090114160c0101010101010101010d4040501010203

0c01010d040502030c01010d040501010101010101010101010101010101010101010101010

10101010101010101010101011011181109010101010101010101010d040501011417070101



141707141707010114170700000000000000000000000000000000000000000000000000000

00000010101010101010110110901010101010101010101010d040501010a1213010114160c

0a1213010114160c01010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

10101010101011011181109010101010101010101010d040501010a1213010110110c0a1213

010110110c01010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

1010110110b0114160c0101010101010101010d040501010a1213010110110c0a12130101101

10c010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010203

0b01010114160c01010101010101010d0405010114170701011417071417070101141707010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010a0b010101

0101141505010101010101010d0405010102030c01010a040502030c01010a04050101010101

0101010203000£f0701010203000f070101010101010101010101010101010101010101010101

01010101010110110004050101010a121310110c01010a121310110c01010101010101010101

0206070101010d0c01020e01010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010102030405010101010d00000c010101010d00000c0101010101010101010101020607
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0101010d0000000901010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020300000405

0a0c01080c01010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020607010809010800

040501010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101020607010a0b010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101020607010809010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010102030000000405010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

1010101014c000000640000000000000000000000470000001d000000000000000000000048



0000001e0000002900a20000000000000000000000803£00000000000000000000803£000000

0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000220000000c000000£f

fTftf460000001c00000010000000454d462b024000000c000000000000000€0000001400000

0000000001000000014000000040000000301080005000000060200000000050000000c021¢e

004800030000001e00040000000701040004000000070104008d040000410b2000cc001e0048

00000000001e0048000000000028000000480000001e0000000100080000000000000000000

00000000000000012000000000000000000000011ftff00eaftff000072ba00ba7200001fffea0072

72ba00ffeaba00009bd400eaba72009bd4{f00d49b0000ftd49b0072baea00ead4d40072000000

d4£fff0000009b009b000000£ftfd400baeatf00ba7272000000720072007200baba7200babad40

001010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101
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010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010103000£070101020300010701

01010d090101010203000f07010110110405010101010101010101010101010101010101010

1010101010101010101010101010101010101010101010206070101010d0c01020e0101010d

090101010102060701010114150501010101010101010101010101010101010101010101010

1010101010101010101010101010101010101010206070101010d000000090101010d090101

010102060701010114150501010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010101010101010101020300000405020c01080c1416000000000f0701020

300000405141505010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

0101010101010101010101010102060701080901080004050101010d0901010101020607010

818110004050101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

01010101010101010101020607010a0b01010101010101010d0901010101020607010a0b0a0

405010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101



0101010101010102060701080901010101010101010d0901010101020607010809011905010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

010101010300000004050101010101010101010101010102030000000405010101010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101

01010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010d0b0

1010101011415050101010101101100000f070101010d00000c010101010d00000c010101010

101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020309010101

14160c01010101010101010804050101010a040510110c010102040510110c01010101010101

01010101010101010101010101010101010101010101010101010101011011090114160c010

1010101010101010d0405010102030c01010d040502030c01010d0405010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101101118110901010101010

1010101010d0405010114170701011417071417070101141707000000000000000000000000

000000000000000000000000000000000001010101010101011011090101010101010101010

1010d040501010a1213010114160c0a1213010114160c0101010101010101010101010101010

109



101010101010101010101010101010101010101011011181109010101010101010101010d04

0501010a1213010110110c0a1213010110110c01010101010101010101010101010101010101

0101010101010101010101010101010110110b0114160c0101010101010101010d040501010

al213010110110c0a1213010110110c010101010101010101010101010101010101010101010

1010101010101010101010102030b01010114160c01010101010101010d0405010114170701

011417071417070101141707010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010a0b0101010101141505010101010101010d0405010102030c01010a04

0502030c01010a040501010101010101010203000f0701010203000f07010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010110110004050101010a121310110c01010a1

21310110c010101010101010101010206070101010d0c01020e010101010101010101010101

01010101010101010101010101010101010102030405010101010400000c010101010d00000

c01010101010101010101010206070101010d400000009010101010101010101010101010101

010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010

101010101010101010203000004050a0c01080c010101010101010101010101010101010101



010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010
101010101010206070108090108000405010101010101010101010101010101010101010101
010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010
10101020607010a0b0101010101010101010101010101010101010101010101010101010101
010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010
206070108090101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101
010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101020300000
004050101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101
010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010
101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101010101
010101010101010101010101010101010101010c0000004009290022000000000000001e0048
VeC :

a
0000000000040000002701£fff030000000000

Pe = taux de grains attaquées dans le ’essai ;
Pt = taux de graines attaquées dans le témoin.

