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Introduction générale

La culture des légumineuses vivriéres est reconnue comme étant I’ une des meilleures
et des moins couteuses des solutions pour |’ alimentation des populations des pays en voie de
dével oppement (Soltner, 1990). D’ autant plus que prés de 90% de la consommation humaine

de légumineuses se produit dans ces pays (Gordon, 2002).

En effet, les Iégumes secs sont les aliments d' origine vegétale les plus riches en
protéines. Les graines de légumineuses contiennent deux ou trois fois plus de protéines que
les céréales et renferment les 24 acides aminés indispensables al’ alimentation humaine ce qui
peut palier le manque de protéines animales (Frénot et Vierling, 2001). Outre leur valeur
alimentaire, certaines |égumineuses représentent une source naturelle de vitamines, d’ oligo-

éléments et de sels minéraux indispensables al’ organisme.

Mal heureusement, ces cultures se caractérisent treés souvent par des rendements faibles
et instables. Cela s explique d'une part par leur sensibilité aux contraintes abiotiques (froid,
chaleur, dégradation des sols) et aux contraintes biotiques (maladies et insectes ravageur) et
d’autre part par I’absence de variétés résistantes ou tolérantes a ces contraintes (Baudoin,
2001).

Les pays du Moyen-Orient et de I’Afrique du Nord importent plus de denrées
agricoles qu’ils n"en exportent. En 2000, cette région a importé 7% des denrées agricoles
échangées mondialement, mais a importé 18% des légumineuses (Gordon, 2002). Les
importations de haricots secs ont grimpé de 91% de 1990 a 2000 pour atteindre 100 000
tonnes. Cette hausse était due pour une bonne part al’ Algérie, au Maroc, ala Turquie et ala
Tunisie.

En Algérie, les légumes secs ont enregistré des hausses pour les quantités importées a
I’ exception des lentilles et des pois secs qui ont connu des baisses respectives de (-14%) et
(-85%) et qui sexplique par |’ accroissement de la production locale annuelle (60.000gx de
pois secs et 27.000gx de lentilles entre 2010 et 2011).

Les importations de haricots secs sont passeées de 28 548 tonnes en 2010 a 32 598
tonnes en 2011. Certes, la production agricole locale a connu un essor ces dernieres années
notamment, en légumes secs (+25%), néanmoins les importations constituent I’ essentiel des
disponibilités sur le marché intérieur et ce, en dépit des hausses des prix sur les marchés

extérieurs (Anonyme, 2011).
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Ouitre les pertes de rendement enregistrées au champ, le haricot (Phaseolus vulgaris
L.) subit des dégéats considérables pendant le stockage. Ainsi, des quantités importantes de
grains de |égumineuses sont perdues chague année conséquence d' une mauvaise maitrise des
conditions de stockage. La production du haricot, d§ja affectée par les aéas climatiques, se
trouve limitée par les pertes occasionnées par des champignons surtout les moisissures (Bulter
et Day, 1998) et des insectes coléoptéres Chrysoméidés (Bruchinae) qui rendent trés difficiles
sa conservation post-récolte et qui causent une diminution directe du poids sec et des qualités
technol ogique et nutritionnelle des grains (Balachowsky, 1962).

La bruche du haricot Acanthoscelides obtectus (Say 1831), figure parmi les ravageurs
potentiels du haricot commun. C'est un insecte cosmopolite potentiellement ubiquitaire,
pouvant infester sa plante héte P. vulgaris L. alafois au champ et dans les entrepbts. C'est
une bruche qui n'a pas de diapause imaginale, son évolution peut donc se poursuivre
indéfiniment dans les graines stockées pourvu que les conditions de développement soient
optimales (Labeyrie, 1962). Elle peut méme infester d'autres |égumineuses originellement
non hétes telles que le niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.), laféve (Vicia faba L.) et le pois
chiche (Cicer arietinum L.) (Regnault-Roger et Hamraoui, 1995). Les larves de cet insecte,
plyvoltin dans les stocks, se développent a I’ intérieur des graines et consomment les réserves
contenues dans les cotylédons (Huignard et al., 1986; Huignard et al., 2011). Elles
occasionnent ainsi, des pertes totales des grains de haricots aprés 16 semaines de stockage
(Schmaleet al., 2002).

Face a la menace que constituent ces bruches, les moyens de lutte sont essentiellement
articulés autour de I’ utilisation d’insecticides chimiques surtout les fumigants dont I’ efficacité
est certaine. Cependant, les innombrables nuisances associées a leur utilisation telles que leur
toxicité, la perturbation de |’équilibre biologique de I’ écosysteme et le développement de
souches résistantes, imposent la recherche de nouvelles méthodes alternatives de lutte contre
ceravageur.

Dans cette optique, la valorisation des plantes aromatiques a effet insecticide prend de
plus en plus de I’ampleur au niveau des programmes de recherches dans le monde entier et
particulierement en Afrique. Ces plantes sont exploitées sous plusieurs formes afin de limiter
les pertes post récoltes soit entiéres, soit sous forme de poudres vegétales, d huiles
essentielles, d’ huiles végétales ou d’ extraits végétaux. Parmi les méthodes de |utte biologique,
I"utilisation de variétés de haricot dont les caractéristiques des graines pourraient inhiber
fortement le développement des bruches serait également une aternative aux insecticides

chimiques moins polluante pour I’ environnement (Regnault-Roger, 2002 ; Ketoh et al., 2004).
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En effet, les graines de haricot émettent des bouquets floraux constitués de composés
organiques volatils (COV's) spécifiques a chaque variété qui pourraient ére al’origine d’une
résistance de certaines variétés vis-a-vis de la bruche du haricot.

Dans ce contexte, nous nous proposons d’ éudier, au cours de ce travail de recherche,
I’effet bioinsecticide des poudres végétales et des huiles essentielles de plusieurs plantes
aromatiques présentes en Algérie sur les adultes de la bruche du haricot. Les poudres des
feuilles du basilic commun, de la menthe verte, de la sauge, du thym (Lamiacées),
d’ eucalyptus (Myrtacées), du laurier noble (Lauracées), de la feve, du petit pois, du genét et
du robinier (Robinia pseudoacacia L.) (Légumineuses) ont été testées par contact uniquement
alors que les huiles essentielles de citronnier, mandarinier, bergamotier (Rutacées), lavande,
menthe poivrée et thym (Lamiacées), eucal yptus (Myrtacée), laurier noble (Lauracée) et cedre
de I’ Atlas (Pinacées) ont été testées par contact, par inhalation et par répulsion. L’ impact de
ces divers traitements sur les graines est déterminé a travers I’évaluation de la faculté
germinative et de la perte en poids des graines.

Parallélement, nous nous proposons de déterminer quels sont les cultivars de haricots
attractifs ou répulsifs a I’ égard de la bruche du haricot et a quel point le choix des adultes
fécondés est-il influencé par les COV's émis par ces cultivars en tenant compte des facteurs
olfactifs et visuels ou bien olfactifs uniguement. Cette étude du comportement est complétée
par I’analyse des composés organiques volatiles émis par ces différents cultivars en utilisant
les méhodes de microextraction en phase solide (headspace SPME, solid phase
microextraction) et la chromatographie en phase gazeuse couplée ala spectromeétrie de masse
(GC-MS). Une éude bioécologique de la bruche du haricot est réalisée sur les cultivars
considérés afin de voir quels sont les cultivars les plus résistants et les plus sensibles.

Dans les chapitres | et Il, nous présentons une synthése bibliographique sur la plante
héte P. vulgaris et son importance et sur son ravageur A. obtectus. Les chapitres 111, 1V, V et
V1, exposent les matériels et les méthodes de travail utilisées ainsi que les résultats obtenus et
leurs discussions pour chague partie a savoir

- lecyclebiologique de la bruche du haricot ;

- I'activité insecticide des poudres de feuilles de plantes locales sur A. obtectus;;

- I'activité insecticide des huiles essentielles des plantes aromatiques sur A. obtectus ;

- I'effet des composés organiques volatils de quelques cultivars de haricot sur le
comportement de la bruche du haricot.

Enfin, nous terminons la présente étude par une conclusion générale et des perspectives

de recherche.



Chapitre | Présentation de la plante héte Phaseolus vulgaris L.

1. Origine et répartition géographique

Le haricot commun et les haricots du genre Phaseolus sont originaires d’ Amérique
centrale et d Amérique du Sud. Il fut domestiqué en Amérique Centrale et dans les Andes
d’ Amérique du Sud pendant plus de 5000 ans avant d’ étre transporté vers d’ autres continents
depuis le XVle siecle (Bernal et Graham, 2001 ; Silué, 2009) pour étre rapidement diffusé
dans les zones méditerranéennes et subtropicales du globe (Péron, 2006). L’ espéce est bien
établie dans de nombreux pays africains ou elle a été introduite par les Portugais au XXe
siecle.

Le haricot commun est produit principalement en Amérique Latine et en Afrique; il est
répandu surtout dans la zone Amazonienne du Brésil, dans les Cordilleres des Andes et en
Amérique Centrale, tandis qu’en Afrique, il est produit principalement en Afrigue Centrale et
Orientale (Nyabyenda, 2005). Selon Huignard et al. (2011), cette plante est cultivée en plein
champs dans de nombreux pays d Afrique subsaharienne et en Afrique du Nord afin de
produire des gousses vertes qui sont exportées vers |’Europe notamment par le Maroc
(principa producteur).

2. Position systématique

Le genre Phaseolus se classe dans la sous tribu des Phaseolinae, tribu des Phaseol eae,
famille des Fabaceae et ordre des Fabales (Cronquist, 1981). Parmi les Phaseolinae, les
genres Phaseolus et Vigna sont les plus importants et contiennent a eux seuls le plus grand
nombre d’ espéeces cultivées comme |égumineuses Vivrieres.

La section Phaseolus est la plus importante et compte 56 especes dont cing especes
cultivées a savoir P. acutifolius Gray, P. coccineus L., P. lunatus L., P. polyanthus Greenm
ains gque le haricot commun, P. wulgaris L. qui présentent un intérét pour |’agriculture
(Polese, 2006). Ce sont des plantes herbacées, annuelles diploides au nombre chromosomique
de 2n =22 et dont le cycle est de 90 a 120 jours (Baudoin et al., 2002 ; Péron, 2006).

3. Valeur nutritionnelle

Etant riche en protéines, le haricot joue un grand réle dans la couverture des besoins
alimentaires en protéines pour les populations des pays en voie de développement et
compense le manque de sources de proténes animales pour une grande partie de la population
(Nyabyenda, 2005).

En effet, les haricots secs constituent une excellente source de protéines (localisées

presque exclusivement dans les cotylédons et constituées principalement d’albumines (10 a
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20%) et de globulines (60 a 90 %) et complétent celles venant du bl€, de I’ orge, de | avoine,
du seigle et du mais car elles ont un profil en acides aminés plutét opposé a celui des céréales.
Elles se caractérisent en généra par des teneurs élevées en lysine est relativement faibles en
acides aminés soufrés (Calet, 1992 ; Gueguen et Lemarié, 1996).

De plus, d'apres Soltner (1990), les graines des légumineuses sont plus riches en
calcium que celle de la plupart des céréales et leur teneur en protéines est de 20 a 40% pour
100 g de matiere séche soit deux fois plus que celle des Graminée.

Cependant, les |égumineuses renferment d’autres protéines rassemblées sous le vocable
de "facteurs antinutritionnels" dont les principaux sont les inhibiteurs de la trypsine et les
phyto-hémagglutinines (ou lécithines). D’autres ééments non protéiques apparaissent
également comme antinutritionnels comme les tanins, les pectines et la cellulose (Calet,
1992).

Les haricots secs ont une faible teneur en gras, ne contiennent pas de cholestérol et sont
une excellente source de fibres solubles. Ils constituent une source importante d’énergie
puisgu’ils sont riches en glucides complexes. IIs fournissent une grande quantité de vitamines
B, de Calcium, de Fer, de Phosphore, de Potassium et de Zinc ; cependant, ils ne contiennent
pas de gluten et contiennent tres peu de Sodium (Huignard et al., 2011).

4. Intérét agro économique

4.1. Intérét agronomique

Comme toutes les autres |égumineuses, le haricot est capable de former des nodules
pour la fixation symbiotique de |’ azote atmosphérique grace a la symbiose avec des bactéries
du sol du genre Rhizobium (Nyabyenda, 2005). Cette aptitude a fixer I’ azote atmosphérique
constitue un atout environnemental important puisqu’'elle limite I'utilisation des engrais
azotés d’origine minérale ou organique.

Les légumineuses sont avant tout considérées comme des plantes améiorantes dans
I’ assolement et constituent des excellents précédents culturaux pour le blé, elles ne sont donc
pas souvent destinées a recevoir de |I’engrais azoté ni d'ailleurs d’ autres éléments minéraux
(Baudoin et al., 2002). Elles jouent un rdle trés important dans I’amélioration de certains sols
comme ceux des régions tropicales et ceux qui sont déficitaires en cet é ément (Doree, 2000).

Dans les sols tres pauvres en azote, telles que les zones tropicale, les Légumineuses

peuvent étre utilisées efficacement comme aternative a la fertilisation notamment dans les
pays pauvres ou en voie de développement (Roland, 2002). En effet, d aprés Guy (1985), le
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haricot joue un réle déterminant dans la nutrition azotée pour I’ensemble des cultures dans
une rotation.

Les légumineuses vivriéres sont tres souvent cultivées en association avec du sorgho
(Sorghum bicolor L.), du mil (Pennisetum glaucum L.) ou du mais (Zea mays L.). Cette
association se révéle bénéfique pour les deux plantes. Les racines des [égumineuses libérent
dans le sol des composés azoté qui vont étre utilisés par les céréales et améliorent le
rendement. L’ association culturale permet aussi une économie de I’ espace en produisant deux
plantes vivrieres sur une méme parcelle. Elle assure également une certaine protection
phytosanitaire, les céréales formant une canopée qui rendrait plus difficile la découverte de la

[égumineuse par lesinsectes ravageurs (Huignard et al., 2011).

4.2. Intéré économique

La production mondiale de haricots secs a évolué progressivement a la hausse au cours
des années 90 et a atteint 19,37 millions de tonnes en 1999/2000 dont 75% est attribuable aux
dix principaux pays producteurs dont I'Inde, le Brésil, les Etats-Unis et la chine (Gordon,
2000). Notons que 85% des haricots secs sont consommes dans les pays ou ils sont cultivés.
En 2006, la production moyenne mondiae de haricot s est élevée a 28,6 millions de tonnes
avec un rendement moyen de 7,4gx/ha (FAO, 2006).

En Afrigue, le haricot a une grande importance économique et alimentaire pour la
population, il couvre 22% de leurs besoins en protéines et 11% du revenu des paysans et
produit 2 millions de tonnes/an sur environ 3,5 millions d’ hectares (Brink et Belay, 2006). Les
principales légumineuses cultivées en Afrique du Nord sont dans |’ ordre croissant la feve, le
pois chiche, la lentille, le pois et le haricot et sont dans la plupart des cas consommeées
localement (Huignard et al., 2011). Les importations de haricots secs au Moyen Orient et en
Afrique du Nord (6% des importations mondiales), ont grimpé de 91% de 1990 a 2000 pour
atteindre 100 000 t; cette hausse des importations est due principalement a I’ Algérie, le
Maroc, laTurquie et la Tunisie (Gordon, 2002).

En Algeérie, la culture des |égumineuses est d’un grand intérét car elle doit permettre de
satisfaire les besoins, réduire les importations et limiter la dépendance économique vis-a-vis

del’ éranger (Boudjenouia et Fleury, 2002).
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Depuis la restriction du secteur agricole et sa libération, les cultures de haricot ont
connu des perturbations arbitraires qui ont comme conségquences une réduction de la
superficie, une chute de la productivité et une marginaisation accentuée par le mangue de
soutien direct et d’ encouragement a ce secteur comme c’est le cas pour les céréales, |la pomme
de terre et le lait. En paraléle, les importations ont largement augmenté pour tenter de
satisfaire la consommation humaine (Ferhad et Hireche, 2002).

