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« La nature ne falt pas de sawts »

Natura non facit saltus

G.W. Leipniz
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INTRODUCTION

Le niébé, Vigna unguiculata (L.) Walpers, est la légumineuse vivriere la plus
cultivée dans beaucoup de pays d’Afrique et dans certains pays en voie de
développement (BORGET, 1989; SINGH et al., 2000). Sur le plan alimentaire, cette
plante représente une importante source de protéines et d'énergie tant pour les hommes
que pour les animaux. Le niébé constitue surement la source principale de protéines
accessibles pour les populations des régions pauvres d’Afrique ou les protéines
d'origine animale sont rarement consommeées. Ainsi, le niébé est devenu le substitut
fortuné susceptible de combler ce manque protéique. D’ailleurs, durant ces derniéres
années, la FAO n’a pas cessé de vanter cette légumineuse lors des rencontres
internationales sur I’alimentation dans le monde pour ses qualités nutritionnelles
(FAO, 2008). En effet, cet aliment trés riche en nutriments, avec une teneur en
protéines allant jusqu’a 25% et en glucides de 60 a 65%, représente 1’une des
meilleures et des moins onéreuses solutions qui peut contribuer de manicre

significative a la sécurité alimentaire mondiale.

Les ¢léments fondamentaux de la sécurité alimentaire sont I’augmentation des
rendements et la diminution des pertes de récolte ainsi que la recherche de produits
agricoles a valeur nutritive consistante et rassurante (STAMOULIS et ZEZZA, 2003;
FAO, FIDA et PAM, 2015). Malheureusement, les légumineuses subissent maintes

attaques de multiples ravageurs et de nombreuses maladies aussi bien en culture que
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dans les entrepdts de stockage des grains. C’est le cas du niébé qui est envahi par des
insectes nuisibles pouvant porter préjudice a sa culture et a la qualité nutritive de ses
graines. Le plus redoutable de ces bioagresseurs est sans aucun doute Callosobruchus
maculatus F. (Coleoptera : Bruchidae), la bruche du niébé, pouvant détruire la totalité
des récoltes en moins de huit mois de stockage (LIENARD et SECK, 1994).

En effet, I’infestation commence dans les champs au niveau des gousses mires ou
les adultes déposent leurs ceufs puis la multiplication des populations s'accéleére dans
les entrepodts et accentue les dommages infligés a cette culture. Aprés éclosion, la larve
poursuit son développement a l’intérieur de la graine en dévorant les cotylédons,
provoquant ainsi d’énormes dégats (SINGH et ALLEN, 1979). Ce ravageur
occasionne des pertes trés significatives sur la Iégumineuse par une réduction directe
du poids sec, mais €galement une diminution de la viabilité des semences et de la
valeur marchande des graines, suite au développement de moisissures qui les rendent
impropres a la consommation humaine (BISCHOFF, 1992 in KELLOUCHE, 2005).

C. maculatus, comme certains autres ravageurs, constituent donc un frein majeur a
la consommation et au développement de la production du niébé. Afin de protéger et
de conserver correctement les récoltes du niébé, la méthode de lutte la plus efficace,
trés souvent utilisée contre les insectes ravageurs des grains stockés, utilise les
insecticides de syntheése. Trés rapidement, 1’intronisation de ces intrants chimiques
avait vite séduit et conditionné les fermiers contraints d’abandonner les autres moyens
de lutte, jugés moins actifs (LIENARD et SECK, 1994; GUEYE et al., 2011). Mais
avec le temps, et malgré toutes les prouesses réalisées ici et 1a par ces pesticides, les
agriculteurs finiront par se rendre a I’évidence que ces produits peuvent induire une
intoxication chronique des consommateurs, une résistance chez les ravageurs et avoir
un impact négatif sur I’environnement (VAN DER WERF, 1996 et JUC, 2008). La
question de [I’utilisation des insecticides est devenue aujourd’hui une grave

préoccupation pour les pouvoirs publics.

Pour tenter de répondre a ces interrogations, certaines méthodes de lutte plus
respectueuses de I’environnement et plus rassurantes sur la santé, telles que: la lutte
biologique, la phytothérapie, la méthode traditionnelle et autres ont été revisitées.
L’urgence actuelle est de trouver une alternative a [’usage des pesticides
conventionnels, en particulier dans les locaux de stockage des denrées alimentaires.
C’est dans ce contexte que de nombreux chercheurs testent les possibilités d’utilisation

de substances naturelles considérées comme efficaces, moins toxiques et moins
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polluantes que les insecticides de synthése (REGNAULT-ROGER et al., 2002;
DOUMMA et al., 2011). L’usage de substances naturelles en tant que biopesticides,
comme les huiles végétales, a d'ailleurs fait 1’objet de nombreuses investigations en
vue d'explorer et d’apprécier leur activité biologique a I’encontre des principaux
insectes ravageurs des graines stockées (AHMED et al., 1999; KELLOUCHE et al.,
2004; BAMAIYI et al., 2006; KELLOUCHE et al., 2010; ABDOUL HABOU et
al., 2014).

Pour I’huile d’olive, plutdt connue pour €tre un élément clé du régime alimentaire
méditerranéen, plusieurs vertus lui sont attribuées, elles sont de nature médicale,
esthétique, phytothérapique, etc... Dans le registre de la protection des graines
stockées, en Algérie et dans tout le bassin méditerranéen, 1’utilisation de cette huile
remonte a I’antiquité. Bien qu’un certain nombre de travaux aient pu montrer quelques
effets phytoprotecteurs de cette huile végétale, ses principes actifs doivent étre extraits
et faire objet d’investigations plus approfondies (KELLOUCHE et¢ al, 2004;
ABDULLAHI et al, 2011; NANA et al, 2014; WAHEDI et al, 2015). Des
propriétés physiques de I’huile d’olive peuvent résulter plusieurs types de toxicité: une
toxicité par inhalation due a la volatilité de certains de ses composés, une toxicité de
contact due au film déposé sur la cuticule de I’insecte qui finit par I’asphyxier et une
pénétration en profondeur issue de son caractére amphibolique. Les constituants de
I’huile d’olive concourent également a son effet insecticide. La toxicité des acides gras
s’exerce par la rupture des membranes cellulaires de la cuticule de D’insecte
(WEINZEIRL, 1998).

Cette investigation a pour objectif de confirmer les vertus phytoprotectrices de
I’huile d’olive locale a I’égard de C. maculatus, qui lui sont d’ailleurs attribuées depuis
fort longtemps. Ensuite, il faut identifier les acides gras les plus actifs de cette
substance naturelle et les isoler pour évaluer leurs propriétés insecticides. L’activité
bioinsecticide de chaque constituant, sur certains paramétres biologiques de la bruche,
sera €évaluée et fournira des informations sur ses capacités phytosanitaires. Une fois les
valeurs insecticides établies et appréciées sur un traitement donné (soit 1’huile d’olive,
soit I’un ou plusieurs de ses constituants), il est indispensable de mesurer I’impact des
traitements sur la faculté germinative et la valeur nutritive de la graine. Et comme les
graines sont aussi appelées a étre conservées et protégées pour des périodes plus ou
moins longues, des essais sur la rémanence de chacun des composés actifs doivent étre
réalisés pour apporter des indications sur la fréquence des traitements a entreprendre.

L’ensemble des informations récoltées seraient nécessaires pour une sélection des
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produits phytosanitaires les plus adéquats pour la protection des graines et qui
pourraient étre proposés comme substituts, au moins partiellement, a 1’usage des

pesticides contre les principaux insectes ravageurs dans les entrepdts de stockage.
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CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1- LA PLANTE HOTE : LE NIEBE
1.1.1 Origine et répartition géographique

Le niébé, Vigna unguiculata (L.) Walp., est la plus importante légumineuse a
graines cultivées dans les zones de la savane tropicale. Il est originaire d’Afrique, ou
I’on trouve une grande diversité génétique chez le type sauvage sur tout le continent,
I’ Afrique australe étant la plus riche. II a été introduit a Madagascar et sur d’autres iles
de I’océan Indien. Mais c’est en Afrique de 1’ouest que 1’on trouve la plus grande
diversité génétique du niébé cultivé dans les savanes du Burkina-Faso, du Ghana, du
Togo, du Bénin, du Niger, du Nigéria et du Cameroun (MADAMBA et al., 2006).

Le niébé ft probablement introduit en Europe vers 300 avant J.C et en Inde vers
200 avant J.C. Probablement conduit en Amérique tropicale au XVII*™ siécle par les
espagnols, le niébé est également cultivé aux Etats Unis, aux Caraibes et au Brésil
(MADAMBA et al., 20006). V. unguiculata est appelé communément niébé en Afrique,
cowpea en Amérique, dolique en Europe et en Algérie, haricot Kabyle au Nord,
Tadelaght au Sud Ouest, Metlili et Tidellaghine a Ouargla. BARNARD (1969; in

SKERMAN, 1982) a subdivisé¢ I’espece V. unguiculata en 3 principaux groupes:

= Variété sinensis, niébé commun, cultivé, de longueur moyenne, a gousses
pendantes et graines de taille moyenne, arrondies et réniformes.
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= Variété sesquipedalis, haricot kilométre, a gousses pendantes de Im de long et a
graines allongées réniformes.

= Variété cylindrica ou catjang qui a de courtes gousses érigées et de petites
graines oblongues ou cylindriques.

1.1.2 Systématique

Selon CRONQUIST (1981), V. unguiculata appartient a la systématique suivante:

v" Régne Plantae
v" Sous régne Tracheobionta
v Division Magnoliophyta
v" Classe Magnoliopsida

v Sous classe Rosidae

v" Ordre Rosales

v" Famille Fabaceae

v Genre Vigna

v" Espéce Vigna unguiculata (L.)
Walp., 1843.

1.1.3 Botanique et écologie du niébé

Le niéb¢ est une plante herbacée, annuelle et autogame a plus de 98% (FERY,
1985; ADAM, 1986). Il présente de grandes variabilités morphologiques en relation
avec le nombre important de ses variétés (PASQUET et FOTSO, 1994; BAUDOIN,
2001; KOUAKOU et al., 2007; DOUMMA et al., 2011). Le niébé est une espeéce
diploide, avec 2n = 22 chromosomes de petite taille, comme chez la plupart des
especes de Phaseolinae (MARECHAL et al., 1978).

Le port végétal peut étre semi dressé, rampant ou grimpant. Les tiges de section
circulaire sont gréles, parfois cannelées et glabres. Les feuilles alternes trifoliolées sont
lisses, peu brillantes a brillantes avec des stipules ovales éperonnées a la base. Les
folioles ovales ou rhomboides a lancéolées, sont généralement entieres, parfois lobées.
La racine est en général bien développée et les racines secondaires portent des
nodosités renfermant des bactéries fixatrices d’azote atmosphérique (Photo 1.1). Les
fleurs du niébé sont hermaphrodites et de couleur variable, blanc, jaune, bleu pale ou
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violacée. Les cultivars ont des pédoncules moyens (20 cm) ou tres longs (50 cm) sur
lesquels de nombreux racémes prennent naissance. La présence d’un long axe floral
est ’'un des caractéres les plus distinctifs du niébé par rapport a d’autres especes. Cette
caractéristique facilite aussi bien la récolte mécanique que manuelle. Les gousses,
lisses, indéhiscentes, longues de 15 a 20 cm, plus ou moins cylindriques et quelques
fois incurvées, sont dressées par paires formant un V. A I’état sec, elles sont jaunes-
blanchatres, mais d’autres variétés peuvent présenter une coloration brune ou pourpre
(Photo 1.2). Les graines, au nombre de 8 a 20 par gousse et de forme ellipsoide, sont
plus ou moins arrondies. Les couleurs variétales oscillent du blanc, marron, rougeatre

ou presque noir au grivelé ou bariolé irrégulicrement tacheté. Certaines variétés ont
spécifiquement une tache noir sur le hile. La germination du niébé est épigée. Les
cotylédons sont oblongs et épais. Les deux premicres feuilles simples et opposées, les
suivantes sont alternes et trifoliolées. La germination prend 3 a 5 jours a des
températures supérieures a 22 °C, la température optimale est de 35 °C (MADAMBA
et al., 2006).

Photo 1.1 : Plantes de V. unguiculata (ANONYME 1, 2011)
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Photo 1.2 : Gousses de V. unguiculata (ANONYME 1, 2011)

Le niébé est une plante thermophile puisqu’il se développe dans les conditions de
chaleur et de luminosité intense. Les températures optimales de son développement se
situent entre 25 et 28°C durant tout le cycle et une pluviométrie allant de 750 mm a
1000 mm. Le niébé est tolérant a la sécheresse et a la salinité du sol. Il peut se
développer sous des conditions environnementales variées, méme sur des sols pauvres
en azote. Par contre cette culture ne supporte pas le gel et des températures supérieures
a 35 °C provoquent la chute des fleurs et des gousses. Il peut étre cultivé soit seul, soit
en association avec d’autres cultures. Il s’adapte bien aux zones tropicales séches a
faible pluviométrie (300 a 600 mm), et n’est pas exigent en sol, mais croit assez
convenablement sur des sols sablo-limoneux bien drainés (SKERMAN, 1982).

1.1.4 Valeurs alimentaires et intéréts agronomiques

Le niébé est une importante denrée de base pour les populations vivant dans les
pays en développement. Les multiples usages de la plante, mis au point par les
populations et diverses recettes variant d’un pays a l’autre, en témoignent
(MADAMBA et al., 2006).
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Sur le plan nutritionnel, ses graines sont
riches en glucides (56,8 % du poids sec) et
surtout en protéines (20 a 25 % du poids sec)
(Photo 1.3). Elles présentent une valeur
alimentaire supérieure a celle de la plupart
des céréales (mil, riz, sorgho, mais). Leur
teneur globale en protéines est deux a trois
fois supérieure a celle des céréales. Elles
renferment non seulement les acides aminés

indispensables a 1’alimentation humaine
mais ¢également la lysine dont les céréales

Photo 1.3
Graines de V. unguiculata (Originale)

sont pauvres. Elles sont, cependant,
déficientes en certains acides aminés soufrés
(Cystéine et méthionine). Les feuilles sont
¢galement une importante source de
vitamine A et C et de sels minéraux
(OUEDRAOGO, 1978).

Du point de vue agronomique, le niébé est une plante a cycle court (2 & 4 mois) et a
exigences agro-culturales réduites. Contrairement aux céréales, la culture du niébé est
une culture biodynamique, il contribue a enrichir le sol en matiére organique et en
azote d’une quantité allant de 50 a 230 kg par hectare grace aux résidus laissés sur les
parcelles apres la récolte des gousses (STANTON, 1970). Cette Iégumineuse joue par
conséquent un role primordial dans les rotations et associations des cultures. Son
systeme radiculaire est également trés profond assurant une bonne fixation et une
bonne conservation des sols (PASQUET et BAUDOIN, 1997).

Apres la récolte des gousses, les feuilles et les tiges, enroulées en bottes puis
séchées, donnent la paille qui constitue un excellent fourrage pour le bétail pendant la
saison seche ou les paturages sont rares (KEITA, 2000).

1.1.5 Entomo-faune nuisible du niébé

De nombreuses espéces de ravageurs d’importance variable attaquent le niébé
durant sa croissance, son développement et au cours du stockage (Tableau 1.1) parmi
lesquels on note particuliérement:

» Aphis craccivora Koch: Puceron susceptible de transmettre des maladies virales
(rosette).

» Megalurothrips sjostedti et Sericothrips occidentalis: Deux especes de thrips les
plus nuisibles au niébé.
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» Maruca testulatis : Foreuse des gousses de niébé, c’est une pyrale inféodée aux

légumineuses.

= Amsacta moloneyi DRC : Chenille poilue du niébé, ravageur des feuilles et des

jeunes plantules.

» Callosobruchus maculatus : Bruche ravageur des stocks.

Tableau 1.1 : Entomo-faune nuisible a la culture du niébé

Nom scientifique et systématique

Partie attaquée de la plante

Thysanoptera
Thripidae
Megalurothrips sjostedti (Tryb.)
Hemiptera
Coreidae
Clavigralla shadabi (Dolling)
Clavigralla tomentosicollis (Sfal.)
Homoptera
Aphididae
Aphis craccivora (Koch)
Cicadellidae
Empoasca dolichi (Paoli)
Coleoptera
Bruchidae
Callosobruchus maculatus (F.)
Callosobruchus chinensis (L.)
Chrysomelidae
Cerotoma ruficornis (Oliv.)
Madurasia obscurella (Jacoby)
Curculionidae
Chalcodermus bimaculatus (Fielder)
Piezotrachelus varius (Wagner)
Meloidae
Mylabris spp.
Lepidoptera
Arctiidae
Amsacta sp
Pyralidae
Elasmopalpus lignosellus (Zeller)
Maruca tesfulatis (Geyer)
Diptera
Agromyzidae
Ophiomyia phaseoli (Tryon)

Fleurs

Gousses vertes et graines

Gousses vertes et graines

Feuilles, fleurs, gousses vertes et graines
Feuilles

Grains secs

Grains secs

Feuilles, fleurs, gousses vertes et grains
Feuilles

Gousses vertes et graines
Gousses vertes et graines

Fleurs
Feuilles, plante entiére
Tige et pédoncules

Fleurs, gousses vertes et graines

Tige et pédoncules

(NDIAYE, 1986; POLLET, 1995; YEHOUENOU, 1998; NYABYENDA, 2005; DUGJE et al.,

2009; KADRI et al., 2013).
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1.2- PRESENTATION DE L’INSECTE
1.2.1 Les coléoptéres Bruchidae

L’ordre des Coléopteres constitue le plus grand groupe dans le régne animal. Il
compte environ 200 familles qui sont groupées en 3 sous ordres, les Archostemates,
les Adéphages et les Polyphages. C’est dans ce dernier sous ordre que se rencontrent
les Bruchidae. Cette famille posséde environ 1200 représentants connus et répartis
dans toutes les régions du globe mais surtout abondants dans les zones tropicales
(BALACHOWSKY, 1962; KINGSOLVER, 2004).

Les Bruchidae constituent un groupe homogene d’insectes cléthrophages dont le
développement se déroule en général a I’intérieur d’une méme graine (DELOBEL et
TRAN, 1993). IIs sont pour la plupart des petits coléoptéres de couleur terne (a
dominante brunatre) caractérisés par une forme courte, ramassée globuleuse ou
subparallélépipedique dont la taille oscille de 3,5 a Smm. La téte est prolongée en
avant en un museau ¢largi et muni de deux gros yeux réniformes (MALLAMAIRE,
1962). Les antennes non filiformes sont insérées prés des yeux. Les pieces buccales
sont de type broyeur avec des mandibules trés développées. Les élytres recouverts
d’une pilosité trés fine recouvrent tous les tergites abdominaux a I’exception du
dernier, le pygidium. Les ailes sont fonctionnelles chez presque toutes les especes. Les
pattes postérieures sont toujours plus développées que les deux autres paires avec des
fémurs fréquemment dilatés ou renflés en massue (BALACHOWSKY, 1962).

Les plantes hotes privilégiées des Bruchidae sont souvent les Iégumineuses comme
le haricot et le pois-chiche. Ils peuvent s’attaquer a d’autres plantes sur lesquelles ils
ne causent que de trés faibles dégats. DELOBEL et TRAN (1993) ont scindé les
bruches en deux groupes:

= Le premier groupe comporte les espéces qui pondent dans les champs et
développent une seule génération par année (especes univoltines): c’est le cas de
la bruche de la féve (Bruchus rufimanus) et la bruche de la lentille (Bruchus
lentis).

= Le second groupe renferme les bruches qui vivent dans les stocks et possédant
plusieurs générations annuelles (especes polyvoltines): c’est le cas de la bruche
du niébé (C. maculatus) et Caryedon serratus (bruche de 1’arachide).