Si IP < 50%, le traitement est efficace ;
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si IP > 50% le traitement n’est pas efficace ;

si IP = 50%, il ya autant de dégéts dans I’essai que dans le traitement.

- Le taux d’accroissement naturel intrinseéque noté r qui exprime I’évolution du potentiel
reproducteur des insectes au cours du stockage dont la formule est :

r =

m

010009000003040400000000d40200000000d402000026060f009¢05574d4643010000000000

0100d9¢600000000010000007c¢050000000000007c050000010000006c000000000000000000

0000080000001d00000000000000000000003d0100002104000020454d46000001007c05000

00c000000010000000000000000000000000000000005000000040000c40100006901000000

0000000000000000000000e3e306001c830500460000002c00000020000000454d462b014001

001c000000100000000210c0db01000000600000006000000046000000ec010000e001000045

4d462b224004000c000000000000001e4009000c00000000000000244001000c000000000000

0030400200100000000400000000008031214007000c0000000000000008400005380100002¢

0100000210c0db01000000000000000000000000000000000000000100000089504e470d0ala

0a0000000d49484452000000090000001e08020000007120a364000000017352474200aecelc

€9000000097048597300000ec400000ec401952b0e1b000000b349444 154384163 fctfff3f030e



c00411bf3a879191b178£76b5455407d60706536¢c3ec2b300e8486ea6378fdec7a91bcl8aa36a8

dceb0b3b183c0c44blcabd7ad8a7298526c5c080cb32987dd82c¢0319ff6a5711c496a25daf509d

£99191b0dfb1860ccc7fd82411¢931626a80bb80de6e21d70f107dc02431e72a16dfc0031b28879
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avec :
701£tff030000000000

t = durée du stockage ;
Nt = effectif des insectes apres le temps t de stockage ;

Ni = effectif initial des insectes au début du stockage.

2.3. Détermination du taux de germination des graines traitées a I’issue du stockage

A D’issue de la conservation, des graines provenant des récipients plastiques ont été
utilisées pour vérifier leur pouvoir de germination. Ainsi, 35 graines ont été prélevées dans
chaque traitement et disposées sur du papier filtre Whatman imbibé d’eau et tapissé a
I’intérieur de boites de Pétri. Aprés 48 heures, les graines germées ont ét¢ comptées. La
germination est marquée par la poussée de la radicule de la graine. Le taux de germination est

donné par la formule suivante :

Mombre de graines germses

- . * 100
G (%) — Mombre de graines testies

G (%) = taux de germination
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Figure 22: Boites de Pétri contenant des graines en germination

I11. Efficacité de poudres insecticides a base d’O. americanum vis-a- de C. maculatus

Trois (3) supports différents a savoir ’amidon, la gomme arabique et la terre diatomée
ont servi d’adjuvants a la formulation des poudres insecticides a base de 1’huile essentielle
d’O. americanum. Ces poudres ont été testées sur les adultes de C. maculatus. 3 doses ont été
utilisées, 1; 1,5 ; et 2 grammes. Chaque poudre a été mélangée avec 500 grammes de graines
saines dans des bocaux en verre de contenance 1 litre. 10 couples d’adultes de C. maculatus
ont été introduits dans les bocaux qui étaient ensuite hermétiquement refermés. Apres une
exposition de 24 heures, les bocaux sont vidés et tamisés et le nombre d’insectes morts a été
noté. 4 répétitions par poudre ainsi que pour le témoin constitué¢ des poudres seules et aussi

pour le témoin absolu sans huile essentielle et sans poudre ont été réalisées. Le témoin était




constitué de chaque poudre brute sans ajout d’huile essentielle. Le taux de mortalité¢ a été

estimé en utilisant la formule d’ Abbott (1925).