L’ Algérie est considérée comme un grand consommateur de légumes secs, cependant,
les superficies réserveées a cette culture restent limitées (FAO, 2004). A I’ échelle nationale, les
productions connaissent des fluctuations notables d’une année a une autre (Tab. 1). Les
données statistiques du Ministéere de I’ Agriculture et du Développement Rural (MADR)
montrent une production moyenne, pour I’ Algérie, estimée a 0,72 t/ha avec une surface totale
d’environ 1616 hectares en 2009.

Tableau 1. Surface cultivée, rendement et production de haricot sec en Algérie entre 2000 et
2011 (FAO, 2013).

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Surface 1280 1180 1190 1560 1990 1206 1496 1394 1300 1616 1210 1200
Cultivée F F F F F F F F F F F F
(Ha)

Rendement 327,33 622 726 7025 7936 5522 6116 6578 6153 720 694,2 666,7
(Kg/Ha) Fc Fc Fc Fc Fc Fc Fc Fc Fc Fc Fc Fc

Production 419 734 864 1096 1581 666 915 917 800 1158 840 800

(Tonnes)

F : estimation de laFAO. Fc : données calculées

Le tableau 2 montre que les wilayates de |I'Ouest (Ain Temouchent, Tlemcen et
M ostaganem) détiennent les superficies et les productions les plus élevées. Lawilayade Tizi-
Ouzou, quant a elle, présente des superficies faibles. En 2009, |a production moyenne dans la
wilaya de Tizi-Ouzou est estimée a 1,01 t/ha avec une surface totale d’ environ 33 ha
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Tableau 2. Surface cultivée, rendement et production de haricot sec dans les wilayates
productives d’ Algérie pour I’ année 2007 (ITGC, 2008).

A.Temouchent 700 4200 6

Tlemcen 290 1750 6

M ostaganem 100 800 8
Skikda 99 820 8,3
Oran 71 300 4,2
M ascara 56 640 114

Souk-Ahras 30 270 9
Tipaza 23 190 8,3
Tizi-Ouzou 13 100 7,7
Jijel 7 50 71
Boumerdes 5 50 10
Algérie (Total) 1394 9170 6,6
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1. Introduction

Les insectes de la sous famille des Bruchinae (Coleoptera: Chrysomelidae) sont
considérés comme les plus nuisibles aux Légumineuses potageres et fourrageres, notamment
la famille des Fabaceae, dont elles détruisent les graines (Tuda, 2007). Ainsi, trente trois
familles végétales peuvent servir de plantes hotes aux bruches dont 84% sont des

Légumineuses (Southgate, 1979).

Les Bruchinae comptent plus de 60 genres et 1700 espéces décrites a ce jour,
représentant ainsi une petite minorit¢ des 135000 espéces de Coléopteres phytophages dont
les membres sont distribués sur tous les continents, particuliérement dans les régions chaudes
du globe ou la diversité spécifique est trés importante (Southgate, 1979 ; Johnson et al., 2004 ;
Tuda, 2007).

Jusqu’au milieu du XIXe, les bruches sont incluses dans la famille des Curculionidae en
raison de la segmentation homologue de leurs tarses (quatre segments apparents) et du profil
allongé de leur téte (Borowiec, 1987). Massimiliano Spinola (1780-1857), les regroupa en
1843 dans une famille distincte, les Bruchidae. Plus tard, en 1845, Théodore Lacordaire
(1801-1870) rattacha cette famille a I’ensemble des Phytophaga, Chrysomeloidea, un
rattachement confirmé ultérieurement par John Lawrence Le Conte (1825-1883) et George

Henry Horn (1840-1897) (Kergoat, 2004).

Ce statut de famille des Bruchidae, rarement remis en question, a prévalu pendant un
siécle et demi et ce n’est qu’en 1981 que les travaux de Jasbir Singh Mann et Roy Crowson
(1914-1999) ont remis en cause ce rang taxonomique. Cette question a fait [’objet de
nombreux débats durant les deux derni¢res décennies (1990-2010) et semble déboucher
actuellement sur un consensus qui place les bruches dans la sous-famille des Bruchinae, au

sein des Chrysomelidae (Johnson et Romero, 2004 ; Tuda, 2007).

Cette sous-famille compte 64 genres de bruches connus a ce jour (Kergoat, 2004),

répartis en six tribus :

o Amblycerini — Bridwell 1932 : compte 3 genres dont Zabrotes, Horn 1885 ;
e Bruchini — Latreille 1802 : compte 46 genres dont Acanthoscelides, Schilsky
1905, Bruchus, Linnaeus 1767 et Callosobruchus, Pic 1902 ;

e Eubaptini — Bridwell 1932 : présente un seul genre, Eubaptus, Lacordaire 1845 ;
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e Kytorhinini — Bridwell 1932 : représentée par un genre, Kytorhinus, Fischer Von
Waldheim 1809 ;

e Pachymerini — Bridwell 1929 : compte 12 genres dont Caryedon, Schoenherr
1823

e Rhaebini — Chapuis 1874 : représentée par un genre, Rhaebus, Fischer Von

Waldheim 1824.

Les bruches sont caractérisées par une forme courte, ramassée et globuleuse dont la
taille oscille entre 1,3 et 5 mm (Balachowsky, 1962). Les adultes pondent sur les gousses ou
les graines de leurs plantes hotes et les larves se développent en consommant les réserves

contenues dans les cotylédons des graines.

Les larves évoluées des Bruchinae sont de type « rynchophorien » subissant 4 a 6 mues
au cours de leurs évolution, sont courbées, grasses, blanches apodes ou pourvues d’ébauches
de pates spiniformes avec une téte sclérifiée. Cependant, chez les Acanthoscelides la larve
néonate de type « chrysomélien », présente des pattes articulées bien développées et de
longues soies abdominales dites « locomotrices ». Celles-ci ne servent pas spécialement a la
locomotion puisque la larve néonate se déplace par reptation ou simple détente du corps

(Balachowsky, 1962).

Selon le méme auteur, les bruches pondent, en général, sur les organes €pigés de leurs
plantes hotes, essentiellement des Légumineuses, le plus souvent sur les fleurs ou les jeunes
fruits ou graines. Cependant, certaines espéces peuvent évoluer dans les racines, les tiges de

leurs plantes hotes comme Bruchidius cinarescens Gylls.

Bien qu’elles ne soient pas trés nombreuses (proportions d’espéces), certaines d’entre
elles sont des ravageurs notoires des denrées stockées avec un taux de croissance intrinséque
trés ¢levé en comparaison aux autres ravageurs des graines entreposées (Imura, 1990 in Tuda,
2007). Ils incluent plusieurs especes de Callosobruchus, Acanthoscelides et Zabrotes
inféodées aux Légumineuses (Tribue : Phaseoleae : Phaseolus, Vigna, ...) et d’especes de
Careydon inféodées aux graines d’arachides (Arachis hypogaea) (Southgate, 1979). Les
especes de Bruchus inféodées aux feves et aux pois (Tribue : Fabeae : Vicia, Pisum, ...) sont
bien différentes des autres bruches puisqu’elles ne se reproduisent pas sur des graines dures et
séches de pois ou de féves d’ou elles ne pourraient pas occasionner des dégats

supplémentaires lors du stockage.
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Ainsi, sur le plan éthologique, Loukianovitch cité par Hoffmann et Labeyrie (1962),

distingue trois groupes de bruches :

e Groupel
Ce groupe comprend les especes dites monovoltines dont le développement post-
embryonnaire s’effectue a I’intérieur des graines au cours de maturation (graines
vertes en voie de croissance). L’évolution larvaire se fait parallélement a la croissance
des graines tendres. Ce type de bruches, incapable de se reproduire et de se développer
dans les systemes de stockage, hiverne a 1’état imaginal, le plus souvent en diapause
dans la graine ou en dehors de la graine (dans le sol, sous les écorces, ...). C’est le cas
des espéces du genre Bruchus (B. rufimanus Boh. Inféodé A la féve V. faba et B.
pisorum inféodée au pois Pisum sativum) rencontrées au Maghreb et au Moyen-
Orient.

e Groupe 2
Il comprend les especes dont le développement post-embryonnaires s’effectue soit
dans la graine a différents degrés de maturation puis dans les graines séches. Cette
catégorie de bruches dites polyvoltines, ne présente pas de diapause imaginale et leur
évolution peut se poursuivre sur plusieurs générations dans les stocks apres la récolte.
En général, une méme graine peut étre infestée par plusieurs larves. Comme est le cas
de Callosobruchus maculatus Fab. qui se développe sur le niébé (V. unguiculata) et

dont les femelles collent leurs ceufs sur les gousses vertes et les gousses seches.

e Groupe3
Ce groupe est représenté par des especes a plasticité comportementale plus limitée car
leurs femelles ne pondent qu’en présence de gousses séches en culture ou de graines
séches dans les entrepdts. Ce groupe inclut les espéces inféodées a [’arachide
(Careydon serratus Ol.) et celles inféodées aux Phaseolus (A. obtectus Say et

Zabrotes subfasciatus Boh.).

2. Caractéristiques de la bruche du haricot

A. obtectus est un insecte oligophage de I’ordre des Coléopteres et de la sous famille des

Bruchinae, dont le développement post embryonnaire s’effectue dans les graines de
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Légumineuses (Fabacées). Phaseolus vulgaris est considérée comme sa principale plante

hote.

2.1. Position systématique

Selon Balachowsky (1962), A. obtectus occupe la position systématique suivante :

Regne : Animalia

Embranchement : Arthropoda

Classe : Insecta

S/Classe : Pterygota

Ordre : Coleoptera

S/Ordre : Polyphaga

Famille : Bruchidae

Sous-famille : Bruchinae (Latreille, 1802)
Genre : Acanthoscelides

Espece : A. obtectus (Say, 1831)

Selon Lawrence et Newton (1995), la famille des Bruchidées est actuellement une

subfamille des Chrysomélidées

2.2. Origine et répartition géographique

A. obtectus est originaire des régions andines €équatoriales en Amérique du Sud. C’est
un ravageur des zones tropicales et subtropicales qui a suivi I’importation récente du haricot
de I’Amérique centrale vers I’Amérique du Nord, I’Europe puis vers I’ Afrique (Huignard et
al., 2011). Son aire d’expansion s’est développée de I’Espagne a I’Ukraine, au milieu du
XIXe siecle jusqu’au début du XXe (Serpeille, 1991). Son introduction en Europe aurait suivi
de peu celle du haricot; Chittenden (1892) note sa présence dans toute la région
méditerranéenne et méme en Iran (Labeyrie, 1962).

De nos jour, le haricot est cultivé dans le monde entier, la répartition de I’insecte est
cosmopolite avec un grand pouvoir migratoire en raison de son cycle de vie polyvoltin. Cette
particularité en fait un ravageur dont la dispersion est trés liée aux sociétés humaines et dont

I’expansion est, de ce fait, potentiellement illimitée (Alvarez et al., 2005).
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2.3. Description de ’espéce

2.3.1. L’ceuf

Les ceufs d’A. obtectus sont blancs et lisses de forme cylindrique (Fig. 1a) et n’adhérent
pas étroitement au substratum. Ils mesurent 0,75 mm de long, étroits, avec un pole antérieur

légerement plus large que le postérieur (Labeyrie, 1962).

2.3.2. La larve

Le développement larvaire d’A. obtectus se fait en quatre stades. La larve néonée de
type chrysomélien est blanchatre et mesure 0,6 mm de long sur 0,2 mm de large (Fig. 1bc).
Elle est pourvue de pattes fines et de plaques prothoracique et anale caractéristiques. Peu
apres son entrée dans la graine, la larve mue pour la premiére fois et passe au second stade
apode de type rhynchophorien (L) (Labeyrie, 1962). Selon Khelil (1977), celle-ci subira

encore deux autres mues pour achever son développement larvaire (L3 et L4) (Fig. 2a).

Le développement larvaire se termine par une fabrication soignée d’une loge nymphale juste

sous le tégument. La nymphose dure de 15 a18 jours (Labeyrie, 1962).

G:2x10 G:6x10 G:6x10

Figure 1. Morphologie du stade ceuf (a) et de la larve L; avant (b) et apres sa sortie de 1’ceuf
(c) d’Acanthoscelides obtectus (Originale, 2013).

2.3.3. La nymphe
La nymphe de couleur blanchatre, ressemble a 1’adulte qui n’a pas encore acquis sa

couleur brune (pigmentation et sclérotinisation) (Fig. 2b).
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L2 13 14

Figure 2. Morhologie des stades larvaires L,, L3 et L4 (a) et de la nymphe (b)
d’Acanthoscelides obtectus (G : 2 x 10) (Originale, 2013).

2.3.4. L’adulte

L’adulte d’A. obtectus mesure 2,5 a 3 mm de long sur 1,7 a 1,9 mm de large, mais il
arrive que dans les cas des populations a effectif élevé sa taille soit plus réduite. Le corps est
brun ferrugineux et recouvert partout de soies dorées courtes, couchées vers l’arriére
(Labeyrie, 1962). D’aprés Balachowsky (1962), les antennes présentent 11 articles dont les
cinq premiers sont roux avec une tache apicale noire; les cinq suivants sont presque
entierement noirs et ’article terminal est roux. Les fémurs postérieurs sont pourvus de trois
dents dont la basale est trés développée (Fig. 3a).

La différence entre le male et la femelle (Fig. 3b) est trés tot visible dés I’émergence. Le
male, de taille généralement plus faible, peut étre distingué par un caractére mis en évidence
par Perris (1874) : le pygidium échancre largement le dernier anneau ventral du male qui reste

entier chez la femelle ; ce caractére est bien apparent chez la bruche du haricot (Balachowsky,
1962).

Figure 3. Morhologie et dimorphisme sexuel des adultes d’Acanthoscelides obtectus. a.
Fémur postérieur pourvu de trois dents (G : 4x10) ; b. dimorphisme sexuel (G : 2 x 10)
(Originale, 2013).
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2.4. Biologie d’Acanthoscelides obtectus

La bruche du haricot peut évoluer dans deux milieux totalement différents a savoir les
cultures et les graines entreposées. L’éthologie des adultes est complétement modifiée par ce
changement de milieu car les exigences phénologiques des femelles dans la nature
disparaissent dans les entrepdts (Labeyrie, 1962).

Les adultes commencent a s’accoupler quelques heures aprés leur émergence. La
copulation a lieu plusieurs fois au cours de leur existence et dure généralement sept minutes
(Huignard, 1968 in Khelil, 1977) mais peut aller jusqu’a dix minutes (Dungelhoff et Schmitt,
2006).

Le dépdt des ceufs a lieu le plus souvent sur les graines ou entre les graines, mais il peut
se produire aussi sur les emballages. Le nombre d’ceufs pondus par une femelle est de 50 a
100 (Balachowsky, 1962).

Les adultes hivernent a I’intérieur des graines de haricot et sortent de celles-ci a la fin du
mois d’avril ; ils ne s’alimentent pas mais s’accouplent (Bonnemaison, 1962).

La ponte a été décrite par Zachariae (1959 in Balachowsky, 1962), la femelle se place
a la hauteur de la suture dorsale de la gousse, plus rarement de la suture ventrale, elle ronge la
gousse au point de contact des deux valves et creuse un trou étroit et profond puis dépose les
ceufs en paquets de 2 a 20 et parfois plus et la ponte est faite exclusivement dans les gousses
qui commencent a jaunir et jamais dans les gousses enti¢rement séches.

Suivant la température, la durée d’incubation est de 3 a 5 jours. La larve primaire
circule pendant quelques heures a la surface de la gousse puis traverse celle-ci ; elle pénétre
dans la graine 2 a 3 jours apres sa naissance. Elle mue et se transforme en une larve apode. La
durée du développement larvaire est treés variable, elle est de 3 semaines en moyenne. La larve

découpe un opercule dans la paroi de la graine et se nymphose.