Dans le présent travail de these, il s’agit de C. maculatus ou la bruche du niébé qui
cause des dégats aussi bien sur la culture en fin de cycle (gousses miires) que pendant
le stockage.
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1.2.2 La Bruche du niébé (C. maculatus)
a) Position systématique et synonymie

C. maculatus est une espece cosmopolite, originaire du continent Africain
(SOUTHGATE, 1964 in DELACRUZ PEREZ et al., 2013). C’est en 1775 que
Fabricius a décrit pour la premicre fois la bruche du niébé sous le nom de Bruchus
maculatus. Elle fat également inventoriée sous plusieurs noms: Bruchus
quadrimaculatus (Fabricius, 1792), Callosobruchus ornatus (Boheman, 1829),
Pachymerus quadrimaculatus (Fabricius, 1905), mais le nom scientifique préféré
demeure C. maculatus. Cette derniere est communément appelée bruche a 4 taches ou
bruche maculée. Les anglo-saxons 1’appellent cowpea weevil. Actuellement, la
classification phylogénétique a tendance a classer les bruches dans la famille des
Chrysomelidae (KERGOAT et al., 2007). La position systématique de C. maculatus
est la suivante:

v" Regne : Animalia

v" Phylum : Arthropoda

v" Sous phylum : Hexapoda
v Classe: Insecta

v" Ordre: Coleoptera

v" Famille: Chrysomelidae
v" Sous famille: Bruchinae
v Genre: Callosobruchus

v' Espéce: Callosobruchus
maculatus (Fabricius, 1775)

b) Description et développement de C. maculatus

- L’ceuf: Possede une forme ovoide et présente deux extrémités: une extrémité
subconique correspondant au pdle antérieur et 1’autre extrémité est arrondie
correspondant au pole postérieur. C’est la ou se trouve un tunnel, la voie par laquelle
se font les échanges gazeux entre Dl’intérieur de 1’ceuf et le milieu extérieur
(CREDLAND, 1992). Il mesure 0,4 a 0,7 mm de long sur 0,3 a 0,4 mm de large. De
couleur blanc translucide apres la ponte, il devient blanc laiteux aprés éclosion (Photo
1.4). 11 adhere a la surface des gousses et des graines par un liquide adhésif qui se
solidifie a Dair apres la ponte et qui le retient méme apres éclosion
(BALACHOWSKY, 1962). L’incubation de I’ccuf dure environ une semaine
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aboutissant a la formation de la larve néonate dans les conditions de 30 = 1°C et 70 =+
5% d’humidité relative (KELLOUCHE, 2005). La dimension des ceufs pondus par C.
maculatus varie selon le substrat et influence la survie de la descendance. Les
descendants issus de gros ceufs éclosent rapidement et en plus grand nombre, ils ont un
taux de survie larvaire €levé, les larves se transforment plus rapidement en nymphe,
produisent des adultes grands et plus tolérants a la pénurie alimentaire et a la
dessiccation. La femelle de C. maculatus peut anticiper la compétition larvaire future,
due aux conditions de croissance, en produisant de gros ceufs pour améliorer les
chances de survie de la descendance. Lors de la ponte, une phéromone de marquage
est déposée en méme temps que 1’ceuf, elle permet a la femelle d’éviter les graines
fortement infestées dans le but de réduire la compétition larvaire (DELOBEL et
TRAN, 1993).

Photo 1.4: Les ceufs de C. maculatus pondus sur la graine de niébé (Photo originale) (Grx10)
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- Les stades larvaires: C. maculatus présente 4 stades larvaires et un stade
nymphal:

» Larve du 1% stade, larve néonate (L1): c’est une larve de type chrysomélien au
corps blanchatre. Elle présente une plaque prothoracique et 3 paires de pattes
fines non fonctionnelles. Elle apparait constamment a 1’endroit de dépot de 1’ceuf
a D’intérieur méme de celui-ci (Photo 1.5). 24 a 48 heures aprés éclosion, elle
pénetre dans la graine ou elle se développe dans I’épaisseur du cotylédon.

Photo 1.5 : Larve L1 de C. maculatus sous le chorion de I’ceuf (Photo originale) (Grx20)

» Larve du 2™ stade (L2): c’est une larve de type rhynchophorien & corps
blanchatre. La téte est marron-jaunatre portant une paire d’antennes a 3 articles.
Elle est dépourvue de plaque prothoracique et de pattes (Photo 1.6). Elle grandit
et ¢largit la galerie en une logette ou se déroulera la prochaine mue.
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Photo 1.6 : Larve L2 de C. maculatus (Photo originale) (Grx80)

= Larve du 3°™ stade (L3): elle est apode comme la L2 (Photo 1.7). Elle continue
a agrandir la galerie en une 2°™ logette ou elle grossit énormément et mue.

Photo 1.7 : Larve L3 de C. maculatus (Photo originale) (Grx80)
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= Larve du 4°™ stade (L4): elle ne différe de la L2 et de la L3 que par la taille
(Photo 1.8). Elle poursuit son accroissement, grossit en creusant une 3°™ logette
ou aura lieu la nymphose.

Photo 1.8 : Larve L4 de C. maculatus (Photo originale) (Grx10)

- La nymphe: elle est au départ blanchatre et portant encore sur sa face ventrale
I’exuvie de la larve du 4™ stade. Par la suite, ses organes se sclérifient
progressivement pour donner 1’imago (Photo 1.9). La nymphose a lieu dans la logette
construite par la L4 (la 3°™ logette). Avant d’émerger, I’imago reste dans cette logette
24 3 48 heures.
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Photo 1.9: Nymphes de C. maculatus (Photo originale) (Grx20)

Dans le Tableau 1.2 sont représentées les différentes mensurations et la durée des
différents états et stades larvaires.

Tableau 1.2
Mensuration et durée des différents états et stades larvaires de C. maculatus
(KELLOUCHE, 2005).
Etats et stades larvaires Longueur (mm) Largeur (mm) Durée
moyenne

(jours)
Embryogénese = = 7+1
Larve du 1* stade 0,54+0.08 0,32 £ 0,05 2+1
Larve du 2°™ stade 0,68 + 0,04 0,39 + 0,03 2+1
Larve du 3°™ stade 1,12 + 0,49 0,68 +0,17 6+ 1
Larve du 4°™ stade 3,76 + 0,28 2,03 +0,26 5+1
Nymphose = = 6=+1
Durée totale en jours = — 28 £ 1
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- L’adulte: au terme de la nymphose, 1’adulte émerge de la graine pour
commencer un nouveau cycle apres avoir traversé la fenétre de sortie préparée par la
larve agée. Il mesure 2,8 a 3,5 mm de long. Il est généralement de couleur noire et
rousse avec tous les intermédiaires entre ces deux couleurs (Photo 1.10). C. maculatus
présente un corps oblong caractéristique des Bruchidae qui est entiérement recouvert
de soies blanches a jaunatres (OUEDRAOGO, 1991). Les antennes sont crénelées a
partir du 5™ article, les derniers articles sont parfois assombris. Ses élytres sont de
couleur noire avec des zones rousses revétues d’une pubescence blanche et dorée,
dessinent souvent un X plus ou moins épais sur les deux élytres (DELOBEL et
TRAN, 1993).

-]

A) Femelle de C. maculatus (Photo originale) B) Male de C. maculatus (Photo originale)
(Grx10) (Grx10)

Photo 1.10: Adultes de C. maculatus (A) Femelle et (B) Male.

Les males sont en général de taille plus petite que les femelles. Mais la
caractéristique la plus distinctive est la coloration de la plaque recouvrant le pygidium
(dernier segment abdominal). Chez la femelle, la plaque est agrandie et de couleur
sombre sur les deux cotés latéraux. Le male présente un pygidium réduit sans aucune
coloration (BECK et BLUMER, 2014) (Photo 1.11). Ce dimorphisme est aussi
représenté par 1’¢largissement des sept derniers articles antennaires chez le male ainsi
que par le pygidium qui échancre le dernier anneau ventral alors qu’il reste entier chez
la femelle (BALACHOWSKY, 1962).

25052
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Une autre caractéristique de C. maculatus est I’existence d’un polymorphisme, il ya
en effet deux formes qui se distinguent tant par la coloration des €lytres, leur aptitude
au vol et leur fécondité (UTIDA, 1956 et 1972; in BECK et BLUMER, 2014). La
premiere forme, inapte au vol, est appelée « non voiliére » et ne se déplace que par la
marche. Elle est observée durant toute la saison s€che, se maintient et se reproduit sur
les gousses et les graines stockées le plus souvent du niébé ou 6 a 7 générations se
succedent a I’intérieur du grenier. Les individus ayant cette forme ont un muscle alaire
atrophié et par conséquent, ils sont incapables de voler (OUEDRAOGO, 1978). Ils
sont rétrécis, leur abdomen n’étant pas totalement recouvert par les élytres. Leur
longévité est faible (6 a 8 jours a 30°C) et leur fécondité¢ moyenne est de 60 a 90 ceufs
par femelle (DELOBEL et TRAN, 1993).

Photo 1.11
Les plaques abdominales postérieures (pygidium) chez le male et la femelle de C. maculatus

(BECK et BLUMER, 2014)

La seconde forme est apte au vol. Elle est appelée « bonne voiliere » ou « active »
apparaissant a 1’approche de la saison des pluies lorsque la teneur en eau de
I’atmosphere et des graines augmentent. C’est la forme de dissémination. Les
individus de cette forme sont tres actifs et trapus et la densité de la pilosité de leur
corps est importante et leur confére un aspect plus clair. De plus, ils sont caractérisés
par une faible fécondité et une longévité d’environ un mois a 30°C. OUEDRAOGO
(1978) signale que la teneur en eau des graines, la température, 1’humidité relative

21



Chapitre 1 : Revue Bibliographique

influencent ’apparition de cette forme en élevage de masse. En effet, une forte
proportion d’adultes voiliers émergent des graines de niébé lorsque la température est
de 30,2°C, ’humidité relative de 80% et la teneur en eau des graines allant de 13 a
15%. A basse température, il ya toujours émergence d’adultes de la forme non voilicre,
quelque soit la teneur en eau des graines (OUEDRAOGO et al., 1991).

Pendant la phase adulte, C. maculatus ne s’alimente pas du tout au niveau des
stocks a graines. Cependant, dans les champs, elle se nourrit trés peu, de pollen, ce qui
expliquerait sa plus grande longévité comparativement a celle vivant dans les stocks.
L’accouplement et la ponte ont lieu aussi bien a 1’obscurité qu’a la lumiére, ils peuvent
se succéder dans les deux heures suivant leur émergence. La femelle est trés active
pendant la période des pontes. Au champ, elle pond ses ceufs sur les gousses dés que
celles-ci commencent a jaunir (sur les gousses vertes, la mortalit¢ larvaire est tres
¢levée) (LEPESME, 1944). Dans les magasins, elle dépose ses ceufs sur toutes les
faces des graines pour peu qu’elles soient lisses.

1.2.3 Dégats causés par C. maculatus

Les insectes de la famille des Bruchidae constituent sans aucun doute une des
contraintes majeures au développement des cultures de Iégumineuses a graines.

De nombreuses études réalisées dans plusieurs pays africains ont montré que
pendant D’entreposage du niébé, le taux d’infestation initial par les bruches est
généralement inférieur a 5% (OUEDRAOGO, 1991; SANON et al., 2005). Ce taux
passe a 30% apres 1 mois, puis 80 a 100% en I’espace de 5 a 6 mois de stockage
(GLITHO, 1990; OUEDRAOGO et al, 1996 et TAPONDJOU et al, 2002).
L’ampleur des dégats occasionnés par C. maculatus est fonction du niveau
d’infestation initiale, de la durée et des techniques de stockage.

Les dégats causés par C. maculatus sont dus exclusivement aux larves qui dévorent
les réserves du cotylédon des graines (Photol.12). Les signes d’infestation sont les
trous de sortie des insectes ayant un diametre de 2,5 mm (KELLOUCHE, 2005). La
bruche du niébé cause non seulement une réduction directe du poids sec, mais
¢galement une diminution de la viabilité des semences et de la qualité marchande et
nutritionnelle des graines, suite au développement de moisissures qui les rendent
impropres a la consommation humaine (BISCHOFF, 1992; in KELLOUCHE, 2005).
Les graines infestées sont contaminées par les déchets déposés par les insectes et une
teneur en poussiere accrue. En outre, au cours de leur développement, les larves de
bruches éliminent 1’azote sous forme d’acide urique toxique qui s’accumule a
I’intérieur des graines (NDOUTOUME-NDONG et ROJAS-ROUSSE, 2007). Les
graines percées sont souvent décolorées et dégagent une odeur déplaisante. L’effet
combiné des différents dégats peut occasionner une perte totale de la production. C.
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maculatus constitue donc un frein majeur a la consommation et au développement de
la production du niébé. Afin de protéger et de conserver ces graines, une approche de
lutte intégrant plusieurs méthodes tant traditionnelles que modernes est donc plus
qu’indispensable.

Photo 1.12 : Les dégats causés par C. maculatus (Photo originale)

1.2.4 Moyens de lutte

Pour réussir une protection efficace des denrées en cultures et au cours du stockage,
différentes méthodes de lutte ont été mises au point:

a) Méthodes traditionnelles
Elles consistent en:

= Un ramassage des graines a un stade phénologique précoce, une récolte régulicre
des gousses des leur maturité, et une association du niébé avec 1’arachide ou une
céréale. Un séchage préalable au stockage devient nécessaire avec un taux
d’humidité des graines de 1’ordre de 13%.

= Un tri de la récolte avant le stockage. Le paysan choisit les gousses ou graines
indemnes pour réduire I’infestation initiale.
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= Un nettoyage, soigneusement entrepris, des locaux de stockage, des sacs en jute,
et de tous les moyens utilisés pour le transport ou la manutention des graines.

= Un usage de la fumée ou d’un séchage au soleil. La fumée et la chaleur s’averent
en renfermer une action physique quelque peu répulsive voire méme insecticide.

= Un stockage hermétique: ce type de stockage est de plus en plus pratiqué en
milieu rural. Il consiste a entreposer les graines dans des récipients hermétiques a
Iair. Ce qui prévient toute intrusion des ravageurs des stocks, mieux encore cette
opération éliminerait tous les insectes qui y subsisteraient par asphyxie (SECK et
GASPARD, 1992). Un stockage dans des récipients en argile séchée ou dans des
fits métalliques qui doivent étre remplis au maximum de maniere a limiter le
volume d’oxygeéne dans ces enceintes. Un stockage hermétique des graines dans
des sacs en plastique. Il faut cependant utiliser un matériau suffisamment
résistant aux déchirures. Les sacs en polypropyléne ayant une doublure en coton
ont donné des résultats satisfaisants (CASWELL et VANHUIS, 1991 in
LIENARD et SECK, 1994).

L’institut de Recherche Agricole pour le Développement (IRAD) au Cameroun a entrepris des
travaux de recherche sur la technologie du triple ensachage dans les années 80. Actuellement,
cette technologie est tres répandue dans tous les pays de l'Afrique de ['Ouest. Elle a permis
d’accroitre non seulement la productivité des paysans, mais elle a également assuré une sécurité
alimentaire et a réduit la pauvreté. Elle a surtout offert une garantie sanitaire du produit car
cette technique est totalement dépourvue de produits chimiques.

L application de cette méthode nécessite toutefois quelques précautions :

- S’assurer que les graines a stocker soient bien seches et propres.
- Enlever tous les débris de toute nature qui puissent percer le sachet.
- Garder les sacs bien fermés dans des endroits siirs et secs et surtout hors de portée des
rongeurs.
(FOLEFACK et al., 2013)

= Un ajout de substances minérales: un mélange aux graines de substances
minérales pulvérulentes (cendres, chaux, sable, silice, ...) peut les préserver
d’infestation par les insectes. C’est un procédé trés ancien et universel. Ces
substances pulvérulentes ont pour effet de rayer la cuticule et de blesser les
articulations qui géneraient les déplacements et la respiration des insectes
(KOSSOU et AHO, 1993 et LIENARD et SECK, 1994) rapportent que la
cendre constitue une barriere physique qui empécherait I’entrée des adultes dans
la graine des stocks, diminuerait leur oviposition et réduirait leurs émergences.
Le kaolin mélangé aux graines provoque ¢également la déshydratation de
nombreux insectes dont C. maculatus. KORUNIC et al. (1996) in GUEYE et al.
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(2011), notent que les terres de diatomées ont un effet abrasif et une absorption
des lipides cuticulaires entrainant la mort de I’insecte par dessiccation.

b) Produits chimiques

Pour combattre les insectes ravageurs des cultures et des stocks de récoltes, les
paysans recourent souvent a la lutte chimique, qui représente pour eux la méthode de
protection la plus efficace pour sauvegarder leurs productions. Au-dela du fait qu’elle
soit onéreuse, cette méthode présente et génere de nombreux inconvénients a court et a
long terme (SECK et al., 1991 et GUEYE et al., 2011). Elle exige une utilisation a
bon escient avec raison et discernement et un savoir faire par un personnel qualifié. Un
mauvais usage de ces produits de syntheése conduit a la fois a de graves conséquences
sanitaires pour [’utilisateur, le consommateur et aussi a la pollution de
I’environnement et des désordres écologiques (REGNAULT-ROGER et al., 2002;
NGAMO et HANCE, 2007; TOUMNOU et al., 2012; ADJALIAN et al., 2014;
KAYOMBO et al., 2014).

Entre temps, ['usage intensif et répété des produits chimiques non appropriés a
provoqué I’apparition du phénomene de résistance chez de nombreux ravageurs
(KUMAR, 1991). En agriculture, tout comme d’ailleurs en santé publique ou autre,
I’utilisation croissante des insecticides, au cours des 40 dernieres années, a eu pour
conséquence une augmentation régulicre du nombre d’espéces résistantes. Ce
phénomene de résistance, outre de compromettre I’efficience des mesures de lutte,
peut avoir des séquelles préoccupantes sur les plans économiques et sanitaires, mais
¢galement écologiques, par 1’accroissement des doses d’insecticides utilisées. BELL
et WILSON (1995) et BENHALIMA et al. (2004), pour ne citer que ces deux
exemples, rapportent que des souches de Trogoderma granarium (Everts)
(Dermestidae) provenant du Burkina Faso et des populations de Sitophilus zeamais
(Motsch) (Curculionidae) du Maroc développent un fort degré de tolérance a la
phosphine, fumigant réputé efficace et ne dégageant aucun résidu.

Les insecticides utilisés, trés souvent, affectent également les populations d’ennemis
naturels qui sont des organismes utiles. Des études approfondies effectuées sur
I’influence des insecticides sur les ennemis naturels des ravageurs démontrent
clairement que ces derniers perturbent sérieusement la relation ravageurs-ennemis
naturels, dont la conséquence est non seulement la résurgence du ravageur, mais
encore plus sa pullulation (KUMAR, 1991 et ILBOUDO, 2009).

Deux principaux genres de produits chimiques sont utilisés pour la conservation des
stocks de graines de niébé, il s’agit des insecticides de contact et des fumigants:

- Les insecticides de contact: On distingue plusieurs familles:
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= Les organochlorés: Le DDT et le lindane qui sont treés efficaces contre C.
maculatus. 1ls sont trés toxiques pour I’homme. Ces produits sont aujourd’hui
¢cartés de la liste des produits chimiques admis pour la lutte contre les insectes
(PIERRARD, 1984).

= Les organophosphates: nous pouvons citer le malathion, le pirimiphos - méthyl,
le chlorpyriphos — méthyl et le dichlorvos. Le pirimiphos - méthyl s’est révélé
étre le plus efficace (LIENARD et SECK, 1994).

= Les carbamates: le Carbaryl est de loin le plus employé contre C. maculatus.

= Les pyréthrinoides de synthése: le plus intéressant est la deltaméthrine. Elle
permet une protection efficace du niébé pendant 6 a 7 mois de stockage (SECK
et al., 1991).

= Les IGRs (Insect Growth Regulators) comme le diflubenzuron qui est efficace
sur plusieurs especes d’insectes, il cause des troubles de développement et
empéche la mue imaginale (KUMAR, 1991).

Ces insecticides de contact ont malheureusement trés peu d’action sur les formes
larvaires cachées résultant d’une primo-infestation souvent importante.

- Les fumigants:

Ce sont des insecticides sous forme gazeuse, utilisés par vaporisation. Ils permettent
de faire un traitement carrément curatif en éliminant les formes dissimulées du
ravageur. Dans les pays chauds, la phosphine (PH3) est le fumigant le plus
régulicrement utilis€é et s’avere tres opérant contre les ceufs et les larves de C.
maculatus (SINGH et al., 1990; in LIENARD et SECK, 1994). Les fumigants sont
généralement trés dangereux pour ’homme et les animaux, leur application nécessite
des normes de sécurité tres strictes. Certains de ces fumigants comme le bromure de
méthyle, ont fait ’objet d’une interdiction aux Etats-Unis, depuis 2005, en raison de
leur nuisance sur la couche d’ozone (PIZANO, 2014).