IV. Résultats

4.1. Importance de la quantité de graines traitées sur I’activité biologique des huiles

essentielles

Lorsque les huiles essentielles sont appliquées sur des quantités croissantes de graines,
leur efficacité¢ difféere d’une huile a l'autre (Figure 20). La quantité de graines utilisées
influence ’efficacité de certaines huiles essentielles notamment celles de L. multiflora et de
H. spicigera pour lesquelles aucune mortalité n’est observée a 200g. Quant a O. americanum
et H. suaveolens, la mortalité reste maximale et absolue quelque soit la quantité de graines. L.

multiflora et H. spicigera ont donc une efficacité quantité-dépendante.

O qimericamin W H suaveolens = Lomultiflora ™ H. spicigera
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Figure 22: Importance de la quantité de graines traitées sur I’activité biologique des

huiles essentielles
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4.2. Effet d’applications répétées d’huiles essentielles

Le lot 1 ayant regu une seule application et maintenu hermétiquement pendant 4 mois
a conduit 2 un phénomeéne de floculation des graines dans tous les récipients traités a
I’exception des témoins. Ce lot n’a donc pas été pris en compte dans les résultats. Les indices
de perforation calculés a partir des graines portant seulement 1 trou d’émergence et des
graines portant plus d’un trou sont inférieurs a 50% dans tous les traitements. Les applications
répétées d’huiles essentielles n’influencent donc pas la qualité de la conservation (Tableau

11).

Tableau 14: Variation de I’Indice de Perforation (IP) des graines en fonction du nombre

d’applications des huiles essentielles

Indice de Perforation Indice de Perforation des

Traitement Lots des graines a 1 trou graines a plus d’un trou
(%) (%)

O. americanum Lot2 42.45 32,67
Lot3 29,39 12,71
Lot4 39,99 30,4

L. multiflora Lot2 42,06 33,96
Lot3 40,84 28,46
Lot4 41,66 17,59

H. spicigera Lot2 45,79 43,71
Lot3 40,84 22,55
Lot4 43,61 32,67

Témoin (Actéllic) - 15,15 4,61

Témoin absolu - - -

Le taux intrinséque d’accroissement naturel varie en fonction des huiles essentielles et



pour certaines huiles essentielles, en fonction du nombre d’applications. En effet, tous les lots
traités avec H. spicigera ne différent pas du témoin (test PLSD de Fisher, p<0,05), alors que
le lot 3 de O. americanum qui a regu 3 applications et le lot 2 de L. multiflora avec 2
applications différent significativement du témoin (Tableau 12). Cependant, I’insecticide de
synthése utilisé (actéllic super) réduit considérablement la population de I’insecte. Les lots 4
de tous les traitements qui ont subi 7 applications d’huile essentielle ne différent pas du
témoin, ce qui signifie que le nombre d’applications n’influence pas 1’évolution des effectifs

de C. maculatus.

Tableau 14: Variation du taux intrinséque d’accroissement naturel (r_) en fonction du

nombre d’applications des huiles essentielles

Traitement Lots Effectif initial Effectif final r.,
O Lot2 200 4864,66 +2577,42 0,76 +0,13 a
Lot3 200 3310 + 1521 0,67+0,12b
Lot4 200 6647,66 +£2006,68 0,86+0,07 a
L. multiflora Lot2 200 2970,66 + 892,74 0,66 + 0,07 b
Lot3 200 5132,33 £ 941,01 0,80+ 0,04 a
Lot4 200 3905,66 +£1067,47 0,73 +£0.07 a
H. spicigera Lot2 200 6684 + 1063 0,87 £0,04 a
Lot3 200 6684 + 1063 0,76 £0,07 a
Lot4 200 5014,33 £1118,10 0,80=+0,06 a
Témoin (Actéllic) - 200 94 + 16,08 -0,16 £ 0,04 ¢
Témoin absolu 200 6789 +2614,30 0,86 £0,10 a

Les moyennes situées dans la méme colonne et suivies de lettres identiques ne différent pas

statistiquement de fagon significative (Test PLSD de Fisher p<0.05).
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4.3. Influence de la nature du récipient sur P’efficacité des huiles essentielles

Lorsque les huiles essentielles sont employées dans des structures de stockage de
nature différente (récipients en aluminium et récipients en plastique), on note une différence
dans D’efficacité de la conservation en fonction du récipient (Tableau 13). Les valeurs de
I’indice de perforation les plus faibles sont obtenues dans les récipients en plastique en ce qui
concerne les graines portant 1 trou d’émergence. Ainsi, en condition hermétique, la toxicité

des huiles essentielles vis-a-vis des insectes semble liée a la nature de la structure de stockage.