La durée moyenne de développement de I’ceuf a I’adulte est de trente jours a une
température de 27°C et d’humidité relative de 70%. Au champ il y a qu’une seule génération
par an. L’insecte hiverne a I’intérieur des graines et ne reprend son activité qu’au printemps
avec I’¢lévation de la température (Goix, 1986).

Cependant, durant le stockage, il peut y avoir quatre a cinq générations successives dans
les entrepots avec d’importants dégats a chaque génération (Decelle, 1981). Les imagos sont
capables de vivre sans s’alimenter, leur longévité varie dans ce cas en fonction de la

température et de ’hygrométrie, 35 jours a 15°C et 10 jours a 30°C. Il semblerait que la
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longévité des males est plus réduite que celle des femelles. Lorsque les femelles sont nourries
au miel leur longévité peut aller jusqu’a 89 jours (Labeyrie, 1962).
Lorsque la bruche est en présence de contraintes environnementales, elle réagit par

I’effet de la thanathose (catalepsie) qui est la simulation de la mort (Khelil, 1977).

2.5. Dégits et pertes

Les dégats causés par ce ravageur sont dus exclusivement aux larves qui s’alimentent
du contenu des graines. Apres plusieurs mois d’infestation, les graines de haricots montrent
des perforations, avec présence d’insectes adultes et de larves qui continueront leur évolution

a ’intérieur des gaines (Goix, 1986).

Selon Idi (1994), les pertes en poids occasionnées dans les stocks peuvent étre
estimées a plus de 80% apres six a sept mois de stockage affectant leur faculté germinative
ainsi que leur valeur marchande (Fig. 4). Les haricots contaminés ont un gott les rendant
impropre a la consommation pour I’homme (Balachowsky, 1962). En outre, des pertes
indirectes peuvent étre engendrées par I’invasion par des microorganismes des orifices laissés

par les adultes apres émergence (Baldin et Lara, 2008).

Figure 4. Graines de haricot avant et aprés la contamination par Acanthoscelides obtectus
(Originale, 2013).
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3. Moyens de lutte

Il existe plusieurs méthodes qui permettent de maintenir les populations des ravageurs a
un niveau assez bas pour que les dégats occasionnés soient économiquement tolérables. A
coté des différentes mesures prophylactiques telles la récolte des haricots en temps opportun,
leur séchage avant le stockage ainsi que les conditions adéquates d’entreposage (Kasambala et
Hendry, 1986), la méthode la plus fréquemment utilisée pour lutter contre les bruches, est la
lutte chimique (Lorini, 1998 ; Baldin et Lara, 2008) qui utilise souvent des fumigants
notamment le bromure de méthyl et le phosphure d’hydrogeéne. L’intérét de leur emploi est lié
a leur diffusion a I’intérieur des graines, pouvant atteindre des formes cachées des ravageurs
tels que les larves et les ceufs et les nymphes (Stefan, 1964 in Kellouche, 2005). Cependant, la
fumigation, bien qu’elle soit rapide et efficace, est trés nuisible pour I’environnement et

présente des risques sur la santé humaine (Lara, 1991 in Baldin et Lara, 2008).

De nos jours, la recherche de nouvelles méthodes de lutte a faibles répercussions
¢cologiques est devenue une nécessité¢ d’autant plus que la recommandation de ’OMS (1995)
est en faveur de I’¢limination des fumigants classiques en 2005 dans les pays développées et
en 2015 dans les pays en voie de développement (Ketoh et al., 2004).

Beaucoup de travaux de recherches se penchent aujourd’hui sur des méthodes
alternatives de lutte contre les ravageurs des denrées stockées. Parmi elles, il y a I’utilisation
de variétés résistantes liées essentiellement a leur composition en certains composés
inhibiteurs d’enzymes tels que les inhibiteurs de protéases, d’alpha amylases et les arcelines
(Baldin et Lara, 2008). Des travaux antécédents ont également montré le role des ennemis
naturels dans la lutte biologique contre les bruches, c’est notamment le cas de I’ectoparasite

Dinarmus basalis, agent de contréle promettant contre A. obtectus (Schmale et al., 2006).

D’autres investigations s’orientent vers les plantes aromatiques dont les poudres, les
huiles essentielles et méme les cendres peuvent agir efficacement sur les différents stades de
développement des bruches. Leur efficacit¢ a pu étre montrée par de nombreux travaux a
travers le monde, mais aussi en Algérie, tels que ceux de Khelil (1977), Bouchikhi Tani
(2006), Bouchikhi Tani et al. (2008) et Bouchikhi Tani et a/. (2010) sur la bruche du haricot
A. obtectus, de Kellouche et Soltani (2004), Kellouche et al. (2004) et Kellouche (2005) sur la
bruche du niébé C. maculatus et de Righi-Assia (2010) et Righi-Assia et al. (2010) sur la

bruche du pois chiche Callosobruchus chinensis.
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3.1. Lutte biologique

La lutte biologique contre les ravageurs d’une culture est celle qui utilise les parasites
ou les prédateurs de ces ravageurs en vue de diminuer leurs dégats. Elle est pratiquée soit
directement en introduisant dans les champs les ennemis du ravageur ou bien indirectement,
en aménageant le milieu de culture de telle sorte qu’il accueille le plus grand nombre possible

d’ennemis des principaux ravageurs des plantes cultivées (Dupriez et De Leener, 1987).

Les principaux ennemis naturels d’A4. obtectus sont les Hyménopteres parasitoides tels
que Stenocorse bruchivora (Braconidae), D. basalis et Anisopteromalus calandre
(Pteromalidae) ainsi que Horismenus sp. (Eulophidae). Ces especes sont des ectoparasites
solitaires du troisieme et du quatriéme stade larvaire et parasitent occasionnellement les
pupes. Les femelles de ces guépes combinent les informations visuelles, chimiques et
mécaniques (telles que les vibrations) pour localiser leur hote. D. basalis constitue un agent
de controle potentiel contre 4. obtectus car il réduit significativement les populations de la
bruche du haricot, particuliérement lorsqu’il est introduit durant les premiers stades de
développement de la bruche (Schmale et al., 2002 et 20006).

Les larves d’A. obtectus sont ¢galement attaquées par 1’Acarien Pyemotes spp.

(Bonnemaison, 1962).

3.2. Lutte par les plantes ou Phytothérapie

L’utilisation des substances naturelles des plantes en tant que biopesticides dans la
protection des graines de légumineuses permet de limiter la toxicité des insecticides
d’origines chimiques, ils se présentent sous plusieurs formes : extraits aqueux (Gwinner et al.,
1996 ; Aouinty et al., 2006), extraits organiques (Regnault-Roger et al., 1993), huiles
végétales (Kellouche, 2005) ainsi que les huiles essentielles et les poudres végétales qui

seront traités dans les chapitres suivants.
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1. Introduction

Comme pour tous les insectes Coléopteres, A. obtectus est un insecte holométabole dont
le cycle de développement comporte quatre stades qui sont I'ceuf, la larve la nymphe et
I’ adulte (Balachowsky, 1962). C’ est une espéece polyvoltine et ne présente aucune diapause ni
au stade adulte ni au stade larvaire (Huignard et al., 2011).

Alvarez et al. (2005), a |’ aide de marqueurs mitochondriaux (mt DNA) et de marqueurs
microsatellites nucléaires, ont étudié des populations d’ A. obtectus originaires des différentes
régions de son aire de répartition. Ces auteurs ont montré gue le polyvoltinisme n’ est pas une
adaptation ala domestication de P. vulgaris par I’homme. En effet, les populations ancestrales
d’'A. obtectus se développent dans des zones équatoriales ou des espéces de Phaseolus
fleurissent et produisent des gousses durant toute I’ année.

Dans les zones tempérées ou la plante héte n’est disponible que pendant une courte
période de I’année, A. obtectus doit donc obligatoirement passer par le systéme de stockage
pour réaliser son cycle biologique (Huignard et al., 2011).

Le cycle de développement d' A. obtectus commence dés la colonisation des cultures de
haricot par les adultes, qui ont quitté les centres d entreposage, et continue pendant le
stockage al’intérieur des graines mares et seches. Cet insecte est capable de réaliser son cycle
de vie completement dans les graines stockées sans retour au champ (Labeyrie 1962).

Afin de bien connaitre les différents stades de développement de la bruche du haricot et
la durée totale de son cycle biologique, nous nous proposons dans ce chapitre, de suivre son

cycle du stade ceuf jusgu’ al’ adulte.

2. Matérielset méhodes
2.1. Matérid biologique

2.1.1. Lesbruches

L'espece étudiée est A. obtectus, obtenue a partir d'une souche provenant du
Laboratoire d Entomologie de |’ université de Tlemcen. Elle est entretenue par des élevages de
masse au hiveau du laboratoire d’ Entomologie du Département de Biologie de I’ Université de
Tizi-Ouzou.

2.1.2. Lesgrainesde haricots

Les graines saines de haricots, cultivar Rognon blanc, sont utilisées pour I’ élevage de

masse et proviennent du marché local (Tizi-Ouzou). Les graines ne sont pas traitées par aucun
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insecticide ni autres composés chimiques. Elles sont lavées et séchées et conservées a 4°C

avant utilisation.

2.2. Méhodes

2.2.1. Elevage de masse

Il consiste amettre en contact les bruches adultes méles et femelles avec des graines de
haricot dans des bocaux en verre (18 cm de hauteur sur 11 cm de diametre). Ces derniers sont
placés dans une étuve réglée aux conditions favorables a leur développement 30+1°C de
température et 70+10% d hygrométrie. Cet élevage permet de fournir un nombre suffisant de

bruches adultes destinées aux différents essai s biologiques.

2.2.2. Etude du cycle de déeveloppement dela bruche

Pour I’ étude du cycle biologique d’ A. obtectus, nous avons infesté des graines de haricot
saines par des ceufs de méme age (0 a 24 heures) ; 50 ceufs fraichement récoltés sont placés
dans des boites de Pétri en verre en présence de graines de haricot saines. Quatre répétitions
sont effectuées et les boites sont placées a I'intérieur d une étuve réglée aux conditions de
30£1°C de température et 70£5% d’ hygromeétrie.

Grace a des observations régulieres, a I’aide d' une loupe binoculaire, nous pouvons
déterminer la durée d’incubation des ceufs et |e stade néonate (larve mobile).

Le développement larvaire et nymphal se déroule entierement a I’intérieur de la graine.
Pour pouvoir observer ces stades cachés de la bruche du haricot, depuis la pénétration de la
larve néonate al’intérieur de la graine jusgu’ ala fin de la nymphose, nous avons eu recours a
des dissections des graines contaminées (méthodologie inspirée de Kellouche, 2005).
Cependant, les stades observés par cette méthode ne peuvent poursuivre leur développement

sauf pour les stades les plus avancés (larve du 4°™ stade ou nymphe).

3. Réaultats
Le suivi du cycle de développement de la bruche nous a permis de distinguer quatre
stades de développement a savoir I’ ceuf, lalarve, lanymphe et I’imago.
Les ceufs blancs et lisses sont pondus par les femelles soit directement sur les graines de
haricot ou bien sur les parois des boites de Pétri contenant des graines de haricot. A lafin du
développement embryonnaire, la larve néonate (L) est visible par transparence a travers le

chorion del’ ceuf observé al’ aide d’ une loupe binoculaire.
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L’incubation dure 6 jours environ et au moment de |’ éclosion la larve néonate déchire le
chorion de I’ ceuf pour sortir (Fig. 58). C’'est une larve mobile pourvue de pattes fines qui
circule et se déplace a la recherche d'une graine adéquate pour S'y installer et se distingue
visiblement des autres stades larvaires par sa forme et sa taille. Nous avons remarqué que la
pénétration de cette larve al’intérieur de la graine demande plus de 24 heures.

Nous avons également observé que beaucoup de larves profitent des trous forés par leurs

congéneéres (Fig. 5b), mais leurs galeries vont rapidement diverger a I'intérieur de la graine
(Fig. 6).

Figureb. Sortiedelalarve L, del’ ceuf (a) et trou de pénétration delalarve L
d’ Acanthoscelides obtectusdans lagraine du haricot (b) (G : x10) (Originae, 2014).

Figure 6. Galeries creusées al’intérieur des graines par les larves d’ Acanthoscelides obtectus
(G : x10) (Originae, 2014).
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Une foisque lalarve L; est al’intérieur de la graine, 2 jours plus tard environ, elle mue
pour la premiere fois et se transforme en une larve morphologiquement tres différente, trés
arquée et apode de type L, (3 a4 jours).

Les larves du troisiéme stade L3 et du quatriéme stade L4 sont semblables a celle du
deuxieme stade L, mais de taille plus importante ; la durée de dével oppement des stades L3 et
L4 est de 4 et 6 jours respectivement.

La nymphe est morphologiquement trés différente des larves, elle est blanchétre au départ
puis se pigmente et se slérotinise peu a peu pour se rapprocher de la morphologie de I’ adulte.
La nymphose dure 7 a9 jours et aboutit a des imagos qui sortent par des opercules préparés
par leslarves.

Les résultats obtenus pour la durée de chague stade du cycle de développement d’ A.

obtectus sont groupés dans le tableau 3 et illustrés par lafigure 6.

La durée du cycle de développement, de I’ ceuf a I’ adulte, est en moyenne de 30+2jours
dans les graines de haricot de la variété Rognon blanc. L’ incubation des ceufs dure environ 6
jours, le développement larvaire prédomine le cycle avec un total de 18 jours (quatre stades

larvaires ont é&é identifiés) et lanymphose s est étalée sur 7 jours environ.

Tableau 3. Durée des différentes phases du cycle de vie d’ A. obtectus dans les graines du
haricot (mxs).

Stadeslarvaires Durée (jours)
I ncubation 5+1
Larvedu premier stadelL 3+1
Larvedu deuxieme stadelL 3+1
Larvedu troisiéme stadeL 3 4+1
Larvedu quatrieme stadeL 4 6+1
Nymphose 8+1
Duréetotale (jours) 30+2
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Adultes (G : 2x10)

Nymphe (faceventrale) (G: 2x10)

Accouplement (G x10)

13+1j
Duréedu cycle
30+2jours
Déslespremiéres 24h
12 13 14 b
Position de ponte chez la femelle
Larves apodes (G x10) (G x10)
- :II Incubation 5j+1

Larve L. mobile (G x20) Eufs (G x10)

Figure 7. Cycle de vie d’ Acanthoscelides obtectus sur les graines de haricot commun a
30+1°C de température et 70+5% d’ hygrométrie (Originale, 2012).
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4. Discussion

Les résultats gue nous avons obtenus pour le suivi du cycle de développement d A.
obtectus sont similaires a ceux obtenus par beaucoup d auteurs ayant travaillé dans des
conditions de température et d’ humidité identiques aux nétres. Des travaux sur les Bruchidae
ont montré la présence de quatre stades larvaires pour des bruches polyvoltines ¢ est le cas de
la bruche du haricot A. obtectus (Khelil, 1977), |abruche du niébé C. maculatus (Kellouche,
2005), la bruche du pois chiche C. chinensis (Righi-Assia, 2010) et la bruche de la feve
(monovoltine) B. rufimanus (Medjdoub-Bensaad, 2007 ; Medjdoub-Bensaad et al., 2007).

Nos résultats montrent que la durée du cycle de développement de la bruche du haricot
sur des graines de la variété blanche (Rognon blanc) est de 30£2 jours. En effet Khelil (1977)
anoté que la durée du cycle de développement d’ A. obtectus est de 28 a 30 jours, I’ incubation
dure 6 jours, les stades larvaires L, et L4 durent environ 4 jours; les stades larvaires L, et L3
s étalent chacun sur 2 jours, la préenymphose et la nymphose durent environ 3 jourset 7 a9
jours respectivement.