Compte tenu des effets néfastes de 1’utilisation des produits de synthése sur la santé
humaine surtout et de I’inefficacité de la plupart des méthodes traditionnelles, d’autres
voies de protection des récoltes doivent étre exploitées. Des voies qui doivent étre non
seulement moins onéreuses mais surtout plus rassurantes sur la sant¢ humaine et sur
I’environnement. Parmi ces nouvelles alternatives figurent la mise au point de la
résistance variétale, de la lutte biologique et de la phytothérapie.

26



Chapitre 1 : Revue Bibliographique

¢) Résistance variétale

En agriculture, un des grands fondements de la protection des plantes est la
prévention: il faut éviter autant que possible que la plante ne soit touchée par la
maladie ou le ravageur et lorsque ces derniers sont présents, il est plus judicieux de
limiter au maximum leur impact sur la culture. Pour ce faire, plusieurs actions sont
possibles : choisir des variétés moins sensibles a ces fléaux, assurer un espace
favorable au développement de la culture et défavorable a la prolifération de ces
ennemis, fournir a la plante une nourriture convenable... Mais le premier levier a
assigner pour lutter contre les ravageurs des cultures reste inévitablement le choix des
variétés.

Dans la pratique, la résistance représente la capacité d’une certaine variété a
produire une récolte importante et de bonne qualité qui pourraient donner d’autres
variétés si celles-ci étaient soumises, dans les mémes conditions, a une méme
population d’insectes (FOWDEN et JENNINGS, 1980). La notion de résistance
recouvre ¢galement d’autres concepts. Toutefois, les concepts les plus appropriés aux
insectes demeurent 1’antibiose (ou la non préférence) et la tolérance. Le concept
antibiose représente tous les procédés utilisés par certains organismes pour affecter de
pres ou de loin le développement d’autres individus et ce pour assurer leur propre
survie. C’est une notion compleétement opposée a la symbiose. Quant au concept de la
tolérance, il repose sur le principe de la sélection génétique qui s’oriente vers des
variétés ayant une tolérance admissible ou exigée vis a vis des agressions des milieux
ou elles seront appelées a évoluer.

Deés les années 70 et ce jusqu’a présent, le défit majeur de I’Institut International
d’Agriculture Tropicale (IIAT) basé au Nigéria est de sélectionner des variétés plus
résistantes aux nombreux ravageurs des gousses et des graines (Chenille foreuse,
Punaise des gousses, Bruches, ...). Selon PASQUET et BAUDOIN (1997), cet
objectif ne serait mandé qu’en prospectant et en analysant les réservoirs génétiques et
les especes apparentées. A ce titre, DOUMMA ef al. (2006) ont rapporté que certaines
variétés, telles que 078-84, 041-84 et 034-84, présentent une résistance significative a
C. maculatus et Bruchidius atrolineatus avec un niveau d’infestation trés faible aussi
bien en culture qu’en stockage.

d) Lutte biologique

La lutte biologique ou « biological control » est 1’utilisation et la gestion par
I’homme d’ennemis naturels tels que les prédateurs, les parasitoides ou des agents
pathogénes pour contrdler les populations d’espéces nuisibles et les maintenir a des
seuils de nuisibilité acceptables et admissibles. Quand I’ennemi utilisé est un insecte, il
s’agit d’une lutte a I’aide d’entomophages qui peuvent étre des prédateurs ou des
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parasitoides. Par contre, si I’ennemi est un microorganisme, il s’agit d’une lutte
microbiologique. En effet, des micro-organismes entomopathogeénes: bactéries,
champignons, nématodes, protozoaires et virus sont ¢galement introduits dans la lutte
biologique (DAJOZ, 1982). Bacillus thuringiensis est l'espeéce bactérienne la plus
largement utilisée pour la lutte biologique, avec au moins quatre sous-especes utilisées
pour contrdler les insectes nuisibles tels que les coléopteres, les I€pidoptéres, et
les dipteres.

La lutte biologique a été particulierement étudiée en Afrique dans le cas de la
bruche du niébé (KETOH et al., 2002). Les résultats des recherches effectuées ont
prouvé qu’un cortege parasitaire constitu¢ d’hyménopteres parasitoides oophages et
nympho-larvophage était associé aux bruches dans les cultures et dans les stocks. Des
especes d’entomophages ont €té recensées ou sont citées: une espece oophage, Uscana
lariophagus Stephan (Trichogrammatidae) et d’autres especes larvo-nymphales
comme Dinarmus basalis Rondoni (Pteromalidae), Eupelmus vuilleti Crawford et
Eupelmus orientalis Crawford (Eupelmidae) (NDOUTOUME-NDONG et ROJAS-
ROUSSE, 2007). Losque D. basalis, ectoparasitoide solitaire des larves de C.
maculatus, est introduit seul dans les greniers, il peut parasiter 90% des larves
présentes dans les stocks (ALZOUMA, 1995). L’¢tude de ’activité reproductrice de
C. maculatus sur 10 variétés de niébé a révélé qu’en présence de D. basalis, le taux
d’émergence de la bruche est inférieur a 35% quelque soit la variété considérée
(DOUMMA et al., 2011).

Néanmoins, toute opération de parasitisme ne garantit en rien le maintien des dégats
imputables aux bruches au dessous d’un seuil €conomiquement acceptable
(OUEDRAOGO et al.,, 1996; MONDEDJI et al., 2002). L’explication réside dans
I’existence de compétitions interspécifiques entre parasitoides dont I’activité dépend
de la niche écologique qui peuvent conduire a des périodes plus ou moins longues
avant 1’¢limination d’une ou plusieurs especes. D’autres inconvénients restent liés a
I’utilisation de la lutte biologique, en particulier la pollution du lot infesté par les corps
des larves hotes parasitées et ceux des parasites.

e) Phytothérapie

La phytothérapie est la thérapeutique utilisant les plantes médicinales ou les formes
immédiatement dérivées des plantes et qui sont réputées depuis 1’antiquité pour leurs
propriétés pharmacologiques.

Depuis quelques décennies, ’homme s’est intéressé également a leurs activités
biologiques, en particulier de leurs composés secondaires considérés comme étant des
substances pouvant é&tre utilisées contre les pathogenes et les ravageurs. Les
agriculteurs avaient d’ailleurs coutume de mettre dans les sacs de grains des plantes

28



Chapitre 1 : Revue Bibliographique

odorantes comme la menthe, 1’ail, le laurier, etc... pour protéger leurs stocks contre les
insectes. Ces végétaux possedent une action insecticide ou répulsive via des composés
volatiles qu’ils émettent. L’utilisation de ces substances végétales en tant que
biopesticides dans la protection des graines de légumineuses a ¢été pratiquée sous
plusieurs formes: poudres de plantes, extraits aqueux, huiles essentielles et huiles
végétales.

- Les poudres des plantes: Un nombre important de plantes aromatiques et
médicinales a été testé sous forme de poudre et elles ont montré une action anti
appétante ou répulsive vis-a-vis de plusieurs insectes ravageurs des denrées stockées.
Ces poudres peuvent provenir de différents organes (feuilles, €corces, graines, fruits,
etc...) de plantes séchées (GWINNER et al., 1996; SULEIMAN et YUSUF, 2011).
Quelques exemples de poudres d’origine végétale utilisées contre les ravageurs des
denrées stockées sont répertoriés dans le Tableau 1.3, ci-dessous.

Tableau 1.3
Quelques poudres utilisées dans la lutte contre les ravageurs des denrées stockées

Poudre Action Auteurs
Poudre de feuilles de Boscia Inhibition du développement des e DOUMMA ¢t ALZOUMA
senegalensis bruches dans les stocks (2001)
e TOUFIQUE et al. (2014)
Poudre des feuilles de Myrthe Action insecticide sur la survie, la e KELLOUCHE et
(Myrtus communis) fécondité et la descendance de C. SOLTANI (2004)
Boutons floraux séchés (clous de maculatus

girofle) (Syzygium aromaticum)

Poudre d’écorce d Afrostyrax Effet insecticide sur la mortalit¢ etle o TOUMNOU et al. (2012)
lepidophyllus et de Trichilia nombre d’insectes émergés de
gilgiana Sitophilus zeamais et Tribolium

castaneum
Poudre des feuilles de Tephrosia Effet insecticide, inhibition du o KAYOMBO et al. (2015)
vogelii développement des coléopteres des

graines stockées pendant 5 mois.

Poudre des fruits de piment Protection des doliques écossés e DE GROOT (2004)

- Les extraits aqueux: C’est une méthode de conservation couramment utilisée
par les fermiers africains qui réalisent un trempage des feuilles de plantes dans 1’eau
pour obtenir une solution a effet insecticide (GAKURU et FOUABI, 1996). Selon
REGNAULT-ROGER et HAMRAOUI (1997), les plantes les plus efficaces
appartiennent a la famille des Lamiaceae. Les principaux extraits aqueux d’origine
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végétale utilisés contre les ravageurs des grains stockés sont: les extraits de pyrethre
(Asteraceae), de neem (Melicaeae), de poivron (Solanaceae) et les racines d’ Annona
(Annonaceae) (GWINNER et al., 1996).

- Les huiles essentielles: L’huile essentielle, appelée aussi essence, est I’ame de
la plante d’ou elle est extraite. C’est une substance odorante, volatile, inflammable,
incolore ou jaunatre ou méme verdatre, sa densité¢ est généralement plus faible que
celle de I’eau. Elle est treés peu soluble dans 1’eau, plus ou moins soluble dans 1’alcool
et dans 1’éther (PADRINI et LUCHERONI, 1997). Elles sont extraites des liquides
aromatiques non huileux. Elles constituent un mélange trés complexe de
monoterpenoides, de sesquiterpenoides et de phénols bio-génétiquement connexes qui
conférent aux plantes un aréme et une saveur uniques (ISMAN, 2000).

Ces huiles dérivent des especes végétales tres variées, extraites grace a des procédés
physiques a partir d’écorces de plantes, de fruits et méme de leurs peaux, de racines,
de tubercules, de branches, de feuilles et de fleurs. Leur préparation s’accomplit
généralement par distillation a la vapeur d’eau, par pression ou par s€paration avec des
solvants (HERZI, 2013).

Les huiles essentielles sont connues depuis fort longtemps pour leurs vertus
médicinales (antiseptique et antifongique). Peu a peu, elles ont constitué un
remarquable outil de défense contre les insectes nuisibles en général et ceux des
denrées stockées en particulier (KEITA et al, 2001). Les plantes insecticides, a
travers notamment leur huile essentielle, peuvent limiter la dépendance des paysans
aux insecticides chimiques de syntheése. L’analyse chromatographique de quelques
huiles essentielles révele qu’elles renferment majoritairement des monoterpénes
hydrocarbonés, composés volatiles qui leur allouent des propriétés insecticides. La
toxicité de nombreuses huiles essentielles et de leurs constituants a été appréciée sur
de nombreux ravageurs des graines. Ainsi, les huiles essentielles de Laurus nobilis
(Lauraceae), d’'Origanum glandulosum (Lamiaceae), de Clausena anisata (Rutaceae),
de Salvia verbenaca (Lamiaceae), d’Eucalyptus globulus (Myrtaceae) ont montré une
activité insecticide a 1’égard de Rhyzopertha dominica, de Tribolium castaneum, de
Bruchus rufimanus, de Callosobruchus chinensis et de C. maculatus (NDOMO et
NGAMO, 2008; KELLOUCHE et al, 2010; MEDIOUNI-BENJEMAA ef al,
2012; RIGHI et al., 2014).

- Les huiles végétales: Les huiles végétales sont utilisées treés tot dans la lutte
contre les insectes sous forme d’émulsion. Ce sont a la fois des insecticides de contact
qui agissent par leurs propriétés physiques et chimiques et des adjuvants pour leurs
molécules liposolubles et synergistes dans certains cas (REGNAULT-ROGER et al.,
2002). Les huiles végétales sont des esters d’acide gras a poids moléculaire ¢€leve,
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visqueuses, peu volatiles et insolubles dans 1’eau. Elles sont obtenues, apres lavage et
broyage des graines ou des fruits, par des procédés mécaniques, mettant en jeu de tres
forte pression et éventuellement une augmentation de la température, ou par des
procédés chimiques. La plupart de ces huiles sont liquides (olive, arachide, colza,
tournesol). D’autres sont semi liquides (palme), enfin 1’huile de noix de coco est
carrément a 1’état solide a température ambiante.

Seules les huiles non siccatives (qui ne subissent pas un séchage rapide a I’air)
peuvent étre utilisées comme insecticides pour protéger les denrées stockées. Dans ce
cadre, les huiles d’arachide, de carthame, de moutarde, de ricin, de soja, de neem,
d’olive et bien d’autres ont ¢été testées et utilisées avec succes contre certains
ravageurs. Leur application peut étre préventive ou curative (DEGROOT, 2004).
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CHAPITRE 2
PROTOCOLE EXPERIMENTAL
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

2.1- INTRODUCTION
Le protocole expérimental est scind€ en trois parties:

Dans la premicre partie du programme expérimental de cette thése, il sera question
de vérifier les propriétés phytoprotectrices de 1’huile d’olive locale a I’égard de C.
maculatus, vertus qui lui sont d’ailleurs attribuées depuis fort longtemps. Pour se faire,
la mesure de I’activité biocide du traitement a base d’huile d’olive contre C. maculatus
a été réalisée en évaluant les parametres biologiques suivants :

- Longévité des adultes

- Fécondité des femelles

- Eclosion des ceufs (viabilité embryonnaire)

- Emergence des bruches adultes (viabilité post-embryonnaire)

Les mémes tests seront effectués sur la bruche a ’aide de chacun des quatre acides
gras majeurs de 1’huile d’olive, a savoir: I’acide oléique, 1’acide linoléique, 1’acide
stéarique et [’acide palmitique. La variable dose a été introduite dans chaque
traitement. Une fois que les premiers signes d’effets insecticides soient établis et
appréciés sur un ou plusieurs traitements donnés, des essais complémentaires sur
I’effet des produits retenus sur des graines préalablement infestées seront entrepris.
Ainsi des essais insecticides sont réalisés afin d’évaluer la sensibilit¢ des stades
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larvaires cachés de C. maculatus, la barriére tégumentaire des graines pouvant jouer un
role protecteur.

Dans la seconde partie, la facult¢ germinative, les pertes en poids et la valeur
nutritive des graines traitées sont mesurées pour évaluer les effets secondaires des
traitements. Les résultats de ces tests seront exploités pour préserver ces qualités tres
liées a la notion de sécurité alimentaire.

Comme les graines sont appelées a €tre conservées et protégées pour des périodes
plus ou moins longues, des essais sur la rémanence de chacun des produits retenus
comme ¢étant potentiellement insecticides apporteront des indications sur les
fréquences des traitements a entreprendre. Ces tests de rémanence, des traitements
retenus, constituent 1’essentiel de la troisiéme partie du programme expérimental.

Cet ensemble d’informations constitue une base de données qui permettrait de
mesurer le potentiel insecticide de I’huile d’olive et de certains de ses constituants
majeurs. Les produits retenus pourraient étre proposés comme substances
phytosanitaires alternatives pour limiter les dégats occasionnés par les insectes
ravageurs des grains stockés, en particulier la bruche du niébé.

2.2- MATERIEL UTILISE
2.2.1 Le Substrat utilisé, le niébé

Les graines de V. unguiculata utilisées comme support pour les essais biologiques
ont été¢ achetées au marché local. Elles ont été triées pour éliminer celles qui sont
infestées, facilement reconnaissables par la présence des pontes sur les téguments.

2.2.2 La bruche du niébé

La souche de C. maculatus avec laquelle ont été réalisés les différents tests provient
d’une récolte de gousses seches de V. unguiculata, variété « haricot kabyle », d’une
culture menée dans la région de Tizi-Ouzou.

L’¢levage de masse de C. maculatus a été réalis¢ au Laboratoire d’Entomologie
Appliquée (LEA) de la facult¢ des Sciences Biologiques et des Sciences
Agronomiques a I’Universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO), en
mettant en contact des femelles et des males d’age indéterminé dans des bocaux en
verre (1litre) contenant des graines de niébé. Les ceufs sont déposés sur le tégument
des graines a I’intérieur desquelles tout le développement post- embryonnaire a eu
lieu. L ¢levage est entretenu dans une étuve obscure maintenue a une température de
30£1°C et une humidité relative de 70+£5 %. Toutes les expériences effectuées se sont
déroulées dans les mémes conditions. Les insectes émergeants, agés de moins de 24
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heures, ont ét¢ a chaque fois utilisés pour les tests biologiques. Il est important de
préciser que la souche d’origine des bruches est renouvelée chaque année pour éviter
I’usure génétique qui s’observe des la vingtiéme génération.

Figure 2.1: Elevage de masse de C. maculatus
(Laboratoire d’Entomologie Appliquée, UMMTO)

2.2.3 L’huile d’olive
a) Rappels

L’huile d’olive est la matic¢re grasse extraite des fruits de 1’olivier (Olea europaea)
lors de la trituration dans un moulin a huile. C’est le mésocarpe charnu du fruit qui
fournit I’huile (15 a 35% de son poids) suivant les variétés. L’huile d’olive se décline
en différentes qualités. Selon son procédé de fabrication et de manipulation, sa qualité
est basée sur trois critéres majeurs: ’acidité, I’indice de peroxyde et I’intensité
organoleptique. Cependant, 1’acidité apparait comme un moyen simple et fiable pour
¢valuer la qualité du fruit avant la trituration, plus cette acidité est faible plus 1’huile
est de bonne qualité. Les producteurs d’huile d’olive se sont accommodés avec ce
critére pour contrdler la qualité de leurs produits car le test est peu cotliteux et peut étre
mis ceuvre facilement (PINATEL et al., 2004; in BENRACHOU, 2013).

Le Conseil Oléicole International (COI, 2011) a d’ailleurs clairement défini les
différents types d’huiles d’olive (vierge, raffinée, grignon) en se basant
particuliérement sur 1’acidité. Les différents types d’huiles d’olive sont présentés en
Annexe I.
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b) Les constituants chimiques de I’huile d’olive

L'huile d'olive est composée d'environ 99 % de lipides. Le 1 % restant constitue les
composés mineurs ; il s'agit essentiellement: du squaléne, des alcools triterpéniques,
des stérols, des phénols et des dérivés dutocophérol. La matiére grasse de
I'huile d'olive est constituée de triglycérides. Ceux-ci sont composés d'acides gras de
différentes sortes, dont la répartition est caractéristique de 1'huile d'olive, et a un niveau
de détail plus pousse, des différentes variétés, du lieu de production, de 1’altitude ou de
I’année de récolte (conditions environnementales) (DAOUDI et CHERIF, 1981). Les
techniques telles que la chromatographie en phase gazeuse (CPG) ou la
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) permettent d’identifier les
différents composants chimiques avec leur teneur.

Les limites de variabilité de la teneur des acides gras de 1’huile d’olive exprimée en
% des acides gras totaux sont fixées par les normes du COI, en référence au Codex
Alimentarus, et présentées en Annexe II.

L’huile utilisée dans ce programme expérimental a été extraite des olives d’O.
europaea, variét¢ dénommeée "Chemlal", dans une huilerie, a trois phases, moderne
locale dans la région de Tizi-Ouzou (Algérie). Elle est classée comme étant une huile
vierge courante.

2.2.4 Composition chimique

Un acide gras est constitué¢ d’une chaine d’atomes de carbone plus ou moins longue
(entre 12 et 24 pour les huiles), sur laquelle se fixent des atomes d’hydrogeéne. Chaque
atome de carbone est susceptible de nouer quatre liaisons, tandis que chaque atome
d’hydrogene ne peut en établir qu’une. Cette chaine carbonée peut étre dépourvue de
toute double liaison carbone-carbone (C-C), dans ce cas les acides gras sont dits
saturés (AGS). Elle peut également contenir une double liaison (Acides Gras Mono-
Insaturés, AGMI) ou plusieurs doubles liaisons (Acides Gras Poly- Insaturés, AGPI).

a) Acide oléique

L’acide oléique est le plus abondant des acides gras a chaine longue. Il est
symbolisé par les nombres 18:1 pour indiquer qu’il a 18 carbones et une liaison
double, éthylénique. Pour indiquer la position de la double liaison, il est préférable
d’indiquer le nombre de carbones entre le dernier carbone (n° 18) et le carbone ou
commence la double liaison (n° 9), d’ou 18 - 9, qu’on écrit n - 9, en désignant par n le
nombre de carbones de la chaine. L’acide oléique est donc un acide gras insaturé, plus
précisément mono-insaturé. Son nom vient de I’huile d’olive, mais il est abondant dans
toutes les huiles animales ou végétales.
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Figure 2.2: Structure de 'acide olé¢ique (RAISONNIER, 2010)

b) Acide linoléique

L’acide linoléique est un acide gras a chaine longue qu’on trouve dans les huiles
veégétales. Il est symbolisé par les nombres 18:2 (n-6, n-9) pour indiquer qu’il a 18
carbones et deux liaisons éthyléniques situées sur les carbones n° 9 pour (n-9) et sur
les carbones n° 12 pour (n-6): c’est un acide gras insaturé¢, et méme polyinsaturé.