Tableau 14: Variation de I’Indice de Perforation (IP) en fonction de la nature du

récipient
Indice de Perforation Indice de Perforation des
Traitements Récipients des graines a 1 trou  graines a plus d’un trou
(%) (Y0)
O. americanum Aluminium 51,26 51 ‘
Plastique 32,63 19,95 ‘
L. multiflora Aluminium 39,99 39,67
Plastique 34,64 47,39
H. spicigera Aluminium 38,05 27
Plastique 35,91 37,52
Témoin Aluminium - -
Plastique - -

Le taux d’accroissement des populations qui évoluent dans les récipients en
aluminium est statistiquement plus élevé que celui dans les récipients plastiques. Pour les
témoins il n’y a pas de différence significative (Tableau 14). Lorsqu’on considere tous les
traitements effectués dans les récipients plastiques, on n’observe aucune différence en

fonction des huiles essentielles.



Tableau 14: Variation du taux intrinséque d’accroissement naturel (r_) en fonction de la

nature du récipient

Traitements Récipients Effectif initial Effectif final r,
O. americanum  Aluminium 200 5067 +£1641,39 1,05+0,11 a
Plastique 200 628,33 + 161,42 0,37 £0,08 ¢
L. multiflora Aluminium 200 2237,33 £1375,64 0,72+0,29b
Plastique 200 720,33 £ 105,45 0,42+ 0,05 ¢
H. spicigera Aluminium 200 2342,33 +1595,99 0,74+0,29b
Plastique 200 632 £ 195,82 0,37+ 0,09 ¢
Témoin Aluminium 200 5383,33 £3960,56 1,03 £0,22 ab
Plastique 200 1022,33 +£274,20 0,53 £0,08 cb

Les moyennes situées dans la méme colonne et suivies de lettres identiques ne différent pas

statistiquement (Test PLSD de Fisher p<0.05).

4.4. Taux de germination des graines traitées apres 3 mois de conservation

Le taux de germination des graines traitées par toutes les huiles est identique a celui du

témoin et a celui de I’insecticide de synthese utilisé (test PLSD de Fisher, p<0,05).
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Figure 22: Taux de germination des graines traitées

4.5. Efficacité de poudres insecticides a base d’0. americanum vis-a- de C. maculatus

Deux formulations poudreuses, celles de 1’amidon et de la gomme arabique
provoquent 100% de mortalité a toutes les doses utilisées. La terre de Diatomée entraine 85,
96 et 100% de mortalité respectivement a 1, 1,5 et 2 grammes. Cependant, il n’y a pas de
différence significative entre les 3 formulations insecticides d’une part, d’autre part, entre les
trois formulations et I’huile brute utilisée a la méme dose sur du papier filtre (Figure 22). Par
contre, entre les formulations et leurs témoins, la différence est significative (test PLSD de
Fisher, p<0,05). La mortalité¢ observée dans les poudres seules (t¢émoins) est trés faible et ne

différe pas d’un support a ’autre.
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Figure 22: Efficacité de poudres insecticides a base d’O. americanum vis-a- de C.

maculatus




4.6. Discussion

On peut distinguer deux types d’huiles en fonction de la quantité des graines traitées.
Les huiles dont ’efficacité est quantité-dépendante et celles dont 1’efficacité ne dépend pas de
la quantité de graines. D’aprés Delobel et Malonga (1987), I’efficacité des plantes insecticides
est relative. Elle dépend de la quantit¢ de graines a stocker et de la toxicité réelle de ces
plantes. Ainsi les huiles a efficacité quantité-dépendante pourraient étre considérées comme
comportant des constituants chimiques qui présentent un degré d’absorption par les graines
trés ¢élevé. Cette absorption expose alors les insectes a de faibles quantités de composés actifs
et conséquemment a une mortalité¢ réduite (Sanon et al., 2002). Le mécanisme d’absorption
des composés a été analysé par Huignard et al. (2002) qui ont révélé que les composés
terpéniques pénétrent moins que les composés soufrés et que pour une méme huile essentielle
certains composés pénétrent mieux que d’autres.