De méme, Kassemi (2006) a constaté que la durée du cycle biologique d’' A. obtectus est
de 29 a 31 jours, I'incubation est de 6 jours, la durée de stade L; est de 3 a4 jours et la durée
entrele stade L, et I’ émergence est de 20 & 22 jours.

Bouchikhi Tani (2006 et 2011) signale que le cycle de développement d’ A. obtectus sur
la variété blanche (rognon blanc) est de 30 jours et que ladurée entre L, et L, est de 2 jours et
entre L, et I"'émergence est de 23 jours. Les stades cachés (larves et nymphes) sont
prédominants par leurs durées (231,39 jours). Il goute que la durée du cycle est de 31 jours
sur lavariété noire.

Pour sa part Hamdani (2012) a rapporté une durée totale du cycle de 3012 jours avec un
total de 22 jours pour les stades cachés.

Les travaux de Kellouche (2005) ont rapporté des variations de la durée du cycle de
développement de la bruche du niébé (C. maculatus) en fonction des cultivars de C.
arietinumet de V. unguiculata de 26+2,1 a 32+2,7 jours avec des durées plus courtes pour les
variétés de V. unguiculata, I’ hdte préféré de ce ravageur.

Nous avons remarqué gue les femelles pondent le plus grand nombre d’ ceufs lors de
—éme

leurs premiers jours d’ existences, elle est presque nulle aprés le jour. L’ évolution dans le

temps des pontes chez A. obtectus est rapportée par des études antérieures avec des résultats
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différents. Pankanin-Franczyk (1980) cité par Parson et Credland (2003) a noté des pics des
taux de fécondité 3 a 4 jours aprés I’ émergence ; par contre Huignard et Biémont (1979) ont
enregistré le pic 24 heures aprés |’ accouplement. Pour leur part, Parson et Credland (2003)
ont enregistré des pics d’ oviposition au deuxiéme jour apres accouplement. Ces différences
sont probablement dues aux variations interpopul ations des populations d’ A. obtectus comme
est le cas chez C. maculatus (Credland, 1990).

Kellouche (2005) a constaté des résultats similaires sur C. maculatus ou la majorité des
ceufs sont pondus durant les trois premiers jours de la vie des bruches. Selon Khalfi (1983)
cité par Righi-Assia (2010), cette diminution est due aux effets de vielllissement des méales de
C. chinensis qui ont une activité reproductrice réduite jusgu’a ne plus s accoupler avec les

femelles aprésle 7°™ et le 8™ jour.

Beaucoup de larves L1, mobiles, profitent des trous d’ entrée forées par leurs congénéres
pour s'introduire dans les graines. Les travaux d’Ohtsuka et Toquenaga (2009) ont montré
gu’ en effet, les larves d’' A. obtectus montrent deux catégories de comportement d’ entrée dans
les graines de haricot ; les premieres sont les larves pionnieres qui forent elles mémes le
tégument des graines mais elles subissent des mortalités élevées, les secondes sont des larves
‘suivistes ou ‘followers qui sintroduisent par les trous d entrée déja fabriqués par les
pionniéres mais dont les galeries vont vite diverger al’intérieur de la graine. Ces auteurs ont
montré que le succes d’ entrée des pionnieres est plus faible que celui des ‘followers et que
leurs proportions diminuent au fur et & mesure que le nombre de larves en compétition

augmente.
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1. Introduction

L’ utilisation de plantes ou extraits de plantes (racines, feuilles, écorces et fruits) dans
la protection des récoltes contre les insectes ravageurs au cours de stockage est une pratique
ancienne tres répandue en Afrique et en Asie (Kalomaeet al., 2008).

Selon les mémes auteurs, les branches et les feuilles fraiches de plantes aromatiques
sont utilisées pour protéger les grains stockés de mai's (Z. mays L.) et les grains de haricot (P.
vulgaris L.) et de niébé (V. unguiculata (L.) Walp.) contre les attaques de divers insectes de
stocks dans les récipients traditionnels de conservation. Méme aprés une longue période de
stockage, les feuilles seches de ces plantes continuent d’ émettre de fortes odeurs aromatiques
persistantes liées a leur composition en huiles essentielles pouvant étre al’ origine de leur bio-
activité.

Des poudres obtenues par broyage des différents organes (des fleurs, des semences, des
écorces, des racines et des feuilles) des plantes séchées a I’'ombre et a une température
ambiante de 26° a 28°C ont été testées contre plusieurs ravageurs des denrées stockées
(Gwinner et al., 1996). Des travaux de Quarles (1992) rapportés par Tapondjou et al.
(2003) ont montré que les poudres de Chenopodium ambrosioides ont un large spectre
d action contre les insectes mais aussi les nématodes, les champignons et les virus. L’ effet
toxique et répulsif des poudres de C. ambrosioides et d’ Eucalyptus saligna contre la bruche

du niébé (C. maculatus) a été noté par les travaux de Tapondjou et al. (2003).

Les travaux de Ghandi et al. (2010), sur la bioefficacité des poudres des feuilles d’ une
Lythraceae (Punica granatum) et d’une Rutaceae (Murraya koenigii) contre un ravageur des
denrées stockées, Tribolium castaneum (Herbst), ont révélé une forte mortalité des adultes et
un retard dans le développement de I'insecte de méme gu’ une réduction significative de la
population. Ces poudres contiennent des composés chimiques complexes qui pourraient
montrer une bioactivité supérieure comparés aux congtituants des plantes isolés par les
méthodes d’ extraction (Baki et al., 2005 ; Berenbaum, 1985 in Ghandi et al., 2010). Selon ces
derniers auteurs, pourvu que le matériel végétal soit disponible, cette méthode de lutte est trés
facile et accessible et pas couteuse a tout agriculteur qui voudrait protéger ses récoltes en
utilisant des pul vérisations de plantes notamment dans |les pays en voie de dével oppement.

Les travaux de Kellouche (2005) réalisés sur la bruche du niébé (C. maculatus) ont
montré que les poudres des plantes aromatiques appartenant aux familles des Myrtacées,
Moracées, Oleacées et Rutacées réduisent significativement la longévité des adultes et/ou la
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fécondité des femelles. Par ailleurs, Righi-Assia et al. (2010), en testant les poudres des
feuilles et des fleurs de quel ques plantes spontanées (Thym, Santoline et Anagyre fétide) ains
gue celles du pois chiche, a observé une réduction de la longévité, de la fécondité, de la
fertilité, ains que du poids et de la longueur des adultes de la bruche du pois chiche (bruche
chinoise) C. chinensis notamment pour les poudres des feuilles qui ont montré un effet
bi oinsecticide méme a des doses trés faibles. Bouchikhi Tani (2011) a, pour sa part, éudié et
comparé |’ effet biocide des poudres de dix plantes aromatiques dont des Lamiacées, Rutacées,
Cistacées et Astéracées sur les adultes de la bruche du haricot et de la mite (Tineola
bisselliella). Il a montré gqu’ elles présentent des propriétés insecticides sur A. obtectus et
insecticides et larvicides sur T. bisselliella, de méme qu’elles réduisent la fécondité des
femelles des deux espéces.

Dans ce chapitre, nous allons étudier I’ effet des poudres des feuilles de dix plantes dont
Six sont aromatiques; ce sont le basilic commun (Ocimum basilicum), la menthe verte
(Mentha spicata), la sauge (Salvia officinalis) et le thym (Thymus wvulgaris) (Lamiacées),
I’eucalyptus (Eucalyptus globulus) (Myrtacées) et le laurier noble (Laurus nobilis)
(Lauracées). Nous avons voulu également voir quel serait I’ effet des poudres des feuilles de
guelques légumineuses cultivées sur la biologie de la bruche du haricot, il s agit de lafeve et
du petit pois (Légumineuses herbacées) et du genét et du robinier (Légumineuses arbustive et
arborescente). L’évaluation de la toxicité de ces poudres sur A. obtectus est faite a travers
guatre paramétres: la longévité des adultes, la fécondité et la fertilité des femelles et la
viabilité des ceufs. L'effet éventuel de I'utilisation de ces poudres comme moyen de
protection des récoltes sur les caractéristiques des graines est également étudié a travers deux
parameétres : la perte en poids et la faculté germinative des graines de P. vulgaris.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matérid biologique
2.1.1. Lesbruches
L’ espece étudiée est A. obtectus, ele est obtenue a partir d’une souche provenant du
laboratoire d’ Entomologie de |’ université de Tlemcen en 2008. Elle est entretenue grace a des

élevages de masse (Cf. Chapitre 11, p.20).

2.1.2. Lesgrainesde haricots

Les graines saines de haricots, cultivar Rognon blanc, utilisées pour I’ & evage de masse

et les différents bio-essais proviennent du marché local (Tizi-Ouzou). Les graines ne sont pas
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traitées par aucun insecticides ni autres composes chimiques. Elles sont lavées et séchées et

conservées a4°C avant utilisation.

2.1.3. Lespoudres végétales
2.1.3.1. Lapoudredesfeuillesdeféeve

Lafeve (V. faba L.), de lafamille des Fabacées, est une espéece a tiges quadrangulaires,
creuses, droites, peu ramifiées. Les feuilles, de couleur vert glauque, sont composees et
alternes et les fleurs sont blanches, forment une inflorescence en grappe de 4 4 5 fleurs. Les
fruits sont des gousses, noircissant a maturité et renfermant 3 a 8 graines (Chaux et Foury,
1994).

La poudre utilisée est obtenue a partir de feuilles issues de pieds de feves cultivés dans
larégion de Tizi-Ouzou. Larécolte des plantes a été faite durant |le mois de mars 2013 a Tizi-

Ouzovu.

2.1.3.2. Lapoudre desfeuilles du petit pois
Le petit pois (Pisum sativum L.), de la famille des Fabacées, est une plante annuelle,
herbacée et grimpante. Les feuilles sont largement stipul ées, composées de couleur vert jaune
avert foncé; les fleurs sont blanches ou violacées (Péron, 2004).
La récolte des feuilles de pois est faite durant le mois de mars 2013 au niveau d’'une

parcelle agricole non traitée située dans la commune de Tizi-Ouzou.

2.1.3.3. Lapoudre desfeuilles de genét

Genista tricuspidata L. est une plante arbustive de la famille des Fabacées, a fleurs
jaunes, elle possede des rameaux verts parfois épineux, qui portent des petites fleurs
caduques, (floraison en mai-juin) (Chaux et Foury, 1994).

Les feuilles de Genét ont été récoltées en juin 2012, dans larégion d’ Ait-yenni (40 Km
au Sud-Est de lawilaya de Tizi-Ouzou).

2.1.3.4. Lapoudredesfeuillesderobinier

Robinia pseudoacacia L. (Fabacées), appelé auss faux -acacia ou acacia est une
Ilégumineuse arborescente qui peut atteindre 20 a 30 m de haut. Les feuilles caduques sont

imparipennées, avec un grand nombre de folioles ovales (9 a 19 folioles) ; les stipules des
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feuilles portées par les rameaux non floriféres sont transformées en épines. Les fleurs
zygomorphes sont blanches et les fruits sont des gousses aplaties (Roussillat, 1999).
Les feuilles de Robinier ont été récoltées en juin 2012 dans laville de Tizi-Ouzou.

2.1.3.5. Lapoudredesfeuillesdebasilic

Selon Guignard et Dupont (2004), Ocimum basilicum L. (Lamiacées) est une plante trés
aromatique originaire de Sud de I’ Asie et de |’ Indonésie. Ses feuilles sont ovales, vertes avec
de petites fleurs de couleur blanche a rose pale rassemblées en grappes. C' est une herbacée
annuelle sous les climats tempérés mais vivace en climat tropical. Le genre Ocimum est
composé de plusieurs especes parmi lesquelles, le basilic citron (O. canum L.), le basilic

sacré (O. sanctum L.) et le basilic commun (O. basilicumL.).

Les plantes de basilic utilisées proviennent d une exploitation agricole privée située

danslarégion de Tizi-Ouzou. Lesfeuilles ont éé récoltées alafin du mois Mai 2012.

2.1.3.6. La poudre desfeuilles de menthe verte
Mentha spicata L. (Lamiacées) est une plante herbacée tres courante dans les jardins,
elle peut atteindre 60 cm de hauteur. Elle est pourvue de stolons qui assurent sa
multiplication, ce qui peut la rendre envahissante. Le feuillage est habituellement vert profond
mais les jeunes feuilles sont généralement plus claires. Les feuilles sont lancéol ées a bords en
dents de scie; elles portent des glandes sécrétant une essence, e menthol, dans une bonne
proportion. Les fleurs sont généralement rosées voire blanches, se réunissent en épi et

apparaissent en éé (Fernandez, 2003).

Les feuilles de menthe verte sont récoltées en septembre 2012 dans la région de
Maatkas (20 Km au Sud Ouest de Tizi-Ouzou).

2.1.3.7. Lapoudre desfeuilles de la sauge commune

La sauge commune, Salvia officinalis L., est une herbe aromatique appartenant a la
famille des Lamiacées. C’est un sous-arbrisseau originaire du bassin méditerranéen, mesurant
50 cm de hauteur et appréciant les sols bien drainés et ensoleillés (Aubineau et al., 2002).

Elle présente des rameaux quadrangulaires. Ses feuilles sont oblongues, duveteuses et
rugueuses, de couleur vert-blanc. Ses fleurs sont de couleur bleu-violet regroupées

verticalement le long de latige. Son odeur est bal samique et son arome est camphré et amer.
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Les feuilles de la sauge sont récoltées en septembre 2012 dans la région de Maétkas
(20 Km au Sud Ouest de Tizi-Ouzou).

2.1.3.8. La poudre desfeuillesde thym commun

Le thym commun (Thymus vulgaris L.) est un sous-arbrisseau vivace touffu de la
famille des Lamiacées. C'est une espece originaire des pays du bassin méditerranéen,

commune des garrigues ensoleillées, des steppes du sud de I’ Europe et du Nord de I’ Afrique.

C’ est une plante trés aromatique de 7 a 30 cm de hauteur atiges cylindriques ligneuses.
Ses feuilles sont tres petites, ovales, lancéolées, a bord roulés en dessous; les pétioles sont
extrémement courts et blanchétres a leur face inférieure. Les fleurs sont roses a blanches, de 4
a 6 mm de longueur, pédicellées et réunies ordinairement au nombre de trois a |’ aisselle des

feuilles supérieures (Fernandez, 2003).

Les feuilles de thym ont été récoltées au niveau de Chréa en mars 2013 (18 Km au Sud-
Est de Blida).

2.1.3.9. Lapoudredesfeuillesd eucalyptus

Eucalyptus globulus L., de lafamille des Myrtacées, est une espece originaire d’ Australie,
commune en Algérie. C'est un arbre a tronc droit, a écorce lisse gris cendré et a bois rouge.
Lesfeuilles, en forme de faucilles, sont ovales, cireuses, vert clair, opposées et sessiles sur les
sujets jeunes et coriaces, pendantes, alternes et pétiolées sur des sujets agés. Les fleurs sont
blanchétres et les fruits, en forme de capsules, sont durs, anguleux et verruqueux a quatre
loges renfermant chacune plusieurs graines. Cette espece est caractérisee par une odeur
balsamique (Baba Aissa, 2011).

Les feuilles sont récoltées au niveau de la région d’ Azzefoun (a 55 km au Nord-Est de
Tizi-Ouzou) au mois d Octobre 2012.

2.1.3.10. La poudredesfeuillesdelaurier noble

Originaire du bassin méditerranéen, Laurus nobilis L. (Lauracées) est un arbre
aromatique a rameaux dressés et a écorce lisse. Les feuilles sont persistantes, aternes,
coriaces, luisantes, ovales lancéolées a bords ondulés et courtement pétiolées. Les fleurs sont
dioiques, blanc jaunétre groupées par 4 a 6 ombelles axillaires; les fruits sont de petites
drupes, noires a maturité (Baba Aissa, 2011). Cette plante pousse dans les lieux humides et
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ombragés, mais également dans les jardins, ou il est cultivé comme condiment. Les feuilles
sont récoltées toute I'année (Guignard et Dupont, 2004).
Les feuilles de laurier noble proviennent de la région de Draa El Mizan (47 km au sud

de Tizi-Ouzou). Elles sont récoltées au mois d’ Octobre 2012.