HO™ ¢ 9 12

Figure 2.3: Structure de I'acide linoléique (RAISONNIER, 2010)

¢) Acide palmitique

L’acide palmitique constitue 1'un des acides gras saturés les plus courants chez les
animaux et les plantes. On le symbolise souvent par les nombres 16:0 pour indiquer
qu'il a 16 carbones et aucune liaison éthylénique.
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Figure 2.4: Structure de 'acide palmitique (RAISONNIER, 2010)

d) Acide stéarique

L'acide stéarique est un acide gras a chaine longue, qu'on symbolise par les nombres
18:0 pour indiquer qu'il a 18 atomes de carbone et aucune liaison covalente double:
c'est un acide gras saturé. A température ambiante, il forme un solide blanc. Sa
température de fusion est d'environ 70 °C.

CH

Wo

Figure 2.5: Structure de l'acide stéarique (RAISONNIER, 2010)

Quatre acides gras sont utilisés dans le protocole expérimental de cette étude, ils
sont testés dans les traitements contre C. maculatus. 1ls proviennent de la société
allemande Sigma-Aldrich. A la température ambiante, les acides olé¢ique (pur a 100%)
et linoléique (pur a 75%) se présentent sous forme liquide. Les acides palmitique et
stéarique sont vendus sous forme de cristaux blancs. Dans le Tableau 2.1, sont
consignées les propriétés physiques et chimiques de ces acides gras.
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Tableau 2.1 : Propriétés physiques et chimiques des principaux acides gras (ANONYME 2, 2015)

Acide Oléique

Acide
Linoléique

Acide Palmitique

Acide Stéarique

Propriétés Physiques

Apparence Jaune pale ou brun Incolore Cristaux incolores ou  Cristaux blancs
huileux blancs odeur
caractéristique
T° de fusion 13.4°C -5°Cou-12°C 63.0 °C 68.8 °C

Solubilité Nulle dans I’eau. Soluble  Dans I'alcool, Nulle dans I’eau. 0.597 mg/L  (eau
dans : éthanol, benzéne, Miscible avec Soluble dans 25°C)
éther les huiles, 1’éthanol chaud,
les solvants gras éther, chloroforme
Masse 0.898 g/cm’ 0.902 g/ml a 0.8527 g/em’ & 0.9408 g/cm’
volumique 25°C 62°C
Densité 0.895 g/ml 0.852 g/ecm3 a 0.853g/em’a  6°C  0.895 g/ml
20 °C
Propriétés Chimiques
Formule brute  CisH3,0, Ci5H3,0, Ci6H320, CisH360,
Masse molaire  282.4614+0.0174 280.4455 +0.0172 256.4241+0.0156 284.47724+0.0175
g/mol g/mol g/mol g/mol
C=76.54%, C=77.09%, C=74.94%, C=76.00%,
H=12.13%, H=11.50%, H=12.58%, H=12.76%,
0=11.33% 0=11.41% 0=12.48% 0=11.25%

2.3 METHODES

2.3.1 Analyse de I’huile d’olive

a) Indice d’acidité

La méthode qui permet de déterminer I’indice d’acidit¢ de 1’huile d’olive est

exposée en Annexe III. L’ huile d’olive utilisée dans ce programme expérimental est

classée comme étant des huiles vierges courantes dont I’indice d’acidité est a chaque

fois compris entre 2,0g et 3,3g selon les normes COI. Dans le cas contraire, elle est

rejetée.

Lorsque des triglycérides sont dégradés, les acides gras qui les constituaient sont
détaches et errent librement dans ['huile: ils sont alors dits « acides gras libres ». Leur
pourcentage dans l'huile est ce que l'on appelle « acidité » de l'huile, et s'exprime en
« grammes d'acide oléique libre pour 100 g d'huile ». Cette acidité ne se percgoit jamais
sous forme de goit acide, mais plutoét comme un goiit de moisi.
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b) Analyse des acides gras de I’huile d’olive

Les acides gras d’un échantillon de 1’huile utilisée ont été analysés par
chromatographie en phase gazeuse sous forme d’esters méthyliques a 1’Ecole
Nationale Préparatoire aux Etudes d'Ingéniorat de Rouiba (ENPEI). Les esters
méthyliques acides sont séparés et filtrés par des filtres millipores puis quantifiés par
chromatographie gazeuse modele (Hewlett- Packard 6890) équipé d’un détecteur a

ionisation de flamme (FID) en utilisant les conditions suivantes :

La colonne capillaire HP WAX (polaire) (30m x 0,25mm x 0,25um),

Le gaz vecteur : Azote,

Le débit du gaz : 0,8 ml/mn,

La température de I’injecteur : 250°C,

La température du détecteur : 250°C,

La température de la colonne : 200°C durant 20 mn jusqu’a 240°C avec une
vitesse de programmation de 2°C par mn,

Le volume injecté : 0,2pl.

Le pourcentage de chaque constituant dans 1’huile est calculé par intégration des
aires du chromatogramme. L’examen du chromatogramme de cette huile (Figure 2.6)

révele que 1’acide gras majoritaire est 1’acide oléique (C18 :1) avec 71,86%, suivi de
I’acide linoléique (C18 : 2) avec 12,75%, de I’acide palmitique (C16 : 0) et l'acide
stéarique (C18 : 0) avec des proportions respectives de 12,24% et 3,13%.

Response

Signal: COL1.D\ FID1A.CH
2600000 3 10.02

2400000
2200000
2000000
1800000
1600000

1400000

1200000

8.92
1000000 10.35

800000

600000 9.84 12.36

400000

A e e L B L A T B A o e e B N A
6.50 7.00 7.50 8.00 850 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50

Time

Figure 2.6 : Chromatogramme de la composition en acides gras de I’huile d’olive déterminée par

GPC/FID

40



Chapitre 2 : Protocole Expérimental

2.3.2 Préparation des différents traitements

Six traitements sont réalisés sur la bruche du niébé: 1l s’agit de 1’huile d’olive (HO),
I’acide oléique (AQ), I’acide linoléique (AL), I’acide stéarique (AS), I’acide
palmitique (AP) et d’un mélange des acides gras (MAG). Ces traitements sont
effectués dans des boites de Pétri (@= 10 cm, h= 2 cm) contenant 25 g de graines
saines de niébé.

Apres avoir déposé une dose appropric¢e de la substance étudiée sur les graines dans
la boite de Pétri, le tout est mélangé a I’aide d’un agitateur magnétique jusqu‘a obtenir
une assez bonne répartition du produit sur les graines. Ensuite, 5 couples de bruches
agées de moins de 24 heures, sont introduits dans la boite de Pétri qui est aussitot
hermétiquement fermée (Figure 2.7).

Figure 2.7 : Tests par contact (Laboratoire d’Entomologie Appliquée, UMMTOQ)

Afin d’obtenir une solution homogene, les cristaux blancs des acides palmitique et
stéarique (Figure 2.8) sont dilués dans un solvant (éthanol a 96°). L'éthanol a été
choisi parce qu’il assurait la meilleure solubilit¢ de ces 2 acides gras saturés
(comparativement a d’autres tels que I’acétone, le benzéne, le chloroforme, ...). Pour
faire dissoudre les cristaux, il est introduit une quantit¢ d’acide dans une éprouvette
graduée puis nous ajustons avec de I’é¢thanol a 96° jusqu’a atteindre le volume
souhaité. Chaque solution obtenue a été versée dans un bécher de 20 ml puis mise dans
une étuve réglée a 63°C et 70°C correspondant aux températures de fusion respectives
de I’acide palmitique et de I’acide stéarique. Les graines de niébé€, pesées et placées
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dans des boites de Pétri, ont ét¢ également mises dans I’étuve pendant 5 mn a 55°C car
la cristallisation (solidification) de la solution préparée est rapide a température
ambiante, notamment pour ’acide palmitique.

Lors des traitements avec les deux acides gras saturés (le palmitique et le stéarique),
les graines ont été¢ séchées durant 30 mn sous un courant d’air afin d'arriver a une
¢vaporation complete du solvant utilisé dans la dilution.

Figure 2.8 : Cristaux des acides palmitique et stéarique

Un mélange des 4 acides gras a été¢ également préparé en mettant dans un bécher
6,4ml d’acide ol¢ique + 1ml d’acide linoléique + 0,83g d’acide palmitique + 0,26g
d’acide stéarique. Les quantités (volume ou masse) d'acides gras utilisées ont été
auparavant calculées en fonction de I'état solide ou liquide des acides et de leur
concentration dans l'huile d'olive testée. La préparation obtenue est placée dans une
étuve réglée a 70°C pendant 10 mn. La dissolution des cristaux d’acide palmitique et
d’acide stéarique est suivie d’une agitation a I’aide d’un agitateur magnétique. Les
doses testées de ce mélange sont 100 et 200ul/25g de graines de niébé.

Dans les lots témoins, les graines n’ont subit aucun traitement. Tous les essais ont
¢été réalisés en 4 répétitions.

Tous les détails des différents traitements utilisés sont portés dans le Tableau 2.2.
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Tableau 2.2

Les différents traitements effectués sur les graines de niébé

Traitement Symbole Dosage/25g de graines
Huile d'Olive HO 0.00 100 200 300 400 _
(uD)
Acide Oléique AO 0.00 25 50 75 100 125
(ub)
Acide Linoléique AL 0.00 25 50 75 100 125
((11))
Acide Stéarique AS 0.00 20 30 40 50 B
(mg/ml)
Acide Palmitique AP 0.00 80 160 240 320 _
(mg/ml)
Mélange des 4 MAG  0.00 100 200 _ _ _

Acides Gras (ul)

2.3.3 Observations au microscope électronique a balayage

La microscopie ¢lectronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron
Microscopy) est une technique de microscopie €lectronique capable de produire des
images en haute résolution de la surface d’un échantillon en utilisant le principe des
interactions €lectrons-mati¢re. Le microscope ¢électronique a balayage du Laboratoire
de Physique et Chimie Quantique (LPCQ) de TUMMTO a été utilisé pour effectuer
des observations sur les ceufs prélevés sur le tégument de la graine, les larves du
premier stade extraites délicatement sous les chorions des ceufs et les adultes. Ce
microscope €lectronique a balayage environnemental (MEB) est de type Philips X130
ESEM a filament de tungstene (W). Les échantillons (non traités et traités avec de
I'huile d'olive) sont fixés a la bande adhésive de carbone dopé (double face) avant de
procéder a des examens.

2.3.4 Tests biologiques

a) Tests par contact

Pour évaluer I’activité biologique des substances testées, les paramétres biologiques
suivants ont été mesures:

= Longeévité des adultes: Apres le lancement de chaque test, la mortalité des adultes
est enregistrée quotidiennement jusqu'a la mort de toutes les bruches [Nombre].
Pour quantifier la toxicité des traitements, la DL50, dose entrainant la mortalité
de la moitié (50%) de la population traitée, est calculée (Annexe X).
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= Fécondité des femelles: 15 jours apres le lancement des tests, un comptage des
ceufs fertiles et stériles est effectué¢ a 1’aide d’une loupe binoculaire (Grx40). Les
ceufs fertiles sont reconnaissables par leur aspect blanc laiteux ou a I’apparition
de la capsule céphalique de la larve du premier stade apres éclosion [Nombre].

= FEclosion des ceufs (viabilité embryonnaire): Le taux d'éclosion des ceufs est
calculé comme suit: [(Nombre d’ceuf éclos / Nombre d’ceufs pondus)*100] (en
%).

= Emergence des bruches adultes (viabilité post-embryonnaire): L'examen consiste
a dénombrer réguliérement les individus émergés du 21°™ au 45°™ jour apreés le
lancement de chaque test [Nombre].

b) Tests post infestation

Une fois que les premiers signes d’effets insecticides sont établis et appréciés sur un
ou plusieurs traitements donnés, des essais complémentaires sur I’effet de ces produits
retenus sur les larves, abritées dans des graines préalablement infestées, sont entrepris.
Ces essais post-infestation permettent d’observer leurs impacts sur I’évolution des
stades larvaires cachés de C. maculatus. L’ organisation de ces tests post infestation se
déroule comme suit :

= [’¢levage de masse sera réalisé comme décrit précédemment en 2.2.2.

= Au bout de 24 heures d’exposition, tous les adultes de bruches seront retirés des
bocaux.

= Dans des boites de Pétri seront placés 50 ceufs éclos. Les ceufs sont comptés sur
des graines en utilisant une loupe binoculaire (Grx40). Seules les graines
portant 1 a 3 ceufs seront sélectionnées pour les tests.

= Les traitements par contact seront ensuite effectués sur des individus issus des
50 ceufs, il s’agit des larves L1 (a 8 jours), L3 (a 15 jours) et L4 (a 18 jours).

= La viabilité post-embryonnaire est évaluée en dénombrant quotidiennement les
individus émergés de la F1. [Nombre]

¢) Parametres agronomiques des graines

- Pertes en poids: L’infestation du niébé par C. maculatus commence dans les
champs et rapidement son nombre s’accroit pendant le stockage causant ainsi une
diminution du poids des graines. Ces pertes sont exclusivement dues a 1’activité des
larves qui se nourrissent de matieres cotylédonaires en laissant des galeries aboutissant
a des perforations a la surface tégumentaire de la graine. Ces bruches réduisent non
seulement le poids mais aussi la qualité et la viabilité des graines.
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Pour estimer les pertes en poids, des pesées des lots de graines traitées et non
traitées sont effectuées juste aprés I’émergence de la premiére génération (au 45°°

jour apres le lancement de la manipulation), a I’aide d’une balance de précision.

- Faculté germinative des graines: 50 graines de niébé ont été prélevées au
hasard de chaque lot (témoin, traités), et placées dans une boite de Pétri bordée de
coton humidifi¢ (Figure 2.9). Celle-ci est déposée sur une paillasse du laboratoire a
température ambiante pendant 5 a 6 jours, puis le taux de germination est calculé a
I’aide de la formule suivante: (%) (Nombre de graines germées/50) x100. 4 répétitions
ont ¢été réalisées pour chaque dose testée.

Figure 2.9: Test de germination des graines de V. unguiculata

d) Effet du traitement sur la qualité des graines

Comme I’huile d’olive est hautement oxydable, il faut évaluer le niveau de son
oxydation durant toute la période d’entreposage de cette légumineuse. En général,
I’entreposage se fait dans un endroit sec, frais et bien aéré. L’huile d’olive est trés
riche en acides gras mono et polyinsaturés. Ils sont donc trés oxydables. Cette
oxydation génere des produits trés néfastes pour la santé humaine (cétones et autres).
Donc, il est indispensable de connaitre 1’évolution de 1’indice de peroxyde (IP) au
cours de D’entreposage ainsi que d’autres marqueurs qui peuvent témoigner de
I’oxydation. Cet indice permet donc d'évaluer le degré d'oxydation des acides gras
insaturés de 1’huile par un processus de rancissement.
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- Indice de peroxyde: L’indice de peroxyde permet d'évaluer le degré d'oxydation
des acides gras insaturés de la mati¢re grasse (rancissement). Plus celui-ci est €levé,
plus la matiere grasse est oxydée. En effet, les corps gras peuvent s'oxyder en présence
d'oxygeéne et de certains facteurs favorisants (UV, eau, enzyme, trace de métaux,...)
(CHEFTEL et CHEFTEL, 1992). L’indice de peroxyde (IP), exprimé en
milliéquivalents d’oxygene actif par kg (meqO,/kg) d’huile a été¢ déterminé par la
méthode de référence (ISO 3960) (Annexe IV). L’IP a été résolu par dissolution
d’une masse d’huile d’olive dans un mélange d’acide acétique et du chloroforme, la
réaction est déclenchée a 1’abri de la lumiere en présence d’une solution saturée
d’iodure de potassium (KI). Apres un temps de repos, 1’iode libéré a été¢ dosé par une
solution de thiosulfate de sodium a 0,0IN en présence d’empois d’amidon comme
indicateur coloré. Un essai témoin (sans matic¢re grasse) a ¢té réalisé¢ dans les mémes
conditions.

En termes de valeurs nutritionnelles, un suivi quantitatif et qualitatif des maticres
grasses, des protéines, des cendres, de I’humidité¢, des glucides et de la valeur
énergétique a été entrepris. Tous ces ¢léments présentent une valeur biologique pour la
sant¢ humaine. Les matieres suivantes ont été déterminées au Laboratoire sur des
graines traitées et non traitées et conservées sur une période de trois mois:

- Matieres Grasses : La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée
pour D’extraction des huiles végétales a partir des haricots solides déshydratées. Elle
est basée sur le principe de la définition des lipides : Insolubles dans I’eau et solubles
dans les solvants organiques. C’est une méthode gravimétrique puisqu'on pese
I’échantillon au début et la matiére grasse a la fin de I‘extraction. L'échantillon broyé¢
(broyat) est entassé dans une cartouche qui est déposée dans le Soxhlet avec 200 ml de
solvant pour chaque extraction. 75 cl de solvant sont versé€s directement sur le broyat
et les 25cl restants sont versés dans le ballon dans lequel sont déposés au préalable
quelques grains de pierres ponces. Le tout est porté a ébullition dans le thermostat.
L’extraction a été réalisée a l'aide de 1'éther de pétrole 96 a é€bullition qui dissout
graduellement la matiére grasse. Le solvant contenant I'huile végétale retourne dans le
ballon par déversements successifs causés par un effet de siphon dans le coude latéral.
La matiere grasse s'accumule dans le ballon jusqu’a ce que ’extraction soit compléte.
Une fois I’extraction terminée, 1'éther de pétrole est évaporé, généralement sur un
évaporateur rotatif.

- Protéines : Laméthode de KJELDAHL (1883)est une technique de
détermination du taux d'azote dans un échantillon. Quand 1’azote est sous forme
organique, il faut d’abord procéder a la minéralisation du composé pour passer a de
I’azote minéral. On détruit la molécule organique en I’oxydant a ébullition avec de
l'acide sulfurique (H,SOy4) concentré, en présence de catalyseur : le carbone s'élimine
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sous forme de dioxyde de carbone (CQO,), I’hydrogeéne sous forme d’eau et 1’azote
reste en solution sous forme d’ion ammonium (NH,"). La détermination de I'azote d'un
milieu protidique permet de connaitre la proportion de protéines de ce milieu.
Conventionnellement on admet que toutes les protéines renferment 16% d’azote et on
utilise le coefficient 6,25 pour passer de I’azote total aux protéines.

Le dosage s'effectue en deux temps:

- La matiére organique est attaquée par I’acide sulfurique concentré, et en présence de
catalyseur l'azote passe a I’état d'ion ammonium (c'est la minéralisation);

- L’ammoniaque est déplacée par la soude, base plus forte. Par chauffage, elle distille
avec I’eau. L'ammoniaque est recueillie dans la solution d'acide borique et dosée par
une solution d’acide sulfurique dilué et de titre bien connu.

On proceéde aux calculs des résultats comme suit:
N (%) =1[0,014*0,1*(V, — V)]*10/ MPE

Avec
MPE: masse de prise d'essai (g),
V: volume d'HCI utilisé pour le dosage blanc,
V,: volume d’HCI a partir duquel I’indicateur vire du vert au rose,
0,1= Titre de la solution d'acide chlorhydrique
0,014 = Poids molaire de I’azote 107

En utilisant I’hypothése que la matiére azotée totale (MAT) provient exclusivement
de protéines contenant 16% de N, et avec le facteur de conversion égal a 6,25, on
obtient:

N (%) = Pourcentage d'Azote
PPT (%) = Pourcentage de Protéine Totale = N (%) * 6,25

- Cendres : L’incinération des échantillons se fait a une température de 550°C.
Les substances organiques sont transformées en H,O et CO, et le reste constitue les
cendres brutes formées d’éléments minéraux (MULTON, 1991).