Quelque soit le nombre d’applications, toutes le huiles essentielles utilisées assurent
une protection efficace des stocks en 4 mois de conservation (IP<50%). Nous ne disposons
pas d’arguments scientifiques pour expliquer la floculation des graines constatée dans le lot 1
avec toutes les huiles essentielles, mais nous €émettons 1’hypothése que cela soit lié a des
champignons dont I’apparition et le développement sont favorisés a un moment donné par la
présence. En outre dans ces lots nous avons pu observer des champignons mais nous n’avons
pas pu les identifier. L’analyse du taux d’accroissement des bruches révele que le nombre
d’application d’huile n’est pas déterminant dans la fluctuation des effectifs du ravageur.

Des travaux semblables indiquent que la qualit¢é de la conservation est indépendante du

nombre d’application mais dépend du volume d’huile utilisée (Ketoh, 1998).

Contrairement a notre cas ou 1’évolution des effectifs en 4 mois ne différe pas
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significativement avec le témoin avec Hyptis. spicigera et dans certains lots, I’étude de Ketoh
(1998) révele une réduction sensible des effectifs. 11 faut noter que dans ce le vidage des
structures se faisait périodiquement jusqu’a la fin du stockage.
Méme si les indices de perforation obtenus en application répétées d’huiles essentielles sont
intéressants, il faut cependant reconnaitre que la croissance et le développement des
populations ne donne pas une garantie de protection des stocks. Pour résoudre ce probléeme,
les applications doivent étre synchronisées avec 1’apparition des stades externes qui sont plus
sensibles ou envisager une application sur tous les stades de développement au cours de la
premicre génération. Ceci donnerait des résultats satisfaisants car comme nous I’avons
souligné dans le chapitre 3 sur la sélection des souches, lorsque tous les stades de
développement sont traités aux huiles essentielles, il n’y a pas d’émergence.
La qualit¢ de la conservation dépend de la structure considérée. Dans nos conditions
expérimentales, les seaux plastiques sont les meilleures structures pour la conservation
longue durée des graines de niébé. Une étude similaire conduite au Togo sur une structure en
verre (étanche) et sur un grenier en argile cuite (moins étanche) a révélé que le verre convient
le mieux a I’application des huiles essentielles en conservation longue durée (Ketoh, 1998).
Dans notre cas toutes les deux structures sont étanches mais leur efficacité est variable.
L’inadaptation de I’aluminium en conservation pourrait s’expliquer par des interactions
chimiques entre la matiére c'est-a-dire I’aluminium qui est un corps chimique oxydable et les
composés chimiques des huiles essentielles. Ces interactions s’elles existent sont susceptibles
de dénaturer la chimie des huiles essentielles et les rendre moins efficaces. Pour éviter ces
interactions, la conservation des huiles essentielles doit se faire dans des structures
appropriées (Lobstein et al., 1983).

Des tests plus spécifiques sont nécessaires afin de comprendre, le comportement des

composés chimiques des huiles essentielles en rapport avec la nature de la maticre.



Le stockage longue durée a base d’huiles essentielles devrait donc prendre en compte la
nature de la structure de conservation.

La conservation des graines de ni¢bé a base d’huiles essentielles sur une période de 3 mois
n’altére pas le pouvoir germinatif des graines. Ce résultat est en conformité avec ceux d’autres
auteurs obtenus avec des huiles essentielles ou avec des broyats de plantes aromatiques
(Ketoh, 1998 ; Dabiré et al., 2008).

Les formulations poudreuses a base d’Ocimum americanum ont présenté une efficacité
dans le contrdle de Callosobruchus maculatus. L’efficacité de la poudre ne dépend pas du
support utilisée. La toxicité¢ de poudres insecticides a base de kaolin et des huiles d’Ocimum
americanum et d’Ocimum basilicum et de Hyptis spicigera a été rapportée sur le méme
ravageur. Ces auteurs ont aussi prouvé que ces poudres empéchent la ponte des femelles
(Kéita et al., 2000). L’efficacité des poudres insecticides pourrait s’expliquer par le contact
avec le ravageur étant donné que les huiles essentielles agissent aussi par contact (Gakuru et

Foua-bi, 1995 ; 1996).