2.2. Méthodes
2.2.1. Récolte et préparation des poudres vegétales

Apres recolte, les feuilles sont nettoyées et sechées séparément au laboratoire a la
température ambiante de 25° a 27°C pendant 4 a5 jours.

Une fois séchées, elles sont réduites en poudre a I’aide d'un broyeur éectrique puis le
broyat est passé dans un tamis (0,5 mm de maille) afin d' obtenir une poudre de granulométrie
homogene.

Les poudres sont conservées séparément dans des flacons au frais al’ abri de lalumiére et
del’air.

2.2.2 Evaluation del’ efficacité des poudres desfeuilles sur A. obtectus

Cing couples de bruches &gés de 0 a 24 heures sont mis dans des boites de Pétri en
verre, contenant 259 de graines de haricots (P. vulgaris, cultivar Rognon blanc). Celles-ci sont
traitées avec différentes doses de poudres des feuilles de quatre Lamiacées (basilic, menthe
verte, sauge et thym), quatre Légumineuses (feve, petit pois, robinier et genét), une Myrtacée

(Eucalyptus) et une Lauracée (Laurier noble).

Les doses utilisées sont 0,25, 0,5, 0,75, 1 et 1,259 par 25 g de graines de haricot soit
1%, 2%, 3%, 4% et 5% du poids des graines. Des lots témoins (0%) sont réalisés en parallele
avec des graines non traitées. Quatre répétitions sont effectuées pour toutes les doses et pour

le témoin (Fig.8).

Les boites sont maintenues dans les mémes conditions de température et d’ humidité

relative précédemment citées.
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25g + 5 couples (Témoin) 25g + 5 couples + x dose de poudre

Figure 8. Test par contact des poudres des plantes a différentes doses (x dose= 0,25, 0,5,
0,75, 1 et 1,259 par 25 g soit 1%, 2%, 3%, 4% et 5%) contre A. obtectus (Originale, 2014).

2.2.2.1. Paramétres biologiques étudiés

L’ efficacité des différents traitements sur A. obtectus, est évaluée par I’ étude de la
longévité des adultes, la fécondité et la fertilité des femelles et 1a viabilité des ceufs ainsi que

la perte en poids et la faculté germinative des graines traitées par les poudres.

a. Paramétresliésalabruche

e Lalongévitédesadultes
Elle est déterminée en dénombrant, quotidiennement, les individus morts aprés le

lancement des tests pour toutes les doses et ce jusqu’ alamort de tous les individus.

e Laféconditédesfemelles
Tous les ceufs pondus sur les graines et sur les boites (éclos et non éclos), sont

dénombrés al’aide d une loupe binoculaire, aprés 13 jours de traitement.

e Letaux d’éclosion des ceufs
Aprés comptage des ceufs pondus, le taux d’ éclosion des ceufs est calculé par laformule

suivante :

Taux d'éclosion = (nombre d’ ceufs éclos/nombre d’ ceufs pondus) x100
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e Letaux deviabilité des eeufs (émergence)

Les adultes qui commencent & émerger & partir du 30°™ jour jusqu’a 40°™ jour sont

comptés régulierement et sont retirés des boites au fur et a mesure qu’ils sortent des graines.

Letaux de viabilité des ceufs est calculé par laformule :

Taux de viabilité = (nombre d’ adultes émergés/nombre d’ ceufs pondus) x100

b. Parametresliésalagraine

e Lespertesen poids

Dés la fin des émergences des adultes de la premiere génération, la perte en poids des
graines ayant subi les différents traitements est évaluée en procédant a la pesée des lots de
graines al’aide d’une balance. Ce poids est ensuite comparé au poids initial avant traitement.

L es pertes en poids sont exprimees en pourcentage cal culé comme suit :

La perte en poids % = { (poidsinitial)-(poids final) / le poidsinitial)} x100.

e Lafacultégerminative desgraines

Afin d évauer |'effet des traitements par les poudres sur le pouvoir germinatif des
graines, nous prélevons de chaque lot testé 25 graines prises au hasard que nous mettons dans
des boites de Pétri contenant du coton imbibé d’ eau. Un lot témoin représenté par des graines
non traitées (saines) et des graines infestées par les bruches (le test témoin de traitement par
contact) sont également réalisés (Fig. 9).

Aprés 4 jours d expérimentation, nous procédons au dénombrement des graines

germees et nous calculons e taux de germination par laformule :

Taux de germination = (nombre de gaines germées / nombre total de
graines25) x100
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25 graines infestées 25 graines traitées par les poudres

Figure9. Test de germination des graines de haricot traitées par contact aux poudres
végeétales contre Acanthoscelides obtectus (Originae, 2012).

2.3. Analyse statistique

Les séries de données concernant les effets biocides des poudres végétales sur les
paramétres biologiques de la bruche et sur les paramétres agronomiques de la graine de
haricots sont comparés en utilisant le test de Fisher-Snedecor (Anova) au seuil p=5% a un
facteur puis a deux facteurs de classification (pour comparer les poudres entre elles) en
utilisant le logiciel, Stat Box, version 6.3. Dans le cas ou les différences s averent
significatives, un test complémentaire de Newman et Keuls au seuil de 5% est effectué afin

de déterminer les groupes homogénes.

3. Réaultats
3.1. Effet biocide des poudres végétales sur la biologie del’insecte

3.1.1. Effet despoudressur lalongévité desadultes

Les résultats présentés dans la figure 10 montrent que la longévité des adultes de la
bruche du haricot diminuent au fur et & mesure que les doses augmentent et ce pour toutes les

poudres végétales.

La longévité moyenne dans le lot témoin (non traité) est de 12,5+ 0,57 jours; €elle
diminue progressivement et montre, a la plus forte dose (5%), des vaeurs trés proches pour
toutes les poudres utilisées dont la plus faible est enregistrée pour la poudre de robinier

4,25+0,5 jours et la plus forte pour la poudre de thym 5,75+0,95 jours.
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Figure 10. Longévité moyenne (+ écart-type) des adultes d’ Acanthoscelides obtectus traités
par contact avec différentes doses des poudres végétal es.

L'analyse de la variance a un facteur de classification révéle des différences tres

hautement significatives (P=0) pour le facteur dose pour chague poudre (Tab. 4).

Tableau 4. Résultats de I’analyse de la variance et du test de Newman et Keuls pour I’ effet
des poudres végétales sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

P 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
0% 12,5a 12,5a 12,5a 12,5a 12,5a 12,58 125a 12,5a 12,58 12,5a
1% 11b % 10b 8,5b 8,5b 95b 85b 10,75b  10,5b 1la
2%  8,75c 7,25 8,75c 7,25¢c 8b 8,25¢c 6,75¢C 9c 9,5b  10,75a
3% 7,25 6,25cd 7d 6,25cd 5,5¢ 75cd  6d 8c 8c 10,5a
4% 5,5e 5,5de 5,75e 5,25d 4,75d 7d 5e 7,5 6d 8,25b
5%  4,75e 4,5e 4,5f 5d 4,25d 55e  0,5f 525d  4,75e  5,75c

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Vaeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes |ettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).
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3.1.2. Effet des poudres sur la fécondité desfemelles

D’ aprés nos résultats, les poudres végétal es diminuent e nombre moyen d’ ceufs pondus
par les femelles a des degrés différents selon les espéces végétales (Fig.11).

Fécondité (nombre d'oeufs)

180

E.globulus L nobilis  O.basilicum M.spicata  S.officinalis  T.vulgaris G. tricuspidata R. V. faba P. sativum
pseudoacacia

u0%
ul%
u2%
u3%

4%

B5%

Figure 11. Fécondité moyenne (+ écart-type) des femelles d’ Acanthoscelides obtectus apres
traitement par contact avec différentes doses des poudres végétales.

La fécondité moyenne dans les lots témoins est de 155,75+7,41 ccufs/Sfemelles; une
diminution de la fécondité est notée dés la plus faible dose (1%) montrant la valeur maximale
pour la poudre de laurier (122,5+7,72 ceufs/5femelles) et la minimale pour le robinier
(33,5%4,20 ceufs/Sfemelles. Les poudres des feuilles de Légumineuses semblent avoir un effet
rapide des cette dose alors qu'il est progressif pour les poudres de Lamiacées, lauracées et

Myrtacées.

A laplus forte dose (5%), c'est la poudre de thym qui réduit fortement la fécondité des
femelles d'A. obtectus a 1,29+1,89 ccufs/5femelles suivie de la poudre du robinier (910,81
ceufg/Sfemelles), du petit pois (10,5t1,91 ccufs/Sfemelles) et du genét (16,5+3,41
ceufs/Sfemelles). L’ effet biocide des poudres est beaucoup plus visible sur la fécondité des

femelles que sur lalongévité des adultes.

L’ analyse statistique (Anova 1) a montré des différences tres hautement significatives
(P=0) pour lefacteur dose pour chacune des poudres végétales testées (Tab. 5).
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Tableau 5. Résultats de I’analyse de la variance et du test de Newman et Keuls pour I’ effet
des poudres végétal es sur lafécondité des adultes d’ A. obtectus.

P 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

0% 155,7a 155,7a 155,7a 155,7a  155,7a  155,7a 155,7a 155,7a  155,7a 155,7a

1% 108,75b 109,75b 1225b  59,75b  33,5b 63,50 56,75b 105,25b 119,75b 94b

2%  84,75c 88,75¢c 91,5¢ 41,5¢c 23c 49,5¢c 40,25¢c 89,25c 101,5¢ 77,25b

3%  66,25d 62,25d 66d 28,75d 18,5¢ 445c  26,5d 64d 90d 18,75c

4% 59de 43,25e 45,25e 17e 10,5d 44c 155 41,25e 72,75e 5,5¢

5% 50° 20,5f 23,75t  16,5e od 32,75d  10,5e 27f 36f 1,25¢c

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

3.1.3. Effet despoudres sur lafertilité des eeufsd’A. obtectus

Les résultats présentés dans la figure 12 montrent que le taux moyen d ceufs éclos

diminue lorsque | es doses de différentes poudres végéta es augmentent.

Taux d'éclosion %

u0%

n1%

02%
m3%
4%

n5%

E.globulus L nobilis  O.basilicum M.spicata . officinalis  T.vulgaris G. tricuspidata R. V.fabae  P.sativum
pseudoacacia

Figure 12. Taux moyen d’ éclosion (£ écart-type) des ceufs d’ Acanthoscelides obtectus aprés
traitement par contact avec différentes doses des poudres végétales.
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L’éclosion d'ceufs est en moyenne de 77,73+£1,57% dans les lots témoins; une
diminution marquée est notée pour la poudre de genét dés la dose de 1% (40,93+4,45%). A la
plus forte dose (5%), les poudres de thym, d’ eucalyptus, de menthe et de basilic montrent des
taux d’'éclosion de 6,25+ 12,5; 24,17+ 8,94 ; 26,15+ 2,06 et 28,64+ 8,8 %. A travers ce
parametre, il ressort que les poudres de Lamiacées (thym, menthe et basilic) et de myrtacées
(eucalyptus) inhibent de maniére trés marquée I'éclosion des ceufs d'A. obtectus en

compraison avec les les poudres de |égumineuses notamment pour le pois et laféve.

L’analyse de la variance a un critére de classification montre des différences tres

hautement significatives (P=0) pour le facteur dose pour chacune des poudres testées (Tab. 6).

Tableau 6. Résultats de I’analyse de la variance et du test de Newman et Keuls pour I’ effet
des poudres végétales sur lafertilité des femelles d’ A. obtectus.

Basilic Eucalyptus Laurier Genét Robinier Feve Pois Menthe  Sauge Thym

P 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
0% 77, 73a 77,73a 77,73a 77,73a 77,73a 77,73a 77,73a 77,73a 77,73a 77,73a
1% 70,74a 68,76b 71,405b 40,93b  60,25b 74,30b  72,25b  71b 7455ab  71,43a
2% 69,57a 55,21c 61,06c 38,06b  42,75c 70,62c 69,12c  62,64c 70,1b 67,14ab
3% 4842b 47,83d 51,08d 36,08b 38,42c 65,81c 62,09d 56,82d 59,70c 50,95b
4% 4427b 38,18e 40,38e 30,5¢c 37,75¢ 60,57d 55,84e 38,58e 53,37d 30c
5% 28,64c 24,17f 29,42f 28,8c 34,83c 54,26e 51,66f  26,15f 42,73e 6,25d

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes |ettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

3.1.4. Effet despoudres sur laviabilité des ceufs (taux d’émergence)
Les taux de viabilité des ceufs en fonction des doses des différentes poudres végétales

sont présentés dans la figure 13.

La viabilité des ceufs d'A. obtectus dans les lots non traités (témoin) est de
33,29+2,68%. La poudre de thym réduit la viabilité des ceufs des la dose de 4% et |'annule

completement a 5%.
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Figure 13. Taux moyen de viabilité (+ écart-type) des ceufs d’ Acanthoscelides obtectus apres
traitement par contact avec différentes doses des poudres végétales.

A la dose de 5%, les poudres des feuilles de feve, robinier, eucal yptus et genét montrent
des taux de viabilité des ceufs les plus faibles qui sont respectivement de 5,28+ 1,29;
6,25+ 12,5; 9,01+ 7,56; 10,07+11,72% alors que la vaeur la plus élevée est observée pour la
poudre de sauge (19,5+1,91%).

L’ analyse statistique (Anoval) révele des différences tres hautement significatives pour
le facteur dose pour toutes les poudres éudiées (Tab. 7).

Tableau 7. Résultats de I’analyse de la variance et du test de Newman et Keuls pour I’ effet
des poudres végétales sur la viabilité des ceufs d’ A. obtectus.

P 0,00009 00 0,00005 0,00007 0,00066 00 00 00 00 00

0% 33,29 33,29 33,29a 33,29 33,29 33,29a 33,29a 33,29a 3329a 33,29

1% 25,11b 31,175ab 30,40a  30,45a 29,15a 20,88b 2453b 32,37a  30,40b 30b

2% 21,45bc 28,08ab 29,02a  26,37ab 19,51ab  18,69c 21,21bc 26,08b 29,59b  24,85c

3% 20,91bc 24,88b 27,33ab 18,23bc  15,14b 16,24d 18,70cd 21,37c  28b 13,8d
4% 17,51bc 17,44c 2326b  16,87bc  10,79b 11,42°  16de 20,12c  27,75b  1,25e
5% 15,39¢ 9,017d 18,22c  10,07c 6,25b 528f 11,87e 18,87c 19,5 Oe

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Vaeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).
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3.2. Effet despoudresvégétales sur lescaractéristiquesdelagraine

3.2.1. Effet despoudres sur la perte en poids des graines

L’ utilisation des poudres végétales montre qu’elles réduisent fortement les pertes en

poids des graines de haricot au fur et a mesure que les doses augmentent (Fig.14).

La perte en poids maximale est observée au niveau du lot témoin, €elle est de

31,86+1,36%. A la dose de 5%, les poudres de robinier, genét, eucalyptus et laurier montrent

les taux les plus faibles qui sont respectivement de 0,6+1,2; 1,4+1,74; 1,5+0,82 et

2,9+0,84%. Les pertes les plus élevées sont enregistrées pour la poudre de feve

(11,47+0,99%).

Perte en poids (%)

35
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Figure 14. Perte moyenne en poids (%) (z écart-type) des graines de haricot traitées par
contact avec différentes doses des poudres végétales.