Une quantité de 5g de graines est mise dans une capsule (creuset) d’incinération
préalablement tarée, puis dans le four a moufle dont la température est réglée a 550°C.
Apres 6 h d’incinération, les capsules, contenant les cendres brutes, sont refroidies et
pesées. La teneur en cendres brutes, TC (%), exprimée en g pour 100 g de maticre
séche, est calculée comme suit :
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Le taux de cendres est alors obtenu comme suit:

TC (%) = [(m; - my)/ (m; - my)] * 100

my : masse du creuset vide
m, : masse du creuset + échantillon (séché a I'é¢tuve a 105°C)
m, : masse du creuset + résidu calciné

- Humidité : La méthode consiste en une dessiccation a 1’étuve de I’échantillon a
une température de 103 £ 2°C. Une quantité¢ de 5g de graines d’haricot dolique traité
est introduite dans une capsule seéche. La farine est par la suite mise a I’étuve a 103 + 2
°C pendant 24h. Des pesées sont effectuées régulicrement toutes les heures jusqu’a
I’obtention d’une masse constante.

La teneur en eau, TE (%), en g pour 100 g d’échantillon, est calculée selon la
formule:

TE (%) = [(m; - my)/ (m; - mg)] * 100

Ou:

m,: masse en g de la capsule vide

m;: masse en g de la prise d’essai et de la capsule avant séchage
m,: masse en g de la prise d’essai et la capsule apres séchage

La teneur en matiere seche, MS (%), en g pour 100g d’échantillon, est ensuite
déduite selon la formule:

MS (%) = 100 — TE (%)

- Glucides : Les glucides sont déduits par les autres éléments pour arriver a 100%. Le
% d'oligo-¢léments est déja inclus dans les cendres.

Taux de Glucides, TG (%) =100 — (PPT + PMG + TC + TE)

- Valeur énergétique : La valeur énergétique a été calculée en tenant compte des
coefficients A’ATWATER (GREENFIELD et SOUTHGATE, 1992) sclon
I’expression suivante :

Valeur Energétique (VE) (Kcal/100g)= (TG *4 + (PPT*4) + (PMG™*9)
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e) Essais de rémanence

Si ’on connait le rapport existant entre 1’insecte et 1’insecticide ainsi que les
facteurs qui affectent cette relation, il est alors possible de limiter le nombre des
traitements insecticides a opérer contre les ravageurs. Pour des raisons de coft, de
salubrité publique et de protection de I’environnement, il est donc souhaitable de
limiter le nombre de traitements pour retarder ou éviter I’apparition de manifestations
de résistance (HAUBRUGE et AMICHOT, 1998). Les graines des légumineuses, a
I’instar de celles du niébé, sont appelées a €tre conservées et protégées pour des
périodes plus ou moins longues, des essais sur la rémanence de chacun des produits
retenus comme ¢€tant potentiellement insecticides apporteront certainement des
indications sur les fréquences des traitements a entreprendre. A cet effet, des tests de
rémanence sont effectués avec des graines de niébé traitées afin de déterminer
Iactivité 1étale sur des périodes allant du 1% au 9™ mois de stockage. Voici les
principales étapes a suivre pour mener a bien cette étude de la rémanence:

= Pour les besoins des tests, il faut placer une quantité suffisante, environ 2kg, de
graines de niébé¢ traitées dans des bocaux en verre convenablement scellés.

= Seuls les traitements vérifiés et reconnus potentiellement efficaces a I’encontre
de C. maculatus, dans les tests par contact, sont utilisés pour étudier leur
rémanence.

= Les graines traitées et conservées depuis une période variant de 1 a 9 mois sont
mises en contact avec les bruches.

= A chacune de ces périodes €coulées depuis la date de traitement, 1’activité
biologique des substances testées et leur persistance sont évaluées sur les
mémes parametres que ceux des tests par contact présentés précédemment en
234 a.

Ces essais sur la rémanence des traitements a I’égard de I'insecte ravageur sont
complétés par 1’évaluation des parameétres agronomiques de V. unguiculata tels que
présentés en 2.3.4 c.
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CHAPITRE 3
ANALYSE DES RESULTATS
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ANALYSE DES RESULTATS

3.1- MESURE DU POTENTIEL INSECTICIDE DES TRAITEMENTS

3.1.1 Tests par Contact
a) Analyse statistique

L'analyse des données, 1'¢laboration des graphes et le calcul statistique ont été
effectués en utilisant le langage R (LAFAYE DE MICHEAUX et al., 2014), un
logiciel de calcul scientifique interactif libre qui posséde une large collection d’outils
statistiques et graphiques. Pour évaluer I'effet insecticide des six traitements (l'acide
oléique, linoléique, stéarique, palmitique, le mélange des 4 acides gras, 1'huile d'olive)
et de la dose utilisée sur les différentes variables (longévité, fécondité, éclosion des
ceufs, descendance de C. maculatus), il est nécessaire de vérifier si les données
obtenues suivent une loi normale. Cet examen permet alors de choisir le test
d'hypothése le plus approprié.

L'analyse des données correspondant aux quatre (04) variables mesurées a montré
qu'aucune d'elles ne suit une loi normale. Cela est d’ailleurs conforté par le test
d’hypothése de Shapiro-Wilks qui donne les p-values ne dépassant guere le seuil de
5% (Tableau 3.1). L'option d'utilisation du test non paramétrique de Kruskall-Wallis
est alors largement soutenue (DAGNELIE, 1975).
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Tableau 3.1: Test de Shapiro Wilks (Paramétres biologiques)

Variable p-value Décision
Longévité 3.550 107  Non-normalité
Fécondité 2.633 10°  Non-normalité

Eclosion des ceufs 8.654 10~ Non-normalité

Descendance 2.707 107" Non-normalité

b) Effet du type de traitement sur les paramétres biologiques de C. maculatus

Le boxplot longévité-type de traitement (Figure 3.1) montre que les différentes
substances utilisées n'agissent pas sur la longévité (exprimée en jours) des adultes de
C. maculatus car les médianes de la longévité sont situées presque sur un méme
plateau de valeurs. Ceci est d'ailleurs confirmé par le test de Kruskall-Wallis avec une
p-value de 6,901 10 > 0,05.

25%des valeurs de chaque cété de la boite [ 50% des valeurs

10

Longévité des adultes (jours)
[ =Y (1]

00 AO Al AS AP MAG Témoin

Traitements

Figure 3.1: Fluctuations des valeurs de la longévité pour les différents traitements

La Figure 3.2 montre que le jeu des données de la fécondité présente clairement
une différence en fonction du traitement (avec une p-value égale a 1,580 102). La plus
petite valeur de la médiane (50) est obtenue dans le traitement a 1’huile d’olive, elle est
suivie de l'acide linoléique et de l'acide oléique et la plus grande valeur (230) est
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affectée a I’acide palmitique et a 1’acide stéarique. La méme tendance a été observée
pour le paramétre éclosion (Figure 3.3) avec une p-value égale a 1,560 10™ ou la plus
grande valeur est affectée a 1’acide stéarique avec 152 ceufs éclos.

m50%des valeurs [ 125%des valeurs de chaque cé6té de la boite

Fécondité

00 AO Al AS AP MAG Témein

Traitements

Figure 3.2: Fluctuations des valeurs de la fécondité pour les différents traitements

Figure 3.3: Fluctuations du nombre d’ceufs éclos pour les différents traitements

Le boxplot Descendance-Type du traitement (Figure 3.4) montre que les 6 produits
testés réduisent d'une maniere trés hautement significative le nombre d'adultes
émergeants chez C. maculatus (p-value égale a 9,444 10™). Le nombre de descendants
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est plus particulierement affecté dans les lots traités avec 1'huile d’olive, le mélange
des 4 acides gras, ainsi que les acides oléique et linoléique.

[50%des valeurs  25%des valeurs de chaque coté de la boite

400

300

Nombre de descendants
[
(=]
(=]

00 AO Al AS AP MAG Témoin
Traitements

Figure 3.4: Fluctuations du nombre de descendants dans les différents traitements

¢) Effet de la dose du traitement sur les paramétres biologiques de C. maculatus

- Sur la longevitée : Le boxplot longévité-dose (Figure 3.5) indique que la
longévité diminue au fur et a mesure que la dose des traitements effectués augmente.
Ceci est confirmé par le test de Kruskall-Wallis avec une p-value = 2,647 10", trés
proche de zéro, ce qui signifie qu'il ya une forte dépendance entre la dose et la
longévite.

En effet, a la plus forte dose (125ul/25g) d'acide oléique et d'acide linoléique, les
bruches vivent moins de 24 h. Un résultat similaire a été enregistré avec 1’huile d’olive
a la dose 400ul/25g. Ces doses correspondent aux doses létales engendrant la mort de
100% des individus. Les doses 1étales (DL50) de ces produits sont 262,4u1/25g pour
I’huile d’olive, 77,5ul/25g pour I’acide oléique et 88,2ul/25g pour 1’acide linoléique
(Annexe X). Cela signifie que ’acide oléique, avec une DL50 plus faible, est plus
actif comparativement a 1’acide linoléique et I’huile d’olive. Par contre, les traitements
avec l'acide stéarique, l'acide palmitique ainsi que le mélange des 4 acides gras ont un
effet moins important sur la longévité des adultes de C. maculatus. Avec les plus fortes
concentrations en acide stéarique (50mg/ml) et en acide palmitique (320mg/ml), nous
avons enregistré une longévité moyenne d’environ 5 jours, ces valeurs différent trés
peu de celle du témoin (6 jours).
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Figure 3.5: Diagramme en boites Longévité/Doses

- Sur la fécondité : Les résultats (Figure 3.6) montrent que le facteur dose agit
d'une maniére trés hautement significative sur le nombre d’ceufs pondus par la bruche
du niébé. Ceci est approuveé par le test de Kruskall-Wallis avec une p-value = 7,363
107", ce qui signifie que la dépendance est forte avec la fécondité.

Dans tous les traitements, la fécondité des femelles est inversement proportionnelle
a la dose et ce, quelque soit la substance utilisée. En effet, pour 1’acide linoléique et
I’acide oléique, le nombre d'ceufs pondus diminue considérablement a partir de la dose
75ul, pour s'annuler a la dose 125ul, car les femelles périssent en moins de 24heures,
avant qu'elles n'arrivent a pondre. Cette tendance est observée dans les traitements
avec I’huile d’olive, a la dose 400ul, ou la ponte est compleétement inhibée. Pour le
reste des traitements, le nombre d'ceufs pondus, a la plus forte dose, reste important, il
est de l'ordre de 85 ceufs/Sfemelles (acide stéarique), 132 ceufs/Sfemelles (acide
palmitique) et 29 ceufs /Sfemelles (mélange).
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Figure 3.6: Diagramme en boites Fécondité/Doses

- Sur ’éclosion des ceufs : Les valeurs des fécondités comparées a celles des
¢éclosions des ceufs (Figure 3.7), montrent que la dose agit également de maniére tres
hautement significative sur la viabilit¢ des ceufs. Ceci est prouvé par le test de
Kruskall-Wallis avec une p-value = 1,136 10", ce qui veut dire qu'il ya une forte
dépendance entre le parameétre éclosion des ceufs et la dose testée. Dans les lots
témoins, le nombre moyen d'ceufs éclos est de 318 (92,8% des ceufs pondus).
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Figure 3.7: Taux de fécondité et d’éclosion des ceufs-Traitements et Doses
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Il est nettement supérieur a celui des lots traités avec les différentes doses et ceci
pour chaque traitement. L'effet le plus marqué est observé a partir de la dose 75ul pour
I’acide oléique et 50ul pour I’acide linoléique, 100ul pour le mélange et 320mg/ml
pour I’acide palmitique.

- Sur la descendance : Les résultats (Figure 3.8) indiquent que toutes les doses
testées réduisent de facon trés significative les émergences de C. maculatus,
comparativement a la série témoin (226,5 adultes). Plus la dose est élevée, plus son
efficacité augmente. Le test de Kruskall-Wallis, avec une p-value trés proche de zéro
(6,060 107"°), indique d'ailleurs cette étroite dépendance avec la descendance.
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Figure 3.8: Diagramme en boites Emergences/Doses

Aucun adulte n’émerge dans les traitements effectués avec 1’acide oléique, I’acide
linoléique ainsi qu'avec le mélange a partir de la dose de 100 pl. A la dose de 200 pl
d’huile d’olive, la survie post- embryonnaire est également nulle.

d) Discussion des résultats des tests par contact

Cette ¢étude a permis de mettre en évidence I’effet insecticide de 1’huile d’olive
(HO), de deux acides gras (I'acide oléique et I'acide linol€¢ique) testés séparément (AO
et AL) et a un degré moindre, du mélange des quatre principaux acides gras de l'huile
d'olive (MAG) a I’encontre de C. maculatus. En effet, les traitements réalisés
réduisent significativement la longévité, la fécondité, le nombre d’ceufs éclos ainsi que
les émergences, au fur et a mesure que la dose des différents traitements augmente.
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Plusieurs travaux ont montré que les huiles végétales ont une activité phytothérapique
similaire et prometteuse a 1’égard des insectes ravageurs des denrées entreposées,
notamment la bruche du niébé (LIENARD er al, 1993; RAMZAN, 1994,
PACHECO et al., 1995; AHMED et al., 1999; KELLOUCHE et al., 2004; NANA
et al., 2014).

Les résultats obtenus font ressortir d’emblée qu’apres traitement des graines de V.
unguiculata, a la dose de 400ul/25g d’huile d’olive et 125 ul/25g d’acide oléique ou
d’acide linoléique, les bruches adultes vivent moins de 24 heures, empéchant ainsi les
femelles de pondre, et aucune émergence n’est enregistrée. La réduction de la durée de
vie des adultes est vraisemblablement due a la toxicité par contact de ces traitements.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par REGNAULT-ROGER et al. (2002)
qui ont mis en exergue l’activité insecticide de certains acides gras tels que 1’acide
oléique en C18 et I’acide undécylénique en C11. DON PEDRO (1990) a ¢galement
mis en évidence ’efficacité des acides ol€ique et linoléique, testés a la dose de 14ml/
kg de niébé, sur la survie et la descendance de C. maculatus. En revanche, PARR et
al. (1998) estiment que 1’acide oléique stimule les pontes de C. maculatus, mais a un
taux élevé, il peut étre dissuasif (déterrant). Les travaux de KELLOUCHE ef al.
(2004) révelent aussi que I’huile d’olive provoque une mortalité totale des adultes de
C. maculatus aprés 2 heures seulement a la dose 0,8 ml/50g de graines de niébé. Par
ailleurs, RAJAPAKSE et VANEMDEN (1997) ont démontré 1’efficacité des huiles
de soja et de ricin (5 et 10 ml/kg de pois chiche) et des huiles de tournesol, de mais,
d’arachide et de sésame (10 ml/kg de haricot) a 1’égard de la bruche du niébé. Ces
traitements réduisent la longévité et les pontes, sans affecter le pouvoir germinatif des
graines. Toujours dans le méme ordre d’idé€es, les travaux de NANA et al. (2014) ont
¢tabli I’activité biocide des huiles de ricin et de coton sur Acanthoscelides obtectus
(Say) (Coleoptera : Bruchidae). En effet, aprés 120 heures d’exposition, ces auteurs
ont noté¢ que la mortalité¢ des adultes était de 99,1% et de 74,1%, a la dose la plus
¢levée (9ml/kg), avec respectivement I’huile de ricin et I’huile de coton. La
suppression totale de la descendance a été obtenue avec les graines traitées avec I’huile
de ricin (9ml/kg). Cependant, OSEKRE et AYERTEY (2002) mentionnent que les
huiles de coco, de palme et de frytol, appliquées aux doses de 4, 6, et 10 ml/kg de
niébe¢, n’affectent pas la longévité, mais réduisent les pontes et les émergences de C.
maculatus.

Plus récemment, la bio-activité de plusieurs huiles végétales a été rapportée par de
nombreux auteurs comme MUSTAFA et ALI (2011), SILVA et al. (2012), UDDIN
et SANUZI (2013), ABDOUL HABOU et al. (2014) et WAHEDI et al. (2015). Ces
huiles présentent des effets trés significatifs sur la mortalité des adultes et sur la ponte
des femelles de C. maculatus et ce particuliecrement aux doses 1 et 1,5ml/10g de
graines de niébé.
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BAMAIYI et al. (2006) ont comparé 1’effet de I’huile d’acajou (Khaya
senegalensis) a celui d’un insecticide (Pirimiphos méthyl) connu pour étre un
insecticide de contact et fumigant pour lutter contre C. maculatus, dans les entrepots
de stockage du niébé. L’huile d’acajou provoque une mortalité totale des adultes au
bout de 24 heures d’exposition et réduit significativement les émergences de la
premiere génération. Sur tous les parametres observés, 1’huile de K. senegalensis a
montré un potentiel insecticide comparable a celui du Pirimiphos méthyl.

Ces traitements de contact sur les bruches adultes induisent la formation d’un film
d’huile qui obture aussi les orifices respiratoires, ou stigmates, privant ainsi 1’insecte
d’oxygene et provoquant son asphyxie. Les observations au microscope €lectronique a
balayage (MEB) montrent clairement ces obstructions des stigmates respiratoires dues
au traitement (Figure 3.9B). La toxicité¢ des acides gras s’exerce par la rupture des
membranes cellulaires, sur la phosphorylation oxydative et sur la cuticule des insectes
(WEINZEIRL, 1998). D’aprées RACCAUD-SCHOELLER (1980), la cuticule de ces
insectes est principalement constituée de chitine qui est un polysaccharide azoté. En
contact avec I’un de ces traitements, HO, AO ou AL, il ya formation d’un polyester de
couleur blanche a la surface de I’insecte qui résulterait probablement de la réaction
entre OH du polysaccharide et I’acide gras (R-COOH).

AccV ~ Spot-Magn_-Det. WD F—— 100 um - AccV Spot Magn Det WD =l I
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A: Stigmates respiratoires chez un adulte de C. B: Stigmates respiratoires chez un adulte de C.
maculatus ayant évolué sur des graines non traitées. maculatus ayant évolué sur des graines traitées.

Figure 3.9: Photographie (MEB) des stigmates respiratoires des adultes de C. maculatus

Concernant I’effet des traitements sur la ponte des femelles, il a été observé une
réduction importante de la fécondité lorsque le dosage augmente et ce quelque soit le
type de traitement. Les résultats sont en accord avec ceux rapportés par OSEKRE et
AYERTEY (2002), KELLOUCHE et al. (2004), ABD EL RAZIK et al. (2013) et
ABDOUL HABOU et al. (2014). La réduction de la ponte, sur les graines de nié¢bé
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traitées, peut étre causée par le dépot d’un film issu des traitements (HO, AO, AL et
MAG) ou par un film formé par les cristaux (AS et AP) sur les graines dont la surface
devient impropre a la ponte, ie, une réduction de 1’adhérence des ceufs. Ces traitements
peuvent également avoir un effet déterrant a I’égard des femelles C. maculatus.
D’apres KELLOUCHE et SOLTANI (2004), la réduction de la fécondité n’est pas
seulement liée a la diminution de la période de ponte ou de survie des femelles adultes
mais elle peut étre aussi la conséquence d’une perturbation du processus de
vitellogenese. AHMED et al. (2001) ont signal¢ une diminution de la fréquence
d’accouplement chez les adultes, de la durée de copulation, de la fécondité et du taux
d’émergence chez Callosobruchus chinensis se développant sur le haricot, variété
azuki, suite a un traitement a 1’huile de neem.