4.7. Conclusion partielle

Au terme de cette étude, il ressort que les huiles essentielles utilisées en fumigation
sont susceptibles de controler les populations de C. maculatus en stockage expérimental. Des
structures hermétiques de grande taille pouvant contenir de grande quantité existent en milieu
paysan pour le stockage du niébé. Leur utilisation dans la conservation est donc possible avec
les huiles essentielles mais le choix de I’huile doit prendre en compte la variation de son
efficacité avec I’importance du stock.

Les huiles dont I’efficacité est indépendante de la taille du stock devraient étre

préconisées. Quant aux huiles dont I’efficacité est quantité-dépendante le choix de la dose
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devrait se faire en tenant compte de la quantité de graines a traitées.

La toxicité des formulations poudreuses obtenues a partir de 1’huile essentielle qui a été
démontrée est d’un grand apport dans la lutte contre Callosobruchus maculatus. En effet, ces
poudres insecticides sont plus stables que les huiles essentielles brutes et favorisent le mode
d’action par contact. Ainsi, la présence de ces poudres dans les stocks permettrait la gestion
aussi bien des formes présentes au moment du traitement et éventuellement des individus qui
y émergeront plus tard. De plus, ces formulations sont plus appropriées au traitement des
stocks car elles ne nécessitent ni de dosage, ni de matériel spécifiques comme les huiles
brutes. La détermination de la persistance de ces poudres permettrait d’optimiser leur action.
L’étanchéité du systeéme de stockage n’est pas une condition suffisante a 1’application des
huiles essentielles. C’est en cela que I’identification du type de structure propice a I’emploi
des huiles essentielles est un renseignement important et exploitable en conservation longue
durée. Ainsi, avec les flts plastiques déja connue en milieu paysan, leur utilisation combinée

avec les huiles essentielles serait facile et donnerait des résultats encore plus satisfaisants.

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES



Les dégats causés par les insectes sur les récoltes et les cultures sont immenses et
compromettent sérieusement la disponibilit¢ alimentaire. Le contexte mondial actuel
caractérisé par une tendance universelle de promotion du développement durable, impose aux
chercheurs ainsi qu’aux décideurs, des choix de stratégies a méme de garantir la sécurité
alimentaire. Pour leur part, les chercheurs explorent depuis plus de deux décennies de
nouvelles alternatives de lutte contre les ravageurs des denrées stockées. Parmi ces
alternatives, I’emploi des biopesticides d’origine végétale répond a cet impératif. Ce sont des
substances naturelles écologiquement saines et économiquement accessibles avec une
efficacité prouvée sur de nombreux ravageurs. Les expérimentations conduites dans cette
¢tude avec les huiles essentielles suggerent la possibilité de leur utilisation en protection des
stocks de niébé. Leur toxicité aigue sur les formes externes du ravageur permet de réduire en
début de stockage 1’intensité de I’infestation. En outre, la grande sensibilité des insectes vis-
a-vis de ces substances est un facteur déterminant dans leur application. De faibles doses
entrainent de trés bons résultats a I’inverse des pesticides de synthése, utilisés en grande
quantit¢ et qui sont a Il’origine de nombreux effets indésirables connus. Aussi, les
biopesticides offrent une économie d’énergie un atout écologique liés a la récolte des plantes
aromatiques ainsi qu’une disponibilité plus grande due a I’existence de nombreuses especes
de plantes aromatiques tropicales. Pour plus d’efficacité, il est souhaitable d’établir une
synchronisation entre le traitement et le stade cible sensible.

La pression exercée par les huiles essentielles sur des populations d’insectes n’a pas
permis a long terme de déceler une résistance quelconque mais de 1égeres variations au niveau
de certains parametres démographiques avec quelques huiles essentielles. Ce résultat qui
semble annoncer le point de départ d’un processus de résistance mérite d’étre approfondi.