L'analyse de la variance a un critere de classification montre des différences

significatives pour les doses de chaque poudre utilisée, classées en groupes homogenes selon

le test de Newman et Keuls au seuil de 5% (Tab. 8).
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Tableau 8. Résultats de I’analyse de la variance et du test de Newman et Keuls pour I’ effet
des poudres végétal es sur |a perte en poids des graines de haricot.commun

Psr;izgn Basilic Eucalyptus Laurier Genét Robinier Féve Pois Menthe Sauge Thym
P 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
0% 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a 31,83a
1% 15,75b 9,2b 11,55b 9,8b 7,90 15,68b 11,11b 15,5b 24,25b 16,9b
2% 12,62b 5,3c 7,4c 7,7b 5,5b 12,24c  6,8c 9,25¢c 18,5¢ 9,9c
3% 11,44b 4,05cd 6,3c 6,8bc 4.8b 12,11c  5,93c 7,87cd 14d 6,9d
4% 7,77c 3,3d 4,1d 4,2c 3,6bc 11,96c  5,6¢ 6de 9,75e  5,2de
5% 4.86¢ 1,5e 2,9d 1,4d 0,6¢ 11,47¢  5,13c 4,5e 5f 4,3e

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes |ettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

3.2.2. Effet despoudres sur la faculté germinative des graines

Les résultats obtenus lors de nos essais montrent une augmentation des taux de

germination des graines avec |’ augmentation des doses pour chaque poudre testée (Fig.15).

Le pouvoir germinatif des graines de haricot est évalué a un taux moyen de 96%
(valeurs ne figurant dans la représentation graphique) alors qu’il est fortement réduit dans le
lot témoin (non traité) a une valeur de 11,69+1,41%. La meilleure protection est assurée a la
plus forte dose (5%) par les poudres de robinier (93+2,97%), de petit pois (90,21+5,17), de
genét (82,58+9,95%), de féve (81+2,08%) et de basilic (81+3,8%) ; la poudre de laurier a

montreé le taux de germination le plus faible de 68+3,26%.
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Figure 15. Taux moyen de germination (+ écart-type) des graines de haricot traitées par
contact avec différentes doses des poudres végétal es.

L’analyse statistique fait ressortir des différences trés hautement significatives (P=0)
pour le facteur dose des différentes poudres étudiées groupées en groupes homogenes (Tab.
9).

L’analyse statistique comparative entre les différentes poudres par une analyse de la
variance a deux facteurs de classification révele des différences trés hautement significatives
(P=0) pour le facteur poudre et pour le facteur dose des poudres et cela pour tous les
paramétres étudiés: longévité, fécondité, fertilité, viabilité, perte en poids et faculté
germinative des graines (Tab. 10).

L’action des poudres sur la longévité des adultes classe la poudre de thym comme la
poudre la moins efficace par opposition aux poudres de feve, basilic, laurier noble, pais,
eucal yptus, genét et robinier (réduisent lalongévité dans |’ ordre croissant).

La comparaison de la fécondité des femelles de |a bruche du haricot permet de constater
gue les poudres de sauge, basilic, laurier noble, menthe et eucayptus sont moins efficaces
(ordre croissant) et s opposent aux poudres de féve, thym, genét, pois et robinier (effet par
ordre croissant) qui manifestent une réduction relativement plus importante sur la fécondité

des femelles.
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Tableau 9. Résultats de I’ analyse de la variance et du test de Newman et Keuls pour |’ effet

Basilic  Eucalyptus
P 00 00
5% 8la 70a
4% 66b 59b
3% 50c 54c
2% 47cd 49d
1% 42d 38e
0% 11,69 11,7f

Laurier
00
68a
59b
50c
46¢
40d

11,69

Genét
00
82,58a
77,30a
69,87a
57,49b
49,99b

11,69¢

Robinier  Féve Pois
00 00 00
93a 8la 90,21a
85,8b 79,60a 88,43a
74,59c 77,28b  85,75a
68,30d 73,77c 81,34a
58,34e 71,65c 78,66a
11,69f 11,69d 11,69b

des poudres végétales sur le pouvoir germinatif des graines de Phaseolus vulgaris.

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes |ettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 10. Résultats de I’ analyse de la variance comparative et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet des poudres végétales sur les parametres biologiques d’ Acanthoscelides obtectus

Poudres
Thym
Menthe
Sauge
Feve
Basilic
Laurier
Pois
Eucalyptus

Genét

Robinier

Longévité
9,7917a
8,83b
8,54bc
8,37bcd
8,29bcd
8,08bcd
7,75bcd
7,5cd
7,45¢cd

7,25d

Poudres
Sauge
Basilic
Laurier
Menthe
Eucalyptus
Feve
Thym
Genét

Pois

Robinier

Fécondité Poudres

95,95a
87,41ab
84,12ab
80,41abc
80,04abc
65bcd
58,75cd
53,2d
50,87d

41,7d

Feve

Pois

Sauge
Basilic
Menthe
Laurier
Eucalyptus
Thym
Robinier

Genét

Fertilité
67,22a
64,78ab
63,03abc
56,56abcd
55,49abcd
55,18abcd
51,98bcde
50,58cde
48,62de

42,02¢

Menthe Sauge Thym
00 00 00
79,5a 70a 80a
67,5b 66a 66b
58,5¢ 50b 50c
51,5d 40,75¢c 37d
35,5e 30,5d 34d
11,69f 11,69e 11,69

Poudres Viabilité

Sauge 28,09a

Laurier 26,92ab

Menthe 25,35ab

Eucalyptus 23,98abc

Genét 22 5abcd

Basilic 22,3abcd

Pois 20,9bcd

Robinier 19,02cd

Feve 17,63d

Thym 17,19d

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P=0: différences trés hautement significatives pour tous les
paramétres étudiés déterminées par une analyse de la variance a 2 facteurs. Les valeurs suivies par la ou les

mémes lettres dans chague colonne ne différent pas significativement entre elles au seuil de 5%

Newman et Keuls).

(test de
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Concernant lafertilité (taux d’éclosion des ceufs), les poudres des feuilles d’ eucal yptus,
thym, robinier et genét se sont montrées les plus efficaces (ordre croissant) par rapport aux
poudres de feve, pois, sauge, basilic, menthe et laurier (effet par ordre croissant). Les poudres
des feuilles de légumineuses semblent réduire plus la fécondité et |a fertilité des femelles par
rapport aux poudres de Lamiacées. A |’ exception de la poudre de Thym (Lamiacée) qui réduit
efficacement la viabilité des adultes au méme titre que laféve, le robinier, le pois e basilic et
le genét (effet ordre décroissant) alors que la sauge, le laurier, la menthe et I’ eucal yptus (effet
croissant) sont relativement moins efficaces.

L’ évaluation de la faculté germinative des graines de haricot distingue bien |’ effet
positif de I’ utilisation des poudres des feuilles de |égumineuses qui montrent des valeurs des
taux de germinations les plus élevés pour le genét, robinier, féeve et pois (ordre croissant) en
comparaison aux poudres de sauge, laurier, thym, eucalyptus, basilic et menthe (valeurs des
taux du plus faible au plus élevé) ; paraléement, les pertes pondéraes les plus faibles sont

enregistrées pour les poudres de robinier, d’ eucal yptus et de genét (Tab. 11).

Tableau 11. Résultats de I’ analyse de la variance comparative et du test de Newman et Keuls
pour I'effet des poudres végétales sur les caractéristiques agronomiques de la graine de
Phaseolus vulgaris.

Poudres Perteen poids Poudres  Tauxde

germination
Sauge 17,22a Pois 72,68a
Féve 15,88ab Féve 65,83ab
Basilic 14,04bc Robinier 65,29ab
Thym 12,50cd Genét 58,15bc
Menthe 12,49cd Menthe 50,69cd
Pois 11,06cd Basilic 49,61cd
Laurier 10,68cd Eucayptus 46,94d
Genét 10,28d Thym 46,44d
Eucalyptus 9,19d Laurier 45,78d
Robinier 9,03d Sauge 44,82d

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P=0: différences trés hautement significatives pour les
deux parameétres étudiés déterminées par une analyse de lavariance a 2 facteurs. Les valeurs suivies par la ou les
mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas significativement entre elles au seuil de 5% (test de
Newman et Keuls).
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4. Discussion

Des plantes odorantes appartenant a différentes familles (Myrtaceae, Poaceae,
Umbelliferae, Lauraceae, Myristicaced) manifestent une activité insecticide a la fois sur les
adultes et inhibitrice de la reproduction et protectrice sur les graines (Huignard et al., 2011) ;
lafamille des Lamiacées étant |la plus efficace notamment contre A. obtectus (Regnault-Roger
et Hamraoui, 1993).

Nos résultats montrent qu’ effectivement les poudres de Lamiacées (thym, sauge, menthe
et basilic) exercent une activité insecticide sur A. obtectus notamment sur la viabilité des ceufs
(thym et basilic). Cependant, les poudres de Légumineuses montrent un effet [étal le plus
éleve sur les adultes de la bruche du haricot au méme temps gu’ un effet inhibiteur maximal de
la reproduction notamment pour le robinier et le genét. Leur effet est comparable a celui du
thym et du basilic sur la viahilité des ceufs. Trés peu d études ont testé des poudres de

Iégumineuses sur |es insectes phytophages des denrées stockées.

Bouchikhi Tani (2006) a montré que les substances qui composent les feuilles de P.
vulgaris de la variété Rognon blanc et de la variété noire, présentent une incidence directe sur
la fécondité des femelles d’ A. obtectus ; elles provoquent des perturbations du comportement
de I'insecte notamment |’ accouplement et la ponte. La fertilité est également diminuée, elle
passe 59,39% a 8,05% en présence de la poudre des feuilles de la variété noire qui s est
montrée plus efficace. L’ auteur indique que I’analyse chimique de ces poudres a révélé des
taux tres élevés de polyphénols (34,95-38,22mg/g), tanins hydrolysables (8,07-8,44%), tanins
condensés (2,65-3,42%) et des flavonoides (15,8-17,6%) avec de tres faibles rendements en
huiles essentielles.

La richesse en composés plyphénoliques pourrait ére a I’origine de I’ efficacité des
poudres de Iégumineuses sur A. obtectus. D’ aprés Regnault-Roger et al. (2002), I'analyse
chromatographique des résidus botaniques hydrodistillés indique la présence de nombreux
composes phénoliques, acides phénols et flavonoides qui provoquent la perturbation de la
motricité de I'insecte ; de plus, |a toxicité des polyphénols est corrélée positivement avec le
pouvoir attractif du composé.

D’une grande diversité (plusieurs milliers de substances décrites), les polyphénols sont

largement répandus dans la nature et particulierement dans le regne végétal. Ils sont impliqués
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dans plusieurs activités physiologiques et écologiques conférant une résistance des plantes
aux infections fongiques, bactériennes et virales (Harborne, 1980) et réduisent |’ action des
insectes ravageurs a travers des effets dissuasif (répulsif) et antinutritionnels (Regnault-Roger
et al., 2004).

Les flavonoides ont également des effets néfastes sur les insectes, ils réduisent
significativement la ponte chez C. chinensis de méme qu’une toxicité a I’ égard des adultes
(Salunke et al., 2005).

Il faut également signaler que malgré que les poudres de légumineuses soient tres
pauvres en huiles essentielles, celles-ci pourraient jouer un role de synergie avec les autres

composes notamment les polyphénols.

Righi-Assia (2010) a testé les poudres des feuilles et des fleurs de pois chiche (C.
arietinum) sur C. chinensis et a montré gu’ elles ont un rdle bioinsecticide notable avec un
effet supérieur des poudres des feuilles par rapport aux poudres de fleurs. Elles diminuent la
longévité de I'insecte et réduisent la fécondité des femelles a 65,33 ceufs/femelle a la plus
forte dose (un gramme) des poudres des feuilles contre 112,33 ccufs/femelle enregistrés dans

lelot témoin.

De nombreux travaux ont évalué I’ effet insecticide de plusieurs plantes aromatiques.
Selon Bouchikhi Tani (2011), les poudres extraites des plantes d’Artemisia herba-alba
(Asteracées), Rosmarinus officinalis et Origanum glandulosum (Lamiacées) diminuent

considérablement lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Ndomo et al. (2009) ont testé I’ efficacité de la poudre des feuilles de Callistemon
viminalis (Myrtacées) contre les adultes d’A. obtectus et concluent que cette poudre est
inefficace a I’égard des adultes de la bruche du haricot aux doses testées étant donné

gu’ aucune mortalité n’ a été enregistrée au bout de quatre jours d’ exposition.

Paul et al. (2009) ont testé I'efficacité des feuilles completes ou pulvérisees
d’ Azadirachta indica (neem), C. ambrosioides, Tagetes minuta et Cupressus lusitanica
appliquées a des taux de 1,5 Kg/ 100 Kg de graines de haricot contre A. obtectus et Z.
subfasciatus. L’ étude a révélé que le C. ambrosioides (feuilles pulvérisées ou non) est le plus
efficace induisant une mortalité de 100% aprés 3 jours d exposition sans donner de

descendants.
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Gakura et Buledi (1993) ont étudié I’ efficacité des poudres extraites du tabac Nicotiana
tabacum et de la citronnelle Cymbopogon citratus sur la conservation des graines de niébé et
ils ont démontré qu’ apres 5 mois de conservation, les plus fortes doses de la citronnelle et du
tabac (7,5%) ont donné des taux d’attague correspondant respectivement a 71,5% et 49,5%
pour 500g de graines. Cela explique que ces poudres n’occasionnent pas une mortalité
compléte des adultes d’A. obtectus et la poudre du tabac est plus efficace par rapport a la

poudre de lacitronnelle.

Tapondjou et al. (2003) ont évalué I’ effet insecticide des poudres extraites des feuilles
de C. ambrosioides et E. saligna vis-a-vis de la bruche du niébé (C. maculatus). Les résultats
des tests par contact montrent qu’apres quatre jours, les plus fortes doses de poudre (0,4%
dans le cas de C. ambrosioides et 10% dans le cas de E. saligna) ont occasionné
respectivement des mortalités de 92 et 57% et les valeurs de DL50 cal cul ées au deuxieme jour
d’exposition montrent que la poudre de C. ambrosioides est plus efficace que celle de E.

saligna.

Kaoma et al. (2008) ont testé |'effet des poudres d Eucalyptus citriodora, de C.
lucitanica et de Tagetes minitiflora dans la conservation des graines du mai's (Z. mays) et du
haricot (P. vulgaris) pendant dix mois contre A. obtectus, et ont prouvé gque ces poudres sont
efficaces notamment la poudre de T. minitiflora dont le taux moyen d’infestation est inférieur
a1%.

Ketoh (1998) a montré que Cymbopogon shoenanthus (Poacées) et Lavandula sp

(Lamiacées) sont tres toxiques sur les adultes de C. maculatus.

Hamdani (2012) montre que la fécondité moyenne des femelles d’ A. obtectus est de 107,
113,5, 117 et 37,75 ceufs/ 5 femelles ala dose 2% (0,5g) dans les lots traités avec les poudres
des feuilles de citronnier, oranger, pamplemoussier et bigaradier (Rutacées) respectivement.
Par contre, a la dose 10% le nombre moyen d’ ceufs pondus diminue a 48,75 ; 52,5 et 53,75
respectivement pour les poudres de citronnier, I’oranger et de pamplemoussier, aors qu'il

s annule pour la poudre de bigaradier.

Kellouche et Soltani (2004) et Kellouche (2005) montent que les poudres des feuilles de
figuier Ficus carica (Moracées), Eucalyptus globulus (Myrtacées), d' olivier Olea europaea
(Oleacées) et du Citrus limon (Rutacées) affectent [égerement |a fécondité des femelles de C.
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maculatus. Cependant, la poudre de giroflier Syzygium aromaticum (Myrtacées) inhibe la

fécondité des femelles de la bruche du niébé dés |a plus faible dose (0,20%).

Bouchikhi Tani (2006) a prouvé que le taux d’éclosion des ceufs d’ A. obtectus s annule
a la dose de 100mg/ 100 graines de la substance des feuilles des variétés de P. wulgaris
(variété rognon blanc et variété noire). Kassemi (2006) a constaté que les feuilles de deux
variétés de P. wulgaris blanche et marron réduisent significativement le taux d’éclosion des

ceufs des adultes d' A. obtectus proportionnellement al’ augmentation de la dose.

En outre, les travaux de Kellouche et Soltani (2004) ont montré que les poudres
extraites des plantes d'E. globulus, de C. Limon, de O. europeae, et notamment de S
aromaticum et de F. carica peuvent avoir une action biocide, soit en diminuant I’ adhésivité
des ceufs de C. maculatus sur le tégument des graines, soit en agissant sur |I’embryon apres

leur pénétration atravers le chorion.

L’ efficacité des poudres de plusieurs plantes sur |I’émergence des bruches a été mise en
évidence par de nombreux chercheurs. Ainsi, Kaloma et al. (2008) montrent que la poudre de
T. minitiflora diminue significativement le nombre d'imagos émergés d’A. obtectus a une

dose de 279 de poudre/ 270g de graines de haricot.

Mushambanyi (2003) a démontré que les poudres obtenues de Maeasa lanceolata
(Maesacées), Agava americana (Agavaceées) et T. minuta (Asteracées) réduisent
considérablement le nombre de bruches d’A. obtectus émergeant dans les stocks pendant 6
mois a la dose de 30 g/kg de graines. En effet, le nombre moyen d’ émergences dans les lots
de haricot traités avec lapoudre de M. lanceolata est de 1,1 contre 73 individus dans les lots

témoins, et de 3 a5 individus pour la poudre d'A. americana.

Seck et al. (1996) ont montré que I’utilisation des fruits de Boscia senegalensis
(Capparacées) a la dose de 1,2 g/l réduit considérablement les émergences de C. maculatus,
alors que pour une dose de 2,4- 4,8 g/l, I’émergence de la nouvelle génération de cette espéce

est compléetement inhibée.

Kellouche et Soltani (2004) ont rapporté que la poudre de clous de girofle a un effet tres
considérable sur I’émergence des adultes de C. maculatus. En fait, cette poudre empéche
toute émergence des la plus faible dose (0,2%). Selon Kellouche (2005), la réduction des
descendants de la premiere génération de C. maculatus est supérieure a 90% dans les

traitements réalisés avec la poudre de feuille de figuier.
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De nombreuses études se sont intéressées aux effets des traitements par les poudres sur
les caractéristiques agronomiques de la graine notamment la perte pondérale et le pouvoir
germinatif des graines. C’est le cas des travaux de Kaloma et al. (2008) qui rapportent que la
poudre de T. minitiflora s est révélée plus efficace sur les graines de haricot avec une perte
en poids inférieure a 5%. Mushambanyi (2003) a constaté, aussi, que la perte en poids des
graines du haricot traitées avec la poudre de M. lanceolata (Myrsinacées) en stock oscille
entre 0,001 et 0,003 % contre 33,7 % (témoin non enrobé), de plus, la perte en poids dans les
lots traités avec la poudre d’ A. americana est entre 0,005-1,6 % contre 53 a 87 % pour les

témoins.

Les travaux de Paul et al. (2009) ont évalué I’ efficacité des poudres des feuilles d'A.
indica (neem), C. ambrosioides, T. minuta et C. lusitanica sur les adultes d’' A. obtectus et Z.
subfasciatus et leurs effets sur la germination des graines. Ces auteurs ont montré que les
graines non traitées sont plus endommagées (67% de pertes apres 5 mois d’ application) que
celles traitées par les différentes poudres; de plus, la faculté germinative reste proche de
100% apres trois mois de traitement chez les graines traitées et le témoin et moins de 50% des
graines non traitées ont germeé apres 5mois de stockage contre 60 & 70% pour les graines

traitées.

L’ effet des poudres végétales sur le pouvoir germinatif des graines a été étudié par
plusieurs auteurs dont Bouchikhi Tani (2006) qui a noté que la poudre des feuilles de P.
vulgaris conserve le pouvoir germinatif des graines de haricot et peuvent étre destinées a la

semence, ou cette substance ne présente aucun effet négatif sur leur pouvoir germinatif.

Hamdani (2012) a montré que les poudres des plantes jouent un réle important dans la
protection de la faculté germinative des graines du haricot. Les résultats obtenus par cet
auteur, montrent que le taux de germination des graines de P. vulgaris est en moyenne de
485% a la dose la plus faible (2%) des poudres de I’oranger, du citronnier, du
pamplemoussier et du bigaradier ; ce taux atteint une moyenne de 84,25% a la dose 10%
(2,50) pour I'ensemble des poudres. De plus, il a constaté que la poudre extraite de bigaradier
est la plus efficace vu qu’ elle a enregistré des la plus faible dose un taux de germination égale
a69%.

Selon e méme auteur, la perte en poids des graines de haricot traitées avec la poudre de
bigaradier est négligeable (1,259 a la dose 2%) comparativement a celle enregistrée dans les
lots témoins (8,25g).

49



Chapitre V. Effet biocide des huiles essentielles des plantes aromatiques sur A. obtectus

1. Introduction

Les huiles essentielles, appelées communément essences, sont des méanges de
substances aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous formes de
minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches et le bois
(Padrini et Lucheroni, 2006). Ce sont des mélanges de composés lipophiles, souvent liquides.
Elles se distinguent des huiles végétales par leur volatilité chimique (Regnault-Roger et al.,
2005).

Pour Chiasson et Beloin (2007), les huiles essentielles sont par définition des
métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de défense contre les
ravageurs phytophages. Elles contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la
plupart des molécules peu complexes, soit des monoterpénes avec leurs phénols reliés, et des
terpenes plus complexes, dont les sesquiterpénes. Ces essences aromatiques sont é aborées par
des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presgue toutes les parties de la plante (Bruneton,
1999).

Un trés grand nombre de plantes aromatiques d’ origines géographiques différentes est
étudié et ont révelé des effets biocides contre divers ravageurs des cultures et méme contre les
bactéries et les champignons. Des plantes méditerranéennes odorantes appartenant a
différentes familles comme les Myrtaceae, les Poaceae, les Umbelliferae, les Lauraceae et les
Myristicaceae exercent un effet protecteur sur les graines de L égumineuses soit en provoquant
la mort de I'insecte, soit en inhibant sa reproduction (Huignard et al., 2011). Les Lamiaceae
sont les plus efficaces ; ¢’ est notamment le cas du thym (Thymus vulgaris L.), du romarin (R.
officinalisL.) et de!’origan (Origanumvulgare L.) (Regnault-Roger et Hamraoui, 1993).

D’aprés Regnault-Roger et Hamraoui (1995), I'analyse chromatographique en phase
gazeuse identifie les monoterpenes comme étant les composés majoritaires des huiles
essentielles ; ils développent une toxicité aigie sur les adultes da la bruche du haricot et des
activités ovicides et larvicides précoces ou tardives. Le linaool, trés abondant chez la
coriandre (Coriandrum sativum), est le composeé |e plus toxique sur A. obtectus alors qu’il est
le moins toxique sur la mouche méditerranéenne des fruits (Ceratitis capitata).

Les plantes sont aussi riches en composés polyphénoliques, acides phénols et
flavonoides dont les plus abondants sont I’ acide rosmarinique et la lutéoline - 7- glucoside. Ils
provoquent une perturbation de la motricité naturelle de I’insecte qui peut se manifester soit
rapidement (quercetine) ou tardivement (acide vanillique) s accompagnant parfois d un effet
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knok down, c’est-a-dire I'effet de paralysie des muscles et du systéme nerveux des insectes

entrainant leur mort (acide caféique). La toxicité des polyphénols est positivement corrélée au

pouvoir attractif des composés (Regnault-Roger et al., 2002).

D’ apres Padrini et Lucheroni (2006), les essences peuvent étre produites selon différents

procedés : par pression, distillation dans un courant de vapeur ou par I’ enfleurage.

Les propriétés insecticides de ces huiles citées par Regnault-Roger et al. (2004) sur la bruche

peuvent étre ainsi résumeesen :

une toxicité par inhalation provoquée par leur richesse en composés volatiles;;

une toxicité par contact qui provient de laformation d un film impermeabl e i solant
I'insecte de |’ air provoquant son asphyxie;

mais aussi d’' une pénétration en profondeur grace au caractére amphibolique de
certains de leurs composés.

Pour Regnault-Roger (2002), les biopesticides d origine végétale présentent des

caracteres qui font d’ eux des phyto-insecticides potentiellement efficaces et respectueux

deI’environnement a condition que cela soit pratiquement faisable. Parmi ces caractéres :

Spécificité: plusieurs travaux ont montré qu'il existe une grande variation dans la
sensibilité d' une espéce d'insecte a une méme huile essentielle. Celle-ci n’exerce pas
systématiquement la méme activité sur les différents stades de développement de
I’insecte d’ ou elles peuvent agir a des moments déterminés sur |’ espece ciblée.
Biodégradabilité: les molécules allélochimiques appartiennent au métabolisme
secondaire et sont donc facilement biodégradées par voie enzymatique; et le
phénomene de bioamplification n’a pas été, a ce jour, rapporté. Ce sont des molécules
gui ne développent que peu de toxicité pour les Vertébrés.

Résistance: la diversité des molécules allélochimiques végétales conduit a la
diversification des cibles moléculaires et biochimiques chez I’ insecte a condition, bien
sOr, de limiter les fréquences d' utilisation et de varier les formulations en associant
plusieurs composés a modes d’ action différents.

Biodisponibilité: bien qu elles soient sujettes a plusieurs facteurs qui influencent leur
biodisponibilité au sein d’ une espéce donnée, les molécules allélochimiques végétales
peuvent fournir des quantités suffisantes grace a leur ubiquité dans I’ensemble du

regne vegétal.
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e Sdectivité: il existe des médiateurs chimiques impligués dans la communication entre
les individus et entre les espéces du monde des plantes et des insectes. Les composes

semio-chimiques végeétaux auraient un effet sélectif sur les especes cibles.

Les biopesticides a base dhuiles essentielles forment une classe de pesticides
intéressante puisgu’en étant constituées de plusieurs composés a mécanismes d'action
multiples, elles ont des modes d application variés et plusieurs formulations sont déja
disponibles sur le marché des produits phytosanitaires (Chiasson et Beloin, 2007).

Ce chapitre est consacré a |’ étude de I’ effet insecticide des huiles essentielles de neuf
plantes aromatiques connues pour leur richesse en huiles essentielles: le citronnier, le
mandarinier et le bergamotier (Rutacées), la lavande, la menthe poivrée et le thym
(Lamiacées), I'eucalyptus (Myrtacée), le laurier noble (Lauracée) et le cédre (Pinacées).
L’ évaluation de la toxicité par contact de ces huiles sur A. obtectus est faite a travers quatre
parametres : lalongévité des adultes, la fécondite et la fertilité des femelles et |a viabilité des
adultes. L’ effet de I’ utilisation de ces huiles comme moyen de protection des récoltes sur les
caractéristiques des graines est également étudié a travers deux paramétres : la perte en poids
et la faculté germinative des graines de haricot. L’action par inhalation et par répulsion est

également étudiée.
2. Matérielset méthodes

2.1. Matérid biologique
2.1.1. Lesbrucheset lesgrainesde haricot
Les bruches proviennent d'un élevage de masse réalise au laboratoire a une
température de 27°C et une humidité relative de 75% et les graines proviennent du marché
local.
2.1.2. Leshuiles essentielles
Les huiles essentielles du citronnier Citrus limonum L., du mandarinier Citrus reticulata
L., du bergamotier Citrus aurantium L. ssp. bergamia (Rutacées), de la lavande Lavandula
angustifolia L., de la menthe poivrée Mentha piperita L., du thym satureioide Thymus
satureioides L. (Lamiacées), d’ Eucalyptus Eucalyptus globulus L. (Myrtacée) et du cédre
Cedrus atlantica Manetti (Pinacées) proviennent de France. Celle du laurier noble Laurus
nobilis L. (Lauracée) est obtenue par extraction par hydrodistillation au laboratoire

d’entomologie de ’'UMMTO et conservée a4°C dans des flacons al’ abri de lalumiére.
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2.1.2.1. L’ huile essentielle de citronnier
Le Citronnier, de la famille des Rutacées, est un petit arbre épineux de 3 a 6m de
hauteur a cime étalée et peu dense. Les feuilles sont composees, unifoliées, aternes, de forme
variable et de couleur vert pde. Le fruit est ovoide, de 7 a 12cm de longueur a peau épaisse,
adhérente, jaune clair et odorante a maturité (Clément, 1981).
L’ huile essentielle utilisée est obtenue par expression a froid des zestes frais; elle est
composée de monoterpenes dont le composé majoritaire est le limonéne (60 a 75%)

accompagné de B-pinéne (11a 13%) et de y-terpinéne (8 a 10%) (Haubruge et al., 1989)

2.1.2.2. L’ huile essentielle de mandarinier
Le Mandarinier, de la famille des Rutacées, est un petit arbre de 3 a 5m a feuillage
persistant d’'un vert fonce brillant. 1l présente des fleurs blanches parfumées et un fruit ronds
de 5 a8cm de diametre, e plus souvent de couleur jaune oronge (Loussert, 1989).
L' huile essentielle utilisée est obtenue par expression a froid des zestes et sa
composition chimique est caractérisée par la prédominance du limonene (78 a 92%), vy
terpinéne (4 a 14%), a-pinéne et B-pinene et du linalool avec des proportions tres faibles

(Bruneton, 1993).

2.1.2.3. L huile essentielle de bergamotier

Le bergamotier est un petit arbre de 4 a5 cm de haut, dont le fruit est blanc et tres
parfumeé est d’ une dizaine de cm de diametre avec une écorce jaune verdatre épaisse et criblée
de vésicules oléiferes dont on extrait |” huile essentielle (Loussert, 1989).

L’ huile essentielle utilisée est celle de la bergamote, extraite par pression a froid du
zeste des fruits, elle est importée de France.

Le pourcentage des différentes composantes chimiques de I’ huile essentielle données
par le laboratoire Sanoflore est illustré dans le tableau 4.

Il ressort du tableau que I” huile essentielle de Bergamote est composée majoritairement
de limonene (43,09%), acétate de linayle (24,82%) et linalool (9,15%). Des proportions
comparables sont rapportées par Ross et al. (2012), soient 38,4% de limonene et 27,2
d’ acétate delinalyl.

2.1.2.4. L huile essentielle delaurier noble
Le Laurier noble, de la famille des Lauracees, est originaire de I’Asie mineure, de

I’ensemble des pays méditerranéens, |I’Ex-Yougoslavie ains que I'Inde (Teuscher et al.,
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2005). Le fruit est une drupe ovale de la taille d'un pois, noire a I’éat mure, n'est pas
comestible mais utilisé a des fins médicales (Schirner, 2004).

L' huile essentielle utilisée est obtenue par hydrodistillation des feuilles de laurier
récoltées dans la région de Tizi-Ouzou. Son compose maoritaire est le 1.8-cineole associé
avec les hydrocarbures terpéniques : a-terpineéne et sabinéne (Gilly, 2005).

Selon Mediouni Ben Jeméa et al. (2012), I'huile essentielle des feuilles de laurier
récolté a Tizi-Ouzou présente trois composés majoritaires, le 1,8-cineole (34,62%), le linal ool
(12,57%) et I'isovaeraldehyde (8,82%) avec des composés a pourcentages les plus éleves, en
comparaison avec laméme huile récoltée au Maroc et en Tunisie, qui sont le pentane (2,14%),
le phénol (1,73%) et e terpinéne (0,92%).

Tableau 12. Pourcentage des composants chimiques de |’ huile essentielle de la bergamote
(Fiche technique du Laboratoire Sanoflore, 2012).

Composes Pour centage
a-pinene 1,26
B-pinéne 8,45
Myrcéne 1,07
Limonéne 43,09

B-phélandréne 0,22

y-térpinéne 7,45

Lina ool 9,15

Nerol 0,2
Acétate delinalyl 24,82
Géraniol 0,03
Gérania 0,27
Acétate de néryl 0,29
B-caryophylléne trans —a 0,25
Acétate de géranyl 0,25
Bérgamoténe 0,23
Bisabolene 0, 32

2.1.2.5. L huile essentielle de |’ eucalyptus
Originaire dAustralie, I'eucalyptus (Myrtacées) est cultivé dans les régions tropicales,
subtropicales et tempérées; tres exigeant en eau, il empéche la croissance des plantes
indigenes voisines. L'eucalyptus est un arbre a croissance rapide pouvant atteindre une

hauteur de 20 metres en |'espace de 8 ans.
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L’ huile essentielle est obtenue par distillation compléte des feuilles d'E. globulus par
entrainement alavapeur d’ eau. Elle se présente sous forme d’ un liquide, jaune claire avec une
odeur fraiche caractéristique de I’ euca yptol (1,8-cinéole).

D’apres la fiche technique du laboratoire Arkopharma et Bruneton (1993), I'huile
essentielle d’E. globulus est majoritairement constituée d’un oxyde terpénique le 1,8 cinéole
(82,42%). Elle contient aussi des Mono-terpenes : limonéne (8,47°/), alpha —pinéne (3,45%),
béta-pinéne (0,38°/), para-ciréne (3,53%), des Monoterpénols : aphaterpinéol (0,06%) et des
sesquiterpenes : aromadendrene (0,02%). Le point éclair (température a laquelle le produit
devient inflammable) est de 49°C.

2.1.2.6. L' huile essentielle de cedre

Le cédre de I’ Atlas (Pinacées) est un arbre résineux de grande taille, pouvant atteindre
40 m de hauteur et parfois plus, afat droit présentant un port pyramidal dans la jeunesse, avec
des ramifications de premier ordre souvent redressees, puis faisant la table chez les sujets
agés. Les aiguilles de 1 a 2 cm de long sont groupées en petits bouquets sur les rameaux
(Debazac, 1991).

L’ huile essentielle de cedre utilisée dans notre expérience provient d une extraction
effectuée au laboratoire Omega pharma de France. Elle est distillée a partir du bois du cédre
de I’ Atlas d’' Afrique. C’est une huile caractérisée par une densité de 0.946 et un indice de
réfraction de 1.517. a fiche technique indigue la présence de deux composés majoritaires qui
sont le B —himachaléne (30%) et le trans- a- atlantone (14.8%). Elle contient aussi en plus
faibles quantités de I’ a —himachaléne 9.5% et du y-himachaléne 6.8%.

2.1.2.7. L’ huile essentielle de lavande

La lavande (Lamiacée) est une plante aromatique des régions méditerranéennes aux
feuilles vert grisétres et fleurs en épi bleu violacées. C’ est une espéce a fécondité croisée dont
la pollinisation est assurée par les insectes. Leurs variétés sont différenciées selon lataille, la
robustesse et |’ abondance des tiges, |’éongation des inflorescences et les caractéristiques de
I’ essence ou on peut distinguer deux espéces principales: lalavande aspic (L. lotifolia) et la
lavande vivace, ou lalavande fine (L. angustifolia) (Aubineau et al., 2002).

Dans notre étude, nous avons utilisé I’ huile essentielle de L. angustifolia qui est une
substance aromatique volatile d’ origine végétale, extraite par ditillation (entrainement a la
vapeur d’'eau) de la partie la plus riche en essence par les laboratoires pharmaceutiques
Arkopharma

Les huiles essentielles de la lavande contiennent 31% de linalool, 38% de |’ acétate de
linalyle et moins de 1% de camphre et d’ eucayptol (Bellakhdar, 1997).
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2.1.2.8. L"huile essentielle de menthe poivrée

La menthe poivrée, de la famille des Lamiacées, est une plante vivace, herbacée a
rhizome chevelu long et tragant. Latige, de 30 a 50 cm de haut, est violacée, de section carrée
et se divise en rameaux opposés. Les feuilles, vertes, ovales, lancéolées et dentées, sont
opposees et courtement pétiolées. Les fleurs violacées, forment des épis trés courts, ovoides, a
I’ extrémité des rameaux. C’ est une plante tres aromatique qui préfére les sols frais et humides,
bien drainés et humiféres (Aubineau et al., 2002).

L’ huile essentielle de menthe poivrée est obtenue par hydrodistillation des feuilles. Elle
se présente sous forme d un liquide limpide, jaune clair avec une odeur triestine et agréable de
menthe verte. Elle est majoritairement composée d’ un monoterpénone, le carvone (62,96%) et
d un monoterpéne, le limonene (17,15%). Des proportions comparables sont rapportées par
(Tab. 13).Kumear et al., 2011a).

Tableau 13. Principaux constituants de I’huile essentielle de la menthe poivrée (Fiche
technique du laboratoire Sanoflore, 2012).

Principaux constituants Pour centage (%)

M onoter pénes Limoneéne 17,15

Alpha-pinéne 1,22

Béta-pinene 1,32

Myrcene 1,26
M onoter pénols Menthol 154
M onoter pénones Carvone 62,96

Hydrocarvone 1,78
Oxydeterpénique 1,8-cinéole 1,52
Sesquiter penes Béta-caryophylléne 0,92

2.1.2.9. L huile essentielle de thym

Le thym a feuilles de sarriette ou thym satureioide (Lamiacée) est un sous arbrisseau
tres aromatique de 10 a 30cm de hauteur, vivace. C'est une plante qui présente une tige
ligneuse et tortueuse a rameaux ascendants. Ses feuilles sont petites, opposées, lancéolées ou

linéaires, enroulées sur les bords. Les fleurs sont roses a blanchétres, groupées en glomeérules
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formant un épi plus ou moins serré. C’est une espece originaire de I’ Afrique du Nord qui
pousse spontanément sur des sols caillouteux et secs (Aubineau et al., 2002).

Il existe plusieurs races chimiques de thym dont la composition chimique de I’ huile
essentielle varie suivant e biotope dans lequel il évolue. L’ huile essentielle de thym testée, est
extraite par distillation alavapeur d’ eau des sommiteés fleuries. Les composés majeurs sont un
terpene, le bornéol (26,40%), un phénal, le thymol (11,40%) et un phénol monoterpénoide, le
carvacrol (8,76%) (Bouhdid et al., 2006).

2.2. Méthodes
2.2.1. Elevage des bruches
Un élevage de masse de la bruche est réalisé afin de produire un nombre suffisant

d’ adultes pour les différents essais (Cf. Chapitre 11, p.20).

2.2.2. Evaluation del’effet par contact des huiles essentielles sur A. obtectus

Les essais par contact des huiles essentielles sont réalisés selon la méthode décrite par
Raja et al. (2001). Des poids de 25g de graines de haricot introduites dans des boites de Pétri
sont traités aux huiles essentielles du citronnier, du mandarinier (Rutacées), de lavande
(Lamiacées), d’ eucalyptus (Myrtacée), de cedre (Pinacées) et de laurier noble (Lauracée) aux
doses de 2ul ; 4ul ; 6ul ; 8ul ; 10ul. Des doses plus faibles sont utilisées pour le reste des
huiles essentielles ; soient 0,5ul 0,75ul 1ul 2ul pour I huile de bergamotier, 0,5ul, 1ul, 2ul, 4ul
et 6ul pour I huile de menthe poivrée et de 0,25ul 0,5ul 0,75ul 1ul et 2ul pour I” huile de thym
satureioide.

Cing couples de bruches &gés de 0 a 24 heures sont introduits dans les boites de Pétri
(Fig. 16). Un lot témoin non traité (Oul) est réalise et quatre répétitions sont effectuées pour
toutes les doses et pour le témoin. L’ ensemble des boites de Pétri est place dans les mémes
conditions citées dans le chapitre V. Les parametres biologiques d' A. obtectus et les
paramétres agronomiques de P. vulgaris sont évalués (Cf. chapitre V, p. 32 et 33).
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25g+5 couples + Dose : Oul (Témoin) 25g+ 5couples + X Dose d' huile

Figure 16. Test par contact des huiles essentielles des plantes aromatiques contre A. obtectus
(Originale, 2013).

2.2.3. Evaluation de |’ effet répulsif des huiles essentielles sur A. obtectus

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion d’une huile a I’ égard de la
bruche par 1a méthode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par Jilani et Saxena
(1990). Des disgues de papier filtre de 11cm de diamétre, sont coupés en deux parties égales,
une moitié du papier est traitée avec I'huile essentielle additionnée d' acétone et |'autre moitié
est traitée avec de |'acétone uniquement

Des doses de 10pl, 30ul, 60ul, 80ul pour les huiles sont diluées respectivement dans
0,5ml d’acétone, pour que larépartition d’ huile soit homogene sur le papier filtre.

La solution (huiletacétone) est uniformément répartis sur un demi-disque de papier
filtre et I'autre demi-disque recoit de I'acétone uniquement. Les deux demi disques de papier
filtre sont séchésal’air libre et |e disque est reconstitué puis mis dans une boite de Pétri.

Cinq couples de bruches &gés de 0 a 24h sont déposes sur les papiers filtres au milieu
des boites de Pétri (Fig. 17) et quatre répétitions sont réalisées pour chaque dose et pour
chague huile.

Aprés une demi-heure de traitement des bruches dans les conditions de laboratoire, le
dénombrement de ces derniers sur les demi-disgues est réalise. Le pourcentage de répulsion
(PR) est ainsi calculé selon laformule utilisée par Nerio et al. (2009) comme suit :

PR (%)= [(Nac-Nh) / (Nac+Nh)] x100
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Nac : Nombre de bruches présentes sur |e demi-disque traité avec |’ acétone.
Nh : Nombre de bruches présentes sur |e demi-disgue traité avec la solution huileuse.
Le pourcentage de répulsion moyen pour chague huile est calculé et attribué al’ une des
différentes classes répulsives variant de 0 aV (Mc Donald et al., 1970), qui sont présentés
dans le tableau 14.

Tableau 14. Pourcentages de répulsion selon le classement de Mc Donald et al. (1970).

N

Classe 0 PR <0,1% Tres faiblement répulsif
Classel 0,1% <PR <20% Faiblement répulsif
Classell 20% < PR <40% Modérément répulsif
Classelll 40% < PR < 60% Moyennement répulsif
Classe |V 60% < PR < 80% Répulsif

ClasseV 80% < PR <100% Tres répulsif

Acétonet+dose en pl

Acétone uniguement
(témoin)

5 couples de bruches

Figure 17. Test de répulsion des huiles essentielles des plantes aromatiques a différentes
doses al’ égard d’ A. obtectus (Originale, 2013).
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2.24. Evaluation de I'effet par inhalation des huiles essentielles sur A.
obtectus
L’ effet par inhalation des huiles essentielles est étudié sur les adultes d’ A. obtectus en
adoptant la méthode décrite par Papachristos et Stamopoul os (2002a).

Dans des bocaux en verre (750ml de capacité), des masses de coton sont fixées par un fil
au centre des couvercles. Des doses des huiles essentielles: 10ul, 30ul, 60ul et 80ul,
correspondant a des concentrations calculéesde 0 ; 10 ; 30; 60 et 80l / 1litre de volume d’ air,
sont injectées dans la masse de coton. Parallélement, un témoin n’ayant pas recu d huiles, est
réalisé (Fig. 18).

Cing couples de bruche agés de 0 a 24 h sont mis rapidement dans les bocaux aussitot
fermés avec une bande adhésive. Quatre répétitions ont été effectuées pour chague dose et
pour le témoin.

Le dénombrement des individus morts est effectué au bout de 24h, 48h, 72h et 96h dans
chague bocal.

5 couples de bruches + Oul d' huile (Témoin). 5 couples de bruches +xpl d huile.

Figure 18. Test d'inhalation effectué sur les adultes d' A. obtectus traités par différentes doses
d huiles essentielles. xul = 10ul, 30ul, 60pl, 80ul (Originale, 2010).

2.3. Analyse statistique desrésultats

Les différents parametres étudiés pour I’ activité insecticide des huiles essentielles sont
soumis a une anayse de la variance a un ou deux critéres de classification en utilisant le
logiciel Stat Box version 6.3. Dans le cas ou les différences s avérent significatives, un test
complémentaire de Newman et Keuls au seuil de 5% est effectué afin de comparer les
moyennes et déterminer |es groupes homogenes.
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3. Etudedel’ effet biocide des huiles essentielles par contact

3.1. Action sur labiologiedel’'insecte
3.1.1. Résultats

e Etudedelalongévitédesadultes

Les résultats obtenus montrent que la longévité des adultes de la bruche du haricot varie
en fonction de |” huile essentielle appliquée par contact. Parmi les huiles utilisées aux doses de
0;2;4;6et8ul, lelaurier noble, le mandarinier et la lavande ont montré les valeurs de la
longeévite les plus faibles qui sont respectivement de 0,19+0,011 ; 1+0 et 1,75+0,95 jours a la
plus forte dose utilisée (8ul). A la méme dose, les huiles d’ Eucalyptus, cédre et citronnier
réduisent aussi lalongévité des adultes mais avec un effet moindre ; elle est respectivement de
240,81 ; 5,75+0,5 et 2,07+0,35 jours (Fig.19).

Longévité (jrs)
14

12
10
o 7‘7 ® Qul
1 m 2ul
6 ' W = 4ul
4 o 6ul
2 P m Sul
0 T T T T T 1

C. limonum C. reticulata  E. globulus L. nobilis  L.angustifolia C. atlantica

Figure 19. Longévité moyenne (+ écart-type) des adultes de la bruche du haricot aprés
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.

Les huiles de bergamote, thym et menthe poivrée sont utilisées aux doses plus faibles
(0;0,25;0,5;0,75; 1 et 2ul) ; elles se sont montrées beaucoup plus efficaces en enregistrant
une longévité respectivement de 0+0, 1,75+0,95 et 3,5+0,57 jours a la plus forte dose de 2ul
(Fig. 20).
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Longévité [jrs)
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12 E Oul
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4

2

0 —

M. piperita T. satureioides C. bergamia

Figure 20. Longévité moyenne (+ écart-type) des adultes de la bruche du haricot apres
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.

L’ analyse de la variance a un facteur en fonction des doses a révélé des différences tres
hautement significatives (P=0) pour toutes les huiles utilisées montrant chacune des groupes
homogenes (Annexes, Tab. 1 a 9). L’anayse de la variance comparative des huiles
essentielles (Annexes, Tab. 10) a montré des différences trés hautement significatives
(P=0,00016) distinguant le laurier (groupe B) par rapport a toutes les autres huiles (groupe A).
Des différences significatives (P=0,02) sont enregistrées pour les huiles testées a faibles doses
placant |I"huile de bergamote comme la plus réductrice de la longévité des adultes d A.
obtectus (Annexes, Tab. 12).

e Etudedelaféconditédesfemelles

La ponte des ceufs chez A. obtectus se fait dans les 24 heures qui suivent
I’ accouplement. Le nombre d’ ceufs pondus varie en fonction des huiles essentielles et des
doses utilisées. La fécondité moyenne dans les lots témoins est de 155,75+7,41
ceufs /5femelles. Elle diminue nettement en présence des huiles essentielles testées et de fagon
progressive avec I’ augmentation des doses pour chaque huile (Fig.21).

En effet, a la plus forte dose (8ul), les huiles d' Eucalyptus et de mandarinier annulent
completement la ponte (0£0 ccufs/Sfemelles) et celles du citronnier et de laurier affectent
notablement la fécondité qui est réduite & 1,25+25 e 154191 ceufg/Sfemelles
respectivement. Les fécondités moyennes les plus élevées