L’huile d’olive, 1’acide oléique, I’acide linoléique et le mélange des 4 acides gras
testés ont manifesté une activité ovicide marquée. Selon CREDLAND (1992) et
LIENARD et al. (1993), cette toxicité s’explique par un mécanisme physique
réduisant 1’adhérence des ceufs sur le tégument des graines et /ou 1’occlusion de leur
micropyle, entrainant ainsi ’avortement des ceufs. Les résultats que nous avons
obtenus confirment les travaux de ces auteurs puisque I’examen, au microscope
¢lectronique a balayage, des ceufs pondus sur des graines déja traitées, permet de
constater un dépdt de produits dans le micropyle situé dans la partie postérieure de
I’ceuf, la voie a travers laquelle se font les échanges gazeux (Figure 3.10B). D’aprés
DON PEDRO (1989), I’activité¢ ovicide serait due également a I’accumulation des
métabolites toxiques qui inhibent 1’activité métabolique des ceufs.
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Figure 3.10: Photographie au MEB de la partie postérieure de 1'ceuf

A: Partie postérieure d'un ceuf de C. maculatus non traité
B: Partie postérieure d'un ceuf de C. maculatus ayant évolué dans un milieu traité avec I’ HO
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Ces quatre traitements entravent ¢également d’une maniére significative le
développement des larves du premier stade de C. maculatus. Durant I’expérimentation,
il a été noté que les L1 meurent sous le chorion de I’ceuf avant de pénétrer dans la
graine. Pour tenter d’expliquer le mode d’action de ces traitements, des examens au
MEB ont été effectués sur ces larves du stade L1. Il ressort que le traitement ne
pénetre pas par les orifices respiratoires mais diffuse a travers la cuticule de la larve
néonate. La Figure 3.11B montre la présence de taches d’huiles sur certaines parties
du corps de la larve. Une telle activité larvicide des huiles végétales et de leurs
principaux constituants sur cet insecte a été également signalée par SECK (1994) ainsi
que KELLOUCHE et al. (2004).
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A (a gauche) : Larve du 1% stade ayant évolué sur une B (a droite) : Larve du 1 stade ayant évolué sur une
graine de niébé non traitée graine de niébé traitée

Figure 3.11 : Photographie au MEB du premier stade larvaire de C. maculatus

Dans les lots traités, la réduction des émergences chez C. maculatus peut étre une
conséquence de la réduction de la ponte, et des effets ovicide et larvicide des produits
testés. D’aprées KELLOUCHE (2005), la réduction des descendants de la premicre
génération de C. maculatus est supérieure a 90% dans les traitements réalisés avec
I’huile d’olive de 17 et 2™ pression. RAMZAN (1994) a rapporté également que les
traitements des graines de Vigna radiata, avec les huiles issues des graines de coton,
tournesol, arachide, soja, moutarde (dose = 30ml/kg) inhibent complétement
I’émergence des adultes de la bruche du niébé.

Le mélange des quatre acides gras réduit significativement les pontes, I’éclosion des
ceufs et la population des descendants de la premicére génération. Ceci pourrait se
traduire par I’existence d’une activité synergique ou méme additive entre les différents
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acides gras de I’huile d’olive, le méme constat a été rapporté par LIENARD et al
(1993).

La faible activité des acides stéarique et palmitique, dilués dans 1’éthanol, sur tous
les paramétres biologiques ¢étudiés, comparativement au reste des traitements,
s’expliquerait par leur solidification et/ou cristallisation rapide sur les graines apres
évaporation du solvant. Ce phénomene a ét¢ remarqué par DON PEDRO (1990) en
testant 1’acide laurique dilué dans I’acétone contre C. maculatus.

e) Conclusion sur les résultats des tests par contact

Les résultats fournis dans les tests par contact permettent de mettre en évidence
I’activité insecticide de I'huile d'olive et des principaux acides gras qu’elle contient,
notamment [’acide oléique et 1’acide linoléique, en affectant I’ensemble des
parametres biologiques de C. maculatus. Le traitement a l'huile d'olive présente en
plus un avantage d'étre disponible et moins coliteux aux fermiers. L'huile d'olive est
¢galement caractérisée par une faible toxicité et une biodégradabilité avérée qui offrent
une certaine assurance sur le plan sanitaire et environnemental. [’acide oléique
présente également un intérét grandissant au vu de son prix accessible, ce qui n’est pas
le cas de I’acide linoléique, un produit connu pour étre trés onéreux. En conclusion, les
traitements a base d’huile d’olive et d’acide oléique peuvent faire objet d’autres tests
afin de confirmer ce potentiel insecticide a 1’égard de la bruche du niébé.

3.1.2 Tests sur les larves évoluant dans les graines de niébé (Effet curatif)

Malgré D’existence d’une activité insecticide des traitements avec de 1’acide
linoléique, le choix est porté sur les traitements a base d’huile d’olive et de 1’acide
oléique et ce pour des considérations économiques. Des essais complémentaires sur
I’effet de ces produits retenus sur les larves contenues dans des graines préalablement
infestées ont été entrepris. Ainsi, ces tests sont réalisés afin d’évaluer les effets des
traitements sur I’évolution des stades larvaires cachés de C. maculatus.

Les résultats du dénombrement des individus émergés sont soumis a une analyse de
la variance a deux facteurs (Dose, Stade larvaire). Lorsque cette analyse montre des
différences significatives, elle est complétée par le test de NEWMAN et KEULS au
seuil P=5% (Logiciel, Stat box, Version 6.40).
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a) Traitement avec I’huile d’olive (HO)

Les résultats obtenus montrent que le nombre d’adultes émergés (viabilité post
embryonnaire) diminue avec I’augmentation de la dose d’huile d’olive (Figure 3.12).
Cette diminution est plus prononcée pour les larves L1 et L3 pendant que les larves L4
sont toujours plus résistantes au traitement. En effet, a la dose 400ul, le nombre
d’adultes émergeants, quand le traitement intéresse le premier stade larvaire, est de 6
adultes/50 ceufs éclos (14,4%, comparativement au témoin). Le nombre de
descendants a atteint 25 (59%, comparativement au témoin) dans les traitements des
graines abritant des larves agées (L.4).

Figure 3.12 : Nombre d’adultes de C. maculatus émergés dans les traitements a base d’huile
d’olive (HO) des graines infestées par les différents stades larvaires

L’analyse de la variance montre que les deux facteurs (dose et stade larvaire)
agissent de facon trés hautement significative sur le nombre d’adultes émergés. Il en
est de méme pour I’interaction des deux facteurs (p =3 10°) (Tableau 3.2).




Chapitre 3 : Analyse des Résultats

Tableau 3.2: Résultats de I’analyse de la variance (seuil de 5%) de I’effet de I’huile d’olive (HO)
sur la viabilité post embryonnaire de C. maculatus

S.C.E. DDL C.M. Test F Proba E.T. C.V.
Var. Totale 9033.732 59 153.114
Var. Facteur 1 7585.732 4 1896.433 185.118 0.00001
(Dose)
Var. Facteur 2 480.132 2 240.066 23.434 0.00001
(Stade larvaire)
Var. 506.868 8 63.359 6.185 0.00003
Inter F1*F2
Var. 461 45 10.244 3.201 10.41%
Résiduelle 1

Le test de NEWMAN ct KEULS, au scuil de 5%, classe le facteur dose dans 4
groupes homogenes (a, b, ¢ et d). Le groupe d contient la dose 400ul qui engendre le

nombre moyen d’adultes émergés le plus faible (13,083 = 2,808) (Tableau 3.3).

Tableau 3.3: Résultats du test NEWMAN et KEULS, au seuil de 5%, concernant 1’effet de 1’huile
d’olive (HO) suivant le facteur dose sur la viabilité post embryonnaire de C. maculatus

F1 (Dose) Libelles. Moyennes Groupes
Homogénes
1.0 0.0 pl 42.167£2.056 a
2.0 100 pl 40.750+2.251 a
3.0 200 pl 35.250+2.726 b
4.0 300 pl 22.417+4.159 c
5.0 400 pl 13.083+2.808 d

Pour le facteur 2 (stade larvaire), le test classe les résultats dans 2 groupes
homogenes a et b, les larves adgées (a) sont moins sensibles aux traitements que les
larves L1 et L3 (b) (Tableau 3.4).
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Tableau 3.4: Résultats du test NEWMAN et KEULS, au seuil de 5%, concernant 1’effet de I’huile
d’olive (HO) suivant le stade larvaire traité sur la viabilité post embryonnaire de C. maculatus

F2 (Stade Libelles Moyennes Groupes
Larvaire) Homogénes
3.0 L4 34.7+1.980 a
2.0 L3 29.2+2.412 b
1.0 L1 28.3+3.818 b

Pour I’interaction entre les deux facteurs, 5 groupes homogenes (a, b, ab, ¢ et d)
sont mis en évidence. Le groupe (a) regroupe le nombre moyen d’adultes émergés le
plus élevé. Par contre le groupe (d) réunit les deux moyennes les plus faibles (8,00 et
6,25) obtenues a la dose 400ul d’huile d’olive en traitant respectivement les L3 et L1
(Tableau 3.5). L’interaction dose — stade larvaire révele que les larves L1 et L3 sont
plus sensibles aux traitements que les L4.

Tableau 3.5: Résultats du test NEWMAN et KEULS, au seuil de 5%, concernant 1’effet de I’huile
d’olive (HO) suivant I’interaction dose-stade larvaire sur la viabilité post embryonnaire de C.
maculatus

F1*F2 Libelles Moyennes Groupes
Homogénes
2.0*3.0 100 pl*L4 43.00+2.449 a
1.0%3.0 0.0 nl*L4 42.50+2.082 a
1.0%2.0 0.0 nul*L3 42.254+3.096 a
1.0%1.0 0.0ul*L1 41.75+1.258 a
2.0*1.0 100pI*L1 39.75+3.304 ab
2.0*2.0 100p1*L3 39.50£1.291 ab
3.0%3.0 200u1*L4 37.25+£2.217 ab
3.0*2.0 200u1*L3 35.00+2.449 b
3.0%1.0 200u1*L1 33.50+4.041 b
4.0*3.0 300ul*L4 25.75+2.872 c
5.0*3.0 400pl1*L4 25.00+1.155 c
4.0*2.0 300ul*L3 21.25+1.708 c
4.0*1.0 300ul*L1 20.25+7.228 c
5.0%2.0 400u1*L3 08.00+4.082 d
5.0*1.0 400pl1*L1 06.25+3.304 d
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b) Traitement avec ’acide oléique (A0)

La Figure 3.13 montre que la dose 100ul est la plus efficace comparativement aux
autres doses. En effet, en utilisant un traitement a base d’acide oléique (AQ) avec une
dose de 100ul, une diminution du nombre de descendants a été observée et ce quel que
soit le stade larvaire traité. Avec cette dose, les larves L1 ont été plus sensibles au
traitement comparativement aux L3 et L4.

WLl mL3 mL4

-

emerges

-

Nombre d'adultes

Témoin 25 50 75 100

Doses d'acide oléique (AO) en (ul)

Figure 3.13: Nombre d’adultes de C. maculatus émergés apres traitement avec I’acide oléique
(AO) des différents stades larvaires

L’analyse de la variance a révélé que les deux facteurs (dose et stade larvaire)
agissent de facon trés hautement significative (p = 0 pour la dose et p = 4,3 10™ pour le
stade larvaire) sur le nombre d’adultes émergés. L’interaction entre ces deux facteurs
est considérée comme étant hautement significative (p = 2,26 107) (Tableau 3.6).
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Tableau 3.6: Résultats de I’analyse de la variance (seuil de 5%) de I’effet de 1’acide ol¢ique (AO)
sur la viabilité post embryonnaire de C. maculatus

S.C.E. DDL C.M. Test F Proba E.T. C.V.
Var. Totale 3226.983 59 54.695
Var. Facteur 1 2434.566 4 608.642 71.746 0.00001
(Dose)
Var. Facteur 2 160.633 2 80.316 9.468 0.00043
(Stade larvaire)
Var. 250.034 8 31.254 3.684 0.00226
Inter F1*F2
Var. 381.750 45 8.483 2913 7.94%
Résiduelle 1

Le test de NEWMAN ct KEULS, au scuil de 5%, classe le facteur dose dans 4
groupes homogenes (a, ab, b et c¢). Le groupe ¢ contient la dose 100ul qui engendre un
nombre moyen d’adultes émergés le plus faible (24,417 + 4,208). Le lot témoin

appartient au groupe a avec un effectif de descendants de 42,000 = 0,879 (Tableau
3.7).

Tableau 3.7: Résultats du test NEWMAN et KEULS, au seuil de 5%, concernant 1’effet de I’acide
oléique (AO), suivant le facteur dose, sur la viabilité post embryonnaire de C. maculatus

F1 Libelles Moyennes Groupes
Homogénes

2.0 0.0 pl 42.000+0.879 a

1.0 25 ul 40.917+1.422 a

3.0 50 pl 39.167+1.966 ab

4.0 75 pl 36.917+£3.216 b

5.0 100 pl 24.417+4.208 c

Pour le facteur 2 (stade larvaire), le test classe les résultats en 2 groupes homogenes

a et b, les larves de premier stade sont plus sensibles au traitement que les larves plus
agées (L3 et L4) (Tableau 3.8).
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Tableau 3.8: Résultats du test NEWMAN et KEULS, au seuil de 5%, concernant 1’effet de I’acide
oléique (AO) suivant le stade larvaire traité, sur la viabilité post embryonnaire de C. maculatus

F2 Libelles Moyennes Groupes Homogénes
3.0 L4 38.150+3.078 a
2.0 L3 37.500+1.732 a
1.0 L1 34.400+2.760 b

Concernant I’interaction entre les deux facteurs, I’analyse dévoile I’existence de six
groupes homogenes (a, ab, b, ¢, d et ). Le groupe e comprend le nombre moyen
d’adultes émergés le plus faible qui est de 18,250 + 5,123. Les L1 sont plus sensibles
au traitement a I’acide oléique que les L3 et les L4 et ceci quelque soit la dose utilisée
(Tableau 3.9).

Tableau 3.9: Résultats du test NEWMAN et KEULS, au seuil de 5%, concernant 1’effet de I’acide
oléique (AQO) suivant I’interaction dose-stade larvaire sur la viabilité post embryonnaire de C.
maculatus

F1*F2 Libelles Moyennes Groupes
Homogénes
2.0*3.0 25ul*L4 43.50+.0.577 a
2.0*2.0 25ul*L3 42.25+0.957 a
1.0%2.0 0.0pl*L3 42.25+0.957 a
1.0%1.0 0.0ul*L1 41.75+1.258 a
3.0%3.0 S50ul*L4 41.50+1.732 a
2.0*1.0 25ul*L1 40.25+1.258 ab
4.0*2.0 75ul*L3 39.254+2.986 ab
1.0%3.0 0.0ul*L4 38.75+2.217 ab
3.0%2.0 S50ul*L3 38.75+1.893 ab
3.0*1.0 S0ul*L1 37.25+2.754 ab
4.0*3.0 75ul*L4 37.00+2.449 ab
4.0*1.0 75ul*L1 34.50+4.796 b
5.0*3.0 100p1*L4 30.00+5.831 c
5.0%2.0 100p1*L3 25.00+2.160 d
5.0*1.0 100pI*L1 18.2545.123 €
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¢) Effets de I’huile d’olive et de I’acide oléique

D’apres les résultats obtenus, la viabilité post embryonnaire est élevée dans les lots
témoins, elle varie de 77,5% a 85%. Par contre, en présence de 1’huile d’olive et de
I’acide oléique, le développement des différents stades larvaires est sérieusement
affecté. L’effet des traitements varie selon le stade de développement visé, les larves
L1 semblent plus sensibles que les L3 et les L4. Les deux substances testées se sont
révélées tres toxiques a I’égard des larves de C. maculatus, du fait d’'une diminution
tres significative du nombre d’adultes émergés. Les doses 400ul d’huile d’olive (HO)
et 100ul d’acide oléique (AQO) sont les plus efficaces et ce quelque soit le stade
larvaire traité.

Les jeunes larves sont localisées dans des galeries périphériques, au voisinage du
tégument traité, contrairement aux larves agées qui s’enfoncent plus profondément
dans la graine (NYAMADOR et al., 2010). Le traitement peut en effet diffuser a
travers la cuticule ou les stigmates respiratoires provoquant 1’asphyxie de la larve.
MUSHOBOZY et al. (2009) ont rapporté que les acides gras insaturés, présents
amplement dans les huiles de palme et de ricin, pénétrent dans la testa (tégument) et
s’accumuleraient dans les cotylédons de la graine du haricot commun (Phaseolus
vulgaris) et développeraient un effet larvicide a I’égard de Zabrotes subfasciatus
(Boheman) (Coleoptera : Bruchidae).

La viabilité post embryonnaire diminue au fur et a mesure que la dose du traitement
augmente. Cette diminution est tres prononcée chez les stades larvaires L1 et L3. Les
larves L4 semblent moins sensibles. Mais, cette faible sensibilité a ces traitements peut
trouver une explication dans la diffusivité plus lente des substances a travers les
graines, et I’exosquelette de la L4 est aussi plus résistant. En utilisant les huiles
essentielles, certains auteurs ont rapporté cette tendance, ils ont montré que le
tégument et les cotylédons des graines de niébé constituent une barriere mécanique qui
freinerait la pénétration des vapeurs a I’intérieur des graines (REGNAULT-ROGER
et al., 2002; JOHNSON et al., 2006 et HEDJAL-CHEBHEB, 2014). REGNAULT-
ROGER et al. (2002) et NYAMADOR et al. (2010) rajoutent que 1’exposition des
individus intra-granaires, notamment les L4 aux vapeurs des huiles essentielles
provoquerait chez ces derniéres I’activation du systeme de défense de type
enzymatique pour la détoxification par le Glutathion-S-Transferase (GST) susceptible
d’accroitre la résistance des larves.

d) Conclusion

L’huile d’olive et son principal constituant, 1’acide oléique, ont montré un potentiel
larvicide intéressant sur les larves de C. maculatus évoluant a I’intérieur des graines de
niébé. En effet, ces deux produits ont affecté¢ la viabilit¢ post embryonnaire de la
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bruche et ce quelque soit le stade larvaire ciblé. Quand les traitements sont appliqués
sur les stades L1 et L3, les larves n’arborent qu’une légere résistance au point ou le
nombre d’adultes émergés diminuerait significativement, particuliecrement a fortes
doses. Au vu des résultats obtenus, ces deux substances pourraient donc constituer des
bio-pesticides a envisager pour les grains infestés dans les entrepdts de stockage.

3.2- IMPACT DES TRAITEMENTS SUR LES GRAINES DE NIEBE

3.2.1 Pertes en poids et faculté germinative

L'analyse des données correspondant aux deux variables mesurées a dévoilé
qu'aucune d'elles ne suit une loi normale. Cela est d’ailleurs soutenu par le test
d’hypothése de Shapiro-Wilks qui donne les p-values ne dépassant guere le seuil de
5% (Tableau 3.10). Le choix d'utiliser le test non paramétrique de Kruskall-Wallis
est alors approuvé (DAGNELIE, 1975).

Tableau 3.10: Test de Shapiro Wilks (Parametres agronomiques)

Variable p-value Décision
Pertes en poids 1.009 10*  Non-normalité
Germination 1.381 107 Non-normalité

a) Pertes en poids

Les pertes en poids des graines de niébé sont exprimées en %, le boxplot pertes en
poids-type de traitement (Figure 3.14) montre que tous les traitements les réduisent de
facon significative (p-value = 1,163 107), elles sont causées par les larves de la
premiere génération. Les pertes en poids des graines de V. unguiculata sont presque
nulles, en effet, elles concernent les graines traitées avec de I’huile d’olive, 1’acide
oléique, I’acide linoléique, le mélange des acides gras et a un degré moindre I’acide
stéarique et 1’acide palmitique. Mais en analysant les résultats, nous constatons que le
facteur dose est prépondérant dans tous les traitements, ce qui est d’ailleurs traduit par
la valeur de p-value (9,265 10™) voisine de zéro. Les traitements avec ’huile d’olive (a
partir de la dose 200ul), I’acide oléique (100 ul), I’acide linoléique (125ul) et le
mélange des acides gras (100 pl), protégent totalement les graines des pertes en poids
(0%). 11 est a noter que dans les graines traitées avec 1’acide stéarique et 1’acide
palmitique, a des doses ¢élevées (respectivement 50mg/ml et 320mg/ml), les larves de
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la premiére génération provoquent des pertes allant de 5 a 7%, celles-ci restent assez
faibles, comparativement a celles subies par les graines non traitées (27,5%).
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Figure 3.14: Pertes en poids (%) en fonction du type de traitement

Ces résultats sont en accord avec ceux de HOSSAIN et al. (2014) qui ont signalé
que les huiles de neem, castor, sésame et karanja, a la dose 4 ml/kg, permettent une
protection totale des graines de pois chiche. Un traitement a base d’huile de palme, a
raison de 5ml/kg de niébé, a manifesté une action protectrice importante dans la
préservation du poids des graines a 1’égard des attaques de C. maculatus. 1l a permis,
en effet de réduire a moins de 4,5% le taux de destruction des graines apres trois mois
de stockage (MUKENDI et al., 2013). Pour AHMED et al. (1988), les graines de
Vigna radiata traitées avec les huiles de moutarde et d’olive sont préservées presque
totalement et ce apreés quatre mois d’entreposage.

b) Faculté germinative des graines traitées

Le boxplot taux de germination-type de traitement (Figure 3.15) révele que tous les
traitements ont un effet trés hautement significatif (p-value = 1,301 10™) sur la
préservation de la capacité germinative des graines de V. unguiculata. Un taux de
germination de I’ordre de 100% est observé pour les grains traités avec 1’huile d’olive
et avec le mélange des 4 acides gras. Dans le reste des traitements, la faculté
germinative est en revanche affectée avec des taux variant de 10 a 90%.
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L’observation des résultats (Figure 3.15) montre que la dose agit d’'une maniére tres
hautement significative sur le pouvoir germinatif des graines traitées puisque la p-
value est de 1,432 107", Les traitements avec 1’huile d’olive et avec le mélange des 4
acides gras assurent une germination totale (100%) des graines et ce quelque soit le
dosage utilisé. Avec les acides linoléique et oléique, des taux de germination allant de
86 a 100% sont également enregistrés a partir de la dose 75 ul/25g, comparativement
au témoin infesté (38%). La perte de la faculté germinative du lot témoin est en grande
partie attribuée a la forte infestation par la bruche.
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Figure 3.15: Taux de germination (%) en fonction du type de traitement

La préservation de la viabilité germinative, observée chez les graines traitées avec
de I’huile d’olive, est un résultat qui corrobore ceux obtenus avec d’autres huiles
veégétales par certains auteurs tels que KELLOUCHE et al. (2004), BAMAIYI ef al.
(2006), UDO (2011) sur le niebé, MUSHOBOZY et al. (2009) sur I’haricot commun
et IBRAHIM (2012) et HOSSAIN et al. (2014) sur le pois chiche. Néanmoins,
CARDET et al. (1998) ont signalé que 1’huile d’arachide, méme si elle présentait un
potentiel phytosanitaire permettant de protéger les graines d’Acacia nilotica et
d’Acacia raddiana (Fabaceae), affecte sérieusement leur pouvoir germinatif. Cette
chute du potentiel germinatif est expliquée par la présence en abondance de lipides
insaturés dans les huiles d’arachide qui s’accumuleraient dans les cotylédons et
perturberaient le développement de I’embryon du spermatophyte. En 1981, YUN TAI
et BURKHOLDER avaient déja not¢ que des traitements a base d’huiles végétales
(coton, soja, mais et arachide) affectent la germination des graines de blé.
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3.2.2 Valeur nutritive des graines traitées

a) Indice de peroxyde

La valeur de I’indice de peroxyde obtenue est conforme a la norme internationale
(COI, 2015) (< 20meq Oy/kg) (Tableau 3.11). Ce résultat reste constant durant une
période de conservation allant jusqu’a 3 mois (moins de 13meq O,/kg).

L’TP nous renseigne sur le degré d’oxydation d’un corps gras par formation des
composés primaires (peroxydes et hydro-peroxydes) et des composés secondaires
volatils ou non (cétones, aldéhydes). Ce phénomene d’oxydation constitue le probléme
majeur des corps gras, il déprécie leur qualité¢ et diminue leur valeur marchande.
SEKOUR (2012) a rapporté que les processus de dégradation des lipides sont liés aux
conditions de cueillette, de récolte, de conservation des olives (température et lumicre)
et au mode d’extraction de I’huile.

Tableau 3.11: Evolution de I’indice de peroxyde de I’huile d’olive testée dans le temps

N IP (meq d’ O,/kg

(Nbre d’échantillons) Date d’huile) Norme Internationale
3 At=0 12.00 + 0,03 <20meq d’0O; actif/ kg
3 A t = 1mois 11.98 + 0,27 < 20meq d’0; actif/ kg
3 A t = 2mois 12.78 £ 0,18 < 20meq d’O; actif/ kg
3 A t = 3mois 12.35 £ 0,27 < 20meq d’0; actif/ kg

b) Caractéristiques nutritionnelles des graines traitées et non traitées

La composition nutritionnelle des graines de niébé (traitées a I’huile d’olive et non
traitées) a été déterminée sur des échantillons conservés pendant une période de trois
mois. Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 3.12.

Les données recueillies sur des graines de niébé (traitées a I’huile d’olive et non
traitées) ont été analysées en utilisant le langage R. La comparaison des moyennes a
¢été effectuée par le test de Student. Les différences sont significatives lorsque P< 0.05.
Les résultats obtenus sur les teneurs en protéines, en glucides et en cendres indiquent
qu’il n’y a pas de différences notables entre les graines ayant subi le traitement a
I’huile d’olive et les graines des lots t¢émoins. En revanche, les résultats des teneurs en
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matiéres grasses, des valeurs énergétiques et des teneurs en eau révelent des
différences significatives pour les lipides et les valeurs énergétiques et des différences
trés hautement significative pour I’humidité.

Tableau 3.12: Composition nutritionnelle des graines de niébé saines et traitées a 1’huile d’olive
apres 3 mois de conservation

Parametres N Graines Graines traitées

saines

Matiéres grasses % 4.39+0.63 4.97 +0.58
Protéines % 22.94 +£0.82 23.62 +0.73
Cendres % 3.61 £0.32 3.64 £0.28
Humidité % 11.12+0.78 10.42 £0.85
Glucides % 57.36 +1.23 57.93 +£1.54
Valeur énergétique
(kcal/100g) 365.93 365.71

La caractérisation biochimique de tous les échantillons de niébé a révélé que les
graines conservées pendant trois mois sont riches en protéines avec des taux de
22,94% (lots non traités) et 23,62% (lots traités). Les teneurs obtenues sont
comparables a celles de MEBDOUA (2011) observées sur six variétés de niébé
cultivées localement, en Algérie. Ces taux élevés confirment bien la richesse des
légumineuses en protéines. Selon ALZOUMA (1995), le taux de protéines des
légumineuses, notamment le niébé, se situe bien entre 20 et 25%, avec des variations
de teneur qui pourraient étre liées a la nature des sols, aux variétés cultivées et aux
types de traitements réservés aux cultures (utilisation d’engrais, rotations,...). De plus,
ces résultats révelent I’absence d’impact du traitement a 1’huile d’olive sur la teneur en
protéines des graines sur une période de conservation de trois mois (p-value = 5,059
107).

Le méme commentaire peut étre porté sur les teneurs en glucides (p-value = 6,783
107%) avec des valeurs de 57,36% (lots non traités) et 57,93% (lots traités). Ces
proportions se rapprochent d’ailleurs de celles de MEBDOUA (2011) qui a obtenu des
teneurs en glucides variant de 52,88% a 59,03% avec six variétés de niébé analysées.
Ces glucides sont principalement concentrés sous forme d’amidon au niveau de
I’endosperme (graines) en association avec des protéines de réserve (HUANG et al.,
2007). Pour les maticres grasses, elles sont présentes dans les lots traités et non traités
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avec des valeurs variant de 4,4% a 5%, comme pour la plupart des lIégumineuses. Ces
valeurs sont proches de celles rapportées par KOKO et al. (2016). La comparaison des
moyennes (test de Student) a révélé un effet significatif du traitement sur la teneur en
lipides des graines (p-value = 3,286 107).

La valeur énergétique de la plupart des I€égumineuses (pour 100 g de graines) est
généralement comprise entre 300 et 540 kcals. Cette énergie est trés souvent
indispensable pour tous les processus métaboliques. Elle provient essentiellement de
I’apport des protéines, des lipides et des glucides (DIALLO KOFFI et al., 2015). Les
valeurs enregistrées avec les graines de niéb¢ utilisées dans cette étude sont de 1’ordre
de 365 kcals (lots traités ou non traités), ce qui illustre la bonne qualité de la
légumineuse. Cette qualité n’est nullement affectée par le traitement utilisée.

En outre, les graines de niébé contiennent des taux de cendres dont la teneur est
sensiblement la méme pour les graines saines (3,61%) et les graines traitées (3,64%).
Les graines étudiées ont des concentrations statistiquement identiques (p-value = 3,499
10™"). Ces valeurs sont trés proches de celles rapportées par MEBDOUA (2011) qui a
obtenu des teneurs comprises entre 3,41% et 3,97% sur des graines locales. En
revanche, HOUINSOU ef al. (2014) ont trouvé des valeurs de I’ordre de 4,17% a
4,71%, traduisant leur richesse en ¢léments minéraux. Il est également relevé une
humidité moyenne de 11,12% chez les graines saines et 10,42% chez les graines
traitées. Un effet teneur en eau hautement significatif existe entre les graines traitées et
celles non traitées (p-value = 1,629 10°). Les teneurs en eau obtenues correspondent a
la norme requise pour le stockage des graines (10 a 11%) (BORGET, 1989). De
faibles teneurs en eau présentent des avantages sur la durée de stockage en permettant
une bonne conservation par I’inhibition du développement microbien, le blocage ou le
ralentissement des réactions d’oxydation et enzymatique, source de détérioration des
graines (COMELADE, 1990).

Au vu des indicateurs de qualité étudiés, la graine traitée avec de 1’huile d’olive et
conservée pendant 3 mois conserve ses qualités nutritives. Ainsi, I’huile d’olive est un
produit qui peut étre proposé comme bio insecticide pour protéger les graines de niébé.
Elle pourrait constituer une alternative efficace, aux produits de synthése, dans la
conservation de cette légumineuse qu’il faut confirmer avec d’autres investigations
plus approfondies.
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3.3- REMANENCE DES TRAITEMENTS

La rémanence est la propriété d’un produit phytosanitaire a rester efficace dans le
temps apres son application. Une rémanence longue réduit en effet les risques de ré-
infestation en provenance de I’extérieur ou par une nouvelle génération apres
utilisation de la substance contre les parents du ravageur.

Dans cette partie, la rémanence de I’huile d’olive et de I’acide oléique a été
examinée. L huile d’olive et I’acide oléique ont été sélectionnés comme étant les bio-
pesticides efficaces, aux doses respectives de 400ul et 125ul, dans notre investigation.
A cet effet, le potentiel insecticide de ces produits aux doses appropriées a €té évalué
sur des périodes allant de 1 a 9 mois apres leurs applications.

3.3.1 Rémanence de I’huile d’olive et de I’acide oléique a I’égard de C. maculatus
L’examen des données correspondant aux cinq variables (longévité, fécondité,
éclosion, descendance et germination) ne suivent pas une loi gaussienne. De plus, cela

est soutenu par I’hypothése de Shapiro Wilks (Tableau 3.13). En raison de 1’absence
de normalité, le test non paramétrique de Kruskall-Wallis a été choisi.

Tableau 3.13: Test de Shapiro Wilks (Rémanence des traitements)

Variable p-value Décision
Longévité 2.290 10" Non-normalité
Fécondité 4861 10°  Non-normalité
Eclosion 1.713 103 Non-normalité
Descendance 1.548 107! Non-normalité
Germination 1.640 10°  Non-normalité

a) Sur la longévité

L’analyse de la variance a révélé une influence significative, au seuil de 5%, du
traitement et de sa durée (avant infestation) sur la longévité de C. maculatus (p-value
=4,277107).

La Figure 3.16 révele que les traitements préalables des graines avec 1’huile d’olive
et ’acide oléique réduisent de fagon hautement significative la longévité des bruches
adultes, qui vivent en effet moins de 24 heures (groupe b). Par contre, I’efficacité de
ces traitements a considérablement diminué a partir du 1% mois aprés leurs
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applications. Cette inefficacité persiste sur toutes les autres périodes d’infestation et ce
jusqu’au 9°™ mois (groupes a et ab), la longévité des adultes atteint environ 6 jours,
une valeur trés proche de celle du témoin (sans traitement) (Voire Annexe V).
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Figure 3.16: Remanance deas traitements sur la longevite des adultes de O miaculatis
b) Sur la fécondité

Les deux substances (huile d’olive et acide oléique) réduisent de fagon tres
hautement significative la fécondité des femelles de C. maculatus. Ceci est d’ailleurs
approuvé par le test Kruskall-Wallis avec p-value = 1,034 10™.

La Figure 3.17 montre I’évolution de la fécondit¢ moyenne des adultes (5
femelles) de C. maculatus en fonction de la période aprés traitement des graines
exposées. La fécondité¢ des femelles mises en contact avec des graines fraichement
traitées (a I’instant initial) est trés affectée avec une inhibition totale des pontes
(groupe c). Méme si I’oviposition a repris quelque peu chez les femelles placées sur
des graines traitées depuis 1 a 9 mois, la fécondité des bruches reste tout méme
affectée par les traitements préalables comparativement aux témoins (372,75) (groupe
a). Au 1% mois, le nombre d’ceufs pondus par les femelles de C. maculatus atteint
205,75 (groupe abc) et 275 (groupe ab) sur les graines traitées avec 1’huile d’olive et
I’acide oléique, respectivement (Voire Annexe VI).
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¢) Sur le taux d’éclosion (taux de survie embryonnaire)

Les résultats (Figure 3.18) montrent que les facteurs traitements et durée de
traitement agissent d’une maniére tres significative sur le nombre d’ceufs éclos. Ceci
est approuvé par le test Kruskall ~-Wallis avec une p-value = 1,271 107
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Figure 3.18: Remanence des traitements sur le taux d'eclosion des ozufs de

maculais

En effet, comme le montre la Figure 3.18, les 2 substances testées réduisent tres
significativement, voire annulent (0 mois), le taux d’éclosion des ceufs de C.
maculatus pondus sur des graines traitées récemment (groupe i). Une faible survie
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embryonnaire a été tout de méme observée sur les graines ayant subi des traitements a
I’huile d’olive (jusqu’a 9 mois) avec un taux d’éclosion de 1I’ordre de 35%, un taux qui
reste en dessous des 78% du lot témoin (groupe a). Par contre, dans les lots traités avec

9éme

I’acide oléique, les taux de survie embryonnaire sont plus élevés, 75% au mois

apres traitement (groupe ab) (Annexe VII).

d) Sur la descendance

L’analyse de la variance montre une différence d’activit¢é trés hautement
significative pour I’interaction entre les deux facteurs (traitement et temps) sur le
nombre de descendants de C. maculatus (p-value = 6,985 10™'7).

La Figure 3.19 montre qu’aucune descendance de la population F1 n’est observée
ou enregistrée dans les lots traités a 1’huile d’olive et ce quelque soit la période ou les
bruches étaient mises en contact avec les graines. Cette efficacité se traduit par une
inhibition totale de I’émergence d’une nouvelle génération de C. maculatus, et elle
persiste sur une durée de traitement pouvant aller jusqu’a 9 mois (groupe f). Dans les
lots traités a 1’acide oléique, la descendance reste faible avec des effectifs variant de 40
a 80 adultes (192,75 dans le lot témoin appartenant au groupe a). La plus faible
descendance est enregistrée au 9™ mois (groupe ¢) (Annexe VIII).
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Figure 3.19: Ré¢mancnece des traitements sur la descendance des adultes de
C. maculatits
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3.3.2 Effet rémanent de I’huile d’olive et de I’acide oléique sur la germination
des graines de niébé

Il apparait une différence trés significative entre le taux de germination des graines
traitées avec 1’huile d’olive et I’acide oléique selon les temps €coulés apres traitement
et celui des graines des lots témoins (p-value = 8,529 10”).

Lorsque les graines de V. unguiculata sont soumises a un traitement récent, a I’huile
d’olive et a I’acide oléique, leur faculté¢ germinative est préservée (groupe a). Avec
I’huile d’olive, le pouvoir germinatif des graines est maintenu méme quand le temps
apres traitement des graines est de 1 mois, 2 mois, et ce jusqu’a 9 mois (groupes a et
ab). Aprés 1 mois de traitement, a 1’acide oléique, et au-dela (groupes bc, cd et d), les
graines de niéb¢é perdent par contre environ 34% de leur potentiel germinatif, une
perte qui dépasse méme celle du lot témoin (25%) (Figure 3.20). Dans I’Annexe IX
sont consignés les groupes homogenes relatifs a I’interaction des deux facteurs.
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Figure 3.20: Effzt remanent des trartements sur la germination des graines d=
I ungincalara

3.3.3 Discussion des résultats des tests de rémanence

L’huile d’olive et I’acide oléique ont révélé, de maniere trés significative, leur effet
insecticide sur des graines fraichement traitées. En effet, la longévité des adultes, la
fécondité des femelles, le taux d’éclosion des ceufs et la descendance de C. maculatus
sont tres affectés aux doses de 400ul pour I’huile d’olive et 125ul pour 1’acide
oléique. De plus, ces substances conferent sur une courte durée une prévervation totale
de la faculté germinative des graines.
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L’efficacité de ces deux traitements diminue dans le temps sur I’ensemble des
parameétres évalués, a 1’exception du facteur descendance de la bruche. Le taux de
survie post embryonnaire devient nul méme sur des graines traitées a 1’huile d’olive
(HO) depuis une durée allant de 1 a 9 mois avant d’étre infestées. Il faut également
signaler que pour les traitements a base d’acide oléique (AQ), les effectifs des adultes
émergents demeurent faibles.

Il est aussi important de noter que méme si le taux de survie embryonnaire,
enregistré dans les lots traités avec 1’huile d’olive et 1’acide oléique (1 a 9 mois),
remonte quelque peu, I’huile d’olive provoque une mortalité larvaire de 100%. Cette
activité larvicide de I’huile d’olive pourrait trouver une explication dans le fait que la
larve reste en contact étroit avec les parois ointes de sa galerie. De plus, le potentiel
germinatif des graines de V. unguiculata est préservé totalement méme au 9°™ mois
apres traitement avec 1’huile d’olive (400 pl).

Les effets rémanents de 1’huile d’olive observés sont similaires a ceux rapportés par
d’autres auteurs tels que KELLOUCHE ef al. (2004) qui ont montré que les huiles
d’olive et d’oléastre protégent complétement les graines de niébé durant une période
pouvant aller jusqu’a 9 mois. L’activité insecticide des huiles de palme et de coco
persiste ¢également pendant 5 mois selon OSEKRE et AYERTEY (2002). Les
données relatives a la rémanence de 1’effet insecticide des différents constituants
chimiques des huiles végétales sont rares, voire quasi inexistantes dans la littérature.
Mais certains auteurs, comme KELLOUCHE et al. (2004), MUSHOBOZY et al.
(2009), MUSTAFA et ALI (2011), UDO (2011) et ABDULLAHI et al. (2011) lient
cet effet persistant a I’action de certains acides gras qui se fixeraient sur la surface de
la graine, incommodant ainsi tout le processus de reproduction.

Par contre, les résultats obtenus dans notre investigation avec l’acide oléique
montrent que 1’effet rémanent de ce produit est relativement tres limité. Mais avec
I’huile d’olive, une protection plus ou moins durable des graines de nié¢bé contre C.
maculatus est tout a fait possible. C’est donc plus I’action synergique ou méme
complémentaire des différents constituants de I’huile testée qui serait a ’origine de la
persistance de cette activité insecticide.

82



CONCLUSION GENERALE

Conclusion Générale

83



Conclusion Générale

CONCLUSION GENERALE

Le niébé constitue la source principale de protéines accessibles pour les populations
des régions pauvres d’Afrique et de certains pays en voie de développement. Et
aujourd’hui, il est présenté comme étant I’une des meilleures et des moins onéreuses
solutions qui peut contribuer de manicre significative a la sécurité¢ alimentaire
mondiale. Le niébé est malheureusement infesté par des insectes nuisibles pouvant
porter préjudice a sa culture et a la qualité nutritive de ses graines durant le stockage.
Le plus redoutable de ces bio-agresseurs est sans aucun doute C. maculatus, la bruche
du niébé. La difficulté a maitriser les populations de ce ravageur est amplifiée par les
limites et les conséquences sanitaires et environnementales liées a [’utilisation
courante de pesticides de synthese.

Pour pouvoir proposer aux consommateurs des aliments de bonne qualité et sans
traces de pesticides, il est indispensable de rechercher des méthodes alternatives, voire
méme traditionnelles, non chimiques et surtout respectueuses de 1’environnement.
Cette ¢tude s’inscrit dans cette optique en proposant 1’huile d’olive comme bio-
pesticide d’origine végétale répondant a cet impératif. Elle est également une
opportunité pour revisiter les vertus insecticides de 1’huile d’olive, connues depuis fort
longtemps, a I’égard de la bruche du niébé et d’autres insectes ravageurs.

Les résultats obtenus dans les tests par contact ont permis de confirmer 1’activité
insecticide des traitements avec l'huile d'olive et des principaux acides gras qu’elle
contient, notamment 1’acide oléique et 1’acide linol€éique, en affectant I’ensemble des
parameétres biologiques du modéle biologique utilisé, C. maculatus. En effet, aux doses
de 400ul/25g d’huile d’olive et 125 ul/25g d’acide oléique ou d’acide linoléique, les
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bruches adultes vivent moins de 24 heures, empéchant ainsi les femelles de pondre, et
aucune émergence n’avait été enregistrée. La réduction de la durée da vie des adultes
est vraisemblablement due a la toxicité par contact de ces traitements. Les traitements
de contact sur les bruches adultes induisent la formation d’un film d’huile qui obture
aussi les orifices respiratoires ou stigmates privant I’insecte d’oxygene et provoquant
ainsi son asphyxie. La cuticule de ces insectes est principalement constituée de chitine
qui est un polysaccharide azoté. En contact avec I’huile d’olive ou avec un acide gras
polyinsaturé, il ya formation d’un polyester de couleur blanche a la surface de 1’insecte
qui résulterait probablement de la réaction entre OH du polysaccharide et 1’acide (R-
COORH).

La réduction de la fécondité n’est pas seulement liée a la diminution de la période
de ponte ou de survie des femelles adultes mais elle peut étre aussi la conséquence
d’une perturbation de tout le processus de vitellogenése. L’examen au microscope
¢lectronique a balayage des ceufs pondus sur des graines traitées a révélé un dépdt de
produits dans le micropyle, la voie a travers laquelle se font les échanges gazeux. Cette
activité ovicide serait également liée a 1’accumulation des métabolites toxiques qui
inhibent 1’activité métabolique des ceufs. Une diffusion des traitements a travers la
cuticule de la larve néonate a été ¢galement observée.

L’huile d’olive et son principal constituant, I’acide oléique, ont montré un potentiel
larvicide intéressant en présence des graines de niébé infestées par les larves de C.
maculatus. En effet, ces deux produits ont manifesté une activité sur la viabilité post
embryonnaire de la bruche et ce, quelque soit le stade larvaire traité. Quand les
traitements sont appliqués sur les stades L1 et L3, le nombre d’adultes qui émergent
diminue significativement, particulierement aux fortes doses. Pour les L4, plus
résistantes aux traitements, leur nombre est de 1’ordre de 60% comparativement au lot
témoin. Au vu des résultats obtenus, ces deux substances pourraient donc constituer
une solution biologique curative a exploiter en cas d’infestation des graines.

Par ailleurs, ces traitements avec I’huile d’olive, a partir de la dose de 200ul, I’acide
oléique (100 ul), I’acide linoléique (125 pl) et le mélange des acides gras (100 pl),
protegent totalement les graines des pertes en poids (0%). Grace a ces mémes
traitements, la viabilité germinative des graines est sauvegardée (100% avec I’huile
d’olive, I’acide oléique et avec le mélange des 4 acides gras et 90% avec 1’acide
linoléique).

Tous les indicateurs de qualité de la graine, conservée pendant 3 mois, montrent que
I’huile d’olive est un produit qui peut étre utilis€ sans risque majeur sur le plan
nutritionnel. Les valeurs énergétiques enregistrées avec les graines de niébé utilisées
dans cette é¢tude sont de I’ordre de 365 kcals (lots traités ou non traités), ce qui dénote
la bonne qualité de la Iégumineuse. Ce parametre de qualité n’est nullement affecté par
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le traitement utilis€é mais qu’il faudra confirmer par d’autres investigations plus
approfondies. L’huile d’olive pourrait donc aisément constituer une alternative
efficace dans la conservation de cette légumineuse, en remplacement des produits de
synthése chimique qui ne sont pas sans conséquences sur la santé du consommateur.

L’huile d’olive et I’acide oléique ont nettement révelé leurs effets insecticides sur la
bruche infestant des graines fraichement traitées. La persistance de 1’efficacité¢ de ces
traitements diminue malheureusement dans le temps sur ’ensemble des parameétres
évalués, a I’exception de I’effectif de la descendance de la bruche. La survie post
embryonnaire reste totalement inhibée sur des graines ayant subi des traitements a
I’huile d’olive (HO) datant de 1 a 9 mois avant d’étre infestées. Alors que pour les
traitements a base d’acide oléique (AQ), les effectifs des adultes émergents demeurent
faibles. Donc un traitement a base d’huile d’olive, permet une protection durable des
graines de niébé contre C. maculatus. L’action synergique des différents constituants
des huiles en serait fort probablement responsable de la rémanence.

Les résultats obtenus s’ouvrent tout de méme sur certaines perspectives:

- Sur le plan pratique, il serait intéressant de tester a plus grande échelle le
potentiel insecticide de 1’huile d’olive en passant par des essais pilotes (a petite
échelle).

- Elucider I’activité synergique des différents composants de 1’huile d’olive a
I’égard de I’insecte ravageur étudié.

- Effectuer des essais en combinant [’utilisation de I’huile d’olive contre les
formes découvertes (ceufs et adultes) et des huiles essentielles contre les formes
cachées.

- Rechercher I’effet des différents sous produits oléicoles (grignons, margines,
etc...) sur les principaux insectes ravageurs des denrées stockées, dans le cadre
de leur valorisation.

- Approfondir les tests de qualité des graines conservées avec 1’huile d’olive
et/ou ses composants en vue de respecter les normes de sécurité sanitaire.

- Bien que le processus de germination des graines de V. unguiculata ne soit pas
affecté par les traitements (huile d’olive, acide oléique), il faut que la semence
issue des graines traitées réponde aussi a certains criteres d’état sanitaire et de
conformité.
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Annexes

ANNEXE I

Différents types d’huiles d’olive
(COl, 2011)

Les différents types d’huiles d’olive :

Le conseil international d’huile d’olive COI (2011) a défini les différents types d’huiles d’olive (vierge,
raffinée, grignon) comme suit :

1- Les huiles d’olive vierges : Ce sont les huiles obtenues a partir du fruit de 1’olivier uniquement par des
procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques dans des conditions thermiques qui n’entrainent
pas l’altération de I’huile, et n’ayant subit aucun traitement autre que le lavage, la décantation, la
centrifugation et la filtration. Les huiles d’olive propres a la consommation font 1’objet du classement et
des appellations ci-apres :

» Huile d’olive vierge extra : C’est une huile dont I’acidité libre exprimée en acide oléique est au
maximum de 0,8g pour 100g.

» Huile d’olive vierge: C’est une huile dont 1’acidité libre exprimée en acide oléique est au
maximum de 2g pour 100g.

» Huile d’olive vierge courante : C’est une huile dont I’acidité libre exprimée en acide oléique est
au maximum de 3,3g pour 100g.

2-Huile d’olive vierge lampante (non propre a la consommation en I’état) : C’est I’huile d’olive vierge
dont I’acidité libre exprimée en acide oléique est supérieure a 3,3g pour 100grammes. Elle est destinée au
raffinage en vue de son utilisation pour la consommation humaine ou destinée a des usages techniques.

» Huile d’olive raffinée : Huile d’olive obtenue des huiles d’olive vierges par des techniques de
raffinage qui n’entrainent pas des modifications de sa structure glycéridique initiale. Son acidité
libre exprimée en acide oléique est au maximum de 0,3g pour 100g.

» Huile d’olive : Huile constituée par un coupage d’huile d’olive raffinée et d’huile d’olive vierge
propre a la consommation. Son acidité libre exprimée en acide oléique est au maximum de 1g
pour 100g.

3-Huile de grignon d’olive : Cette huile est obtenue par des traitements aux solvants ou d’autres
procédés physiques des grignons d’olive a I’exclusion des huiles obtenues par des procédés de ré
estérification et de tout mélange avec des huiles d’autre nature.
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ANNEXE I1

Les limites de variabilité de la teneur des acides gras de I’huile d’olive exprimée en %
(Codex alimentarus)

I

Acide Lignocérique C24 :0 <1
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ANNEXE IIT

La méthode de détermination de I’indice d’acidité de I’huile d’olive

Réactifs :
e Ethanol (dissoudre les acides gras)
e Hydroxyde de potassium 0,1 N (0,1 mole /litre) (neutraliser les acides gras)

e Phénolphtaléine (10g/1 dans 1’éthanol) (indicateur de pH coloré : incolore en milieu acide, rose a
fuchsia en milieu basique)

Verrerie :

e 2 Erlen Meyer

e | burette de 10 ml (graduée tous les 0,2 ml)
Matériel

e Balance analytique

e Plaque chauffante
Protocole expérimental

Dans un Erlen Meyer 1, mettre 25 ml d’éthanol + 0,5 ml de la solution de phénolphtaléine. Porter a
¢bullition. A température encore élevée, neutraliser (en utilisant une burette) avec précaution tout en
agitant I’Erlen Meyer avec la solution a 0,1 mole/l de KOH jusqu’a apparition d’une coloration rose
persistant pendant au moins 10 secondes.

Dans un Erlen Meyer 2, peser 2,5 g d’huile. Ajouter 1’éthanol neutralisé (contenu de I’Erlen Meyer 1).
Me¢langer soigneusement. Porter le contenu a ébullition et titrer avec la solution de KOH (Burette), en
agitant vigoureusement le contenu de I’Erlen Meyer pendant le titrage. Arréter le titrage quand la
coloration rose persiste pendant au moins 10 secondes. Noter la chute de la burette (volume de KOH).

Calcul de I’acidité

A(%)=V.C M/10.M

Ou:

V : Volume en ml de la solution de KOH utilisé pour le titrage.
C : Concentration exacte en mole/l de la solution de KOH.

M : Masse molaire (g/mole) de 1’acide gras retenu pour I’expression du résultat (acide oléique :
282¢g/mole).

M : Masse, en gramme, de la prise d’essai.
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ANNEXE IV

Détermination de I’Indice de Peroxyde (IP) (ISO 3960)

Réactifs

= Chloroforme

= Acide acétique

= Solution aqueuse d’iodure de potassium saturée
=  Thiosulfate de sodium 0,01N

= Solution d’amidon

Matériel

Erlen Meyer, pipettes (1, 10, 15ml), bécher, burettes (10,25ml), balance analytique, agitateur magnétique.

Mode opératoire

V:

VO:

=  Peser 2g d’huile d’olive dans un Erlen Meyer.

=  Ajouter 10ml de chloroforme + 15ml d’acide acétique tout en agitant afin de dissoudre
1’échantillon.

=  Ajouter Iml de la solution de KI. Boucher aussitot. Agiter énergétiquement pendant 1min.
Laissez Smn a 1’abri de la lumiére, a une température comprise entre 15°C et 25°C puis ajouter 75
ml d’eau distillée.

= Titrer avec la solution de thiosulfate de sodium pour passer de la couleur orangée a jaune pale.

= Ajouter 0,5 ml de la solution d’amidon. Agiter énergiquement. Si une couleur violacée apparait, il
ya présence de peroxydes.

= Titrer, tout en agitant, avec la solution de thiosulfate de sodium (0,01N) jusqu’a disparition de
coloration violette.

=  Effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions.

= L’indice de peroxyde est déterminé par la formule suivante :

TV N*1000
=

IP =

est le volume en ml de la solution titrée de thiosulfate de sodium utilisé pour la détermination.

est le volume en ml de la solution titrée de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai a blanc.

P : est la prise d’essai en grammes.

N

: normalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisée.

103



Annexes

ANNEXE V

Résultats du test de Kuskall-Wallis, au seuil de 5%, pour ’effet des facteurs
traitements et durée du traitement sur le paramétre longévité de C. maculatus.

Groupes Traitements x Temps Moyennes des rangs
a AO*5Smois 66.50
a HO*5mois 66.50
a AO*4mois 66.25
ab AO*1mois 59.88
ab AO*6mois 59.75
ab AO*2mois 57.00
ab AO*8mois 55.50
ab HO*8mois 52.75
ab Témoin 52.12
ab HO*3mois 50.62
ab AO*3mois 49.12
ab AO*9mois 45.75
ab HO*6mois 42.12
ab HO*9mois 38.88
ab AO*7mois 33.25
ab HO*2mois 32.38
ab HO*7mois 32.00
ab HO*1mois 29.12
ab HO*4mois 28.38
b AO*0mois 06.50
b HO*0mois 02.50
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ANNEXE VI

Résultats du test de Kuskall-Wallis, au seuil de 5%, pour ’effet des facteurs
traitements et durée du traitement sur le paramétre fécondité de C. maculatus.

Groupes Traitements x Temps Moyennes des rangs
a Témoin 83.50
ab AO*1mois 71.88
ab AO*2mois 59.88
ab HO*7mois 59.62
abc HO*4mois 52.12
abc HO*8mois 50.88
abc HO*1mois 49.38
abc AO*4mois 48.38
abc HO*6mois 46.12
abc HO*2mois 45.75
abc HO*9mois 43.38
be AO*6mois 39.50
be HO*5mois 38.25
be AO*8mois 36.88
be HO*3mois 35.50
be AO*3mois 34.12
be AO*7mois 34.12
be AO*5mois 29.38
be AO*9mois 27.88

c AO*0mois 04.50

€ HO*0mois 04.50
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ANNEXE VII

Résultats du test de Kuskall-Wallis, au seuil de 5%, pour ’effet des facteurs
traitements et durée du traitement sur le paramétre éclosion des ceufs de C. maculatus.

Groupes Traitements x Temps Moyennes des rangs
a Témoin 79.75
ab AO*9mois 77.00
abc AO*4mois 70.75
abed AO*3mois 69.25
abcde AO*7mois 61.75
abedef AO*8mois 58.38
abcdefg AO*2mois 58.00
abcdefg AO*5mois 57.50
abcdefg AO*1mois 52.88
bedefgh AO*6mois 44.00
cdefgh HO*9mois 42.00
defghi HO*4mois 36.00
efghi HO*3mois 32.50
efghi HO*5mois 31.25
fehi HO*6mois 27.25
fehi HO*2mois 26.75
fehi HO*7mois 25.25
ghi HO*8mois 24.00
hi HO*1mois 16.00
i AO*0mois 04.50
i HO*0mois 04.50
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ANNEXE VIII

Résultats du test de Kuskall-Wallis, au seuil de 5%, pour ’effet des facteurs
traitements et durée du traitement sur le paramétre descendance de C. maculatus.

Groupes Traitements x Temps Moyennes des rangs
a Témoin 84.50
ab AO*2mois 74.00
b AO*1mois 72.62
be AO*7mois 69.38
bed AO*3mois 64.00
bed AO*4mois 64.00
cde AO*8mois 58.38
cde AO*5mois 57.38
de AO*6mois 55.25
e AO*9mois 47.50
f AO*0mois 22.50
f HO*0mois 22.50
f HO*1mois 22.50
f HO*2mois 22.50
f HO*3mois 22.50
f HO*4mois 22.50
f HO*5mois 22.50
f HO*6mois 22.50
f HO*7mois 22.50
f AO*8mois 22.50
f HO*9mois 22.50
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ANNEXE IX

Résultats du test de Kuskall-Wallis, au seuil de 5%, pour ’effet des facteurs
traitements et durée du traitement sur le paramétre germination de V. unguiculata.

Groupes Traitements x Temps Moyennes des rangs
a AO*0mois 68.50
a HO*0mois 68.50
a HO*1mois 68.50
a HO*2mois 68.50
a HO*3mois 68.50
a HO*4mois 68.50
a HO*5mois 68.50
a HO*6mois 68.50
a HO*7mois 68.50

ab HO*9mois 57.50
ab HO*8mois 56.88
be AO*6mois 33.88
cd AO*9mois 30.75
cd Témoin 30.75
cd AO*5mois 24.38
cd AO*8mois 22.38
cd AO*4mois 22.00
cd AO*3mois 15.88
cd AO*2mois 14.88
cd AO*1mois 13.75
d AO*7mois 08.75
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ANNEXE X

Détermination de la DL50 des traitements utilisés en utilisant la droite de régression des probits
en fonction des logarithmes des doses

La DL50 est un indicateur quantitatif de la toxicité d’une substance. Cet indicateur mesure la dose de
la substance qui, administrée d’un seul coup, entraine la mortalité de la moitié (50%) de la population
traitée. Plus la DL50 est faible, plus la substance est toxique. Elle est déterminée a partir du tracé de la
droite de régression (y= ax+b) des probits en fonction des logarithmes népériens des doses.

Pour tracer cette droite, le pourcentage de mortalité a été corrigé a 1’aide de la formule d’ABBOTT,
pour éliminer la mortalité naturelle MC (%) = (M - MT) x 100/ (100 — MT).

MC (%) : Mortalité corrigée.
M (%) : Mortalité observée dans la population traitée.
MT (%) : Mortalité dans le témoin.

Les pourcentages de mortalité corrigée (MC %) sont ensuite transformés en probits et les doses en
logarithmes népériens (Tableau 1.Annexe 10). Les résultats obtenus permettent de lire la DL50 sur la
droite de régression en prenant la valeur correspondante au probit 5.

Tableau 1.Annexe 10 : Transformation de la mortalité corrigée (%) en probits

Mortalité 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

corrigée(%o)
0 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66
10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12
20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45
30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72
40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,99
50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23
60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 5,50
70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81
80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 5,08 6,13 6,18 6,23
90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33
99 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 1,75 1,75 7,88 8,09
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Figure 1.Annexe 10 : Droite de régression de la mortalité (Probits) en fonction
des Ln des doses du traitement a base de 1’huile de d’olive (avec DL50=262.4pl)
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Figure 2.Annexe 10 : Droite de régression de la mortalité (Probits) en fonction
des Ln des doses du traitement a base d’acide oléique (avec DL50=77.5ul)
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Figure 3.Annexe 10 : Droite de régression de la mortalité (Probits) en fonction
des Ln des doses du traitement a base d’acide linol¢ique (avec DL50=88.2ul)




RESUME

L’huile d’olive et ses principaux constituants lipidiques ont été proposés dans cette thése comme
bio insecticides contre la bruche du niébé. L’étude de I’activité insecticide de six traitements par
contact a révélé que I’huile d’olive, I’acide oléique et I’acide linoléique ont des effets sur la durée de
vie des adultes (longévité inférieure a 24heures) en affectant la fécondité et la descendance.
L’évaluation des effets curatifs de 1’huile d’olive et de son principal constituant, 1’acide oléique, a
montré un potentiel larvicide intéressant.

L’analyse des résultats des paramétres agronomiques (perte en poids et germination des graines)
dénote que les traitements a I’huile d’olive, 1’acide oléique, 1’acide linoléique et le mélange assurent
une protection totale des graines.

Les résultats de I’analyse de la composition nutritionnelle des graines de niébé saines et traitées a
I’huile d’olive indiquent qu’il n’ya pas de différences notables entre les graines issues des traitements
a I’HO et les graines du lot témoin.

Les essais de rémanence ont révélé que la viabilité post embryonnaire reste nulle en présence des
graines ayant subies des traitements a 1’huile d’olive durant une période allant de 1a 9 mois avant
d’étre infestées. De plus, cette huile d’olive a préservé aussi la faculté germinative des graines tout au
long de cette période de conservation.

Les résultats obtenus ouvrent des perspectives d’utilisation de 1’huile d’olive vierge courante
comme un moyen alternatif a I’'usage des pesticides pour la conservation des graines de niébé contre
C. maculatus. En plus de son activité insecticide, elle présente d’autres avantages comme la
disponibilité, la faible toxicité et la biodégradabilité.

Mots clés : Huile d’Olive, Acides Gras, Callosobruchus maculatus, Niébé, Valeur Nutritionelle,
Rémanence.

ABSTRACT

Olive oil and its main lipid constituents have been proposed in this thesis as bio insecticides against
the cowpea beetle. The study of the insecticidal activity of six contact treatments revealed olive oil,
oleic acid and linoleic acid have undeniable effects on the lifetime of adults (longevity less than 24
hours) by affecting their fertility and emerged adults. The evaluation of the curative effects of olive oil
and its principal constituent, oleic acid has shown an interesting larvicidal potential.

The analysis of the results of the agronomic parameters (loss in weight and seeds germination)
indicates that the treatments with olive oil, oleic acid, linoleic acid and the mixture ensure a total
protection of the seeds.

The results of the analysis of the nutritional composition of the treated and the non-treated cowpea
seeds indicate that there are no notable differences between seeds.

The persistence tests showed that the post-embryonic viability remains zero on seeds having
undergone olive oil treatments over a period of 1 to 9 months before being infested. In addition, this
olive oil has also preserved the germinative ability of the seeds throughout this storage period.

The results obtained indicate the possibility of using standing olive oil as an alternative to the use
of pesticides for the conservation of cowpea seeds against C. maculatus. In addition to its insecticidal
activity, it has other advantages such as availability, low toxicity and biodegradability.

Key words: Olive Oil, Fatty Acids, Callosobruchus maculatus, Cowpea, Nutritional Value,
Persistence.