La dénaturation des huiles essentielles par la chaleur est un résultat nouveau rarement

démontré et requiert une attention particuliére dans I’emploi de ces produits végétaux surtout
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en zone tropicale caractérisée par de forte température a certains moments de 1’année. Par
ailleurs, la persistance relativement faible des huiles essentielles a I’intérieur de structure
hermétique milite en faveur de leur utilisation et de leur vulgarisation dans la protection des
stocks. En effet de tels produits, moins persistants et biodégradables polluent peu
I’environnement et contaminent moins les chaines trophiques a la différence des pesticides de
syntheses treés persistants.

Cependant I’hyperensibilit¢ des auxiliaires de lutte notamment les parasitoides se
présente comme un frein a ’emploi des huiles essentielles car incompatible avec la lutte
biologique. Heureusement, le scenario qui consiste a alterner 1’introduction de parasitoides et
I’application d’huiles essentielles et vice versa révele une possibilité de combinaison des deux
méthodes (Ketoh, 2005).

Enfin pour une conservation longue durée des stocks de niébé avec les huiles
essentielles, un certain nombre de conditions sont requises. D’abord il faut une adéquation
entre la quantité de graines a stockées et la dose a appliquer. Certaines huiles sont quantité-
dépendantes et le volume du stock influence leur efficacité. Etant donné que le caractére
répulsif des huiles dépend de leur concentration dans le milieu, une présence quasi
permanente ou a la limite lors des émergences d’adultes est nécessaire pour réduire les dégats.
Un accent particulier doit étre accordé au choix de la structure de stockage. Elle doit étre
¢tanche, chimiquement compatible avec les substances actives des huiles essentielles.

Sans nul doute, I’utilisation des huiles essentielles comme biopesticides dans la lutte
phytosanitaire représente une stratégie particulierement adaptée aux préoccupations actuelles
de I’humanité. La plupart des plantes aromatiques poussent de facon spontanée dans diverses
zones agro écologiques et peuvent étre domestiquées ce qui justifie leur disponibilité.

Cette étude n’a pas permis de cerner toutes les conditions d’une utilisation optimale et

sécurisée des huiles essentielles. Ainsi, a I’avenir nous ambitionnons investiguer sur :



La persistance des formulations poudreuses insecticides testées afin de mettre a
disposition du monde paysan des insecticides plus stables et faciles d’utilisation plus
persistants et applicables a I’intérieur de systémes de stockage plus variés ;
L’expérimentation en milieu réel de stockage avec des stocks de grand volume
combinant I’introduction de parasitoides et 1’application d’huiles essentielles pour
permettre de poser véritablement les bases d’une gestion intégrée des ravageurs du
niébé. On pourrait cibler les flits plastiques utilisés par les paysans et définir un
scenario d’application des huiles en tenant compte de la persistance des effets de leurs
résidus dans les fiits. Ce systeme de lutte intégrée permettrait une gestion efficace de
tous les stades de développement du ravageur. Les parasitoides s’attaqueront aux
larves et aux nymphes et les huiles agiront sur les adultes et les ceufs.

L’identification de synergistes qui permettront de potentialiser 1’activité biologique
des huiles essentielles et de retarder le cas échéant I’apparition de la résistance. En
effet, parmi les composés qui constituent les huiles essentielles, il n’est pas exclut que
certains d’entre eux, présent en faible quantité agissent comme des synergistes,
particuliecrement en empéchant I’activité des enzymes de détoxication des insectes
(Regnault-Roger et al., 2002). C’est le cas du PBO (pipéronylbutoxyde), synergiste
utilisé avec beaucoup d’insecticides et qui agit sur le systtme PSMO (polysubstrat
monoygénase) et renforce ainsi 1’efficacité des insecticides qu’il accompagne.
L’isolement des composés des huiles essentielles se fait par fractionnement par
chromatographie sur colonne et la séparation est guidée par chromatographie sur couche
mince et par chromatographie en phase gazeuse.

La réalisation de tests de qualité des graines conservées avec les huiles essentielles en
vu d’établir leur innocuité ou leur toxicité vis-a-vis des mammiféres. Il s’agira ici de

faire des tests de résidus pesticides en utilisant la technique de la chromatographie
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pour déceler des substances chimiques étrangéres qui apparaitront dans les graines

traitées et conservées pendant longtemps.
* La poursuite des recherches sur les effets a long terme sur les insectes soumis aux

huiles essentielles afin de comprendre et éventuellement maitriser les mécanismes mis

en jeu par les insectes pour résister a ces traitements.
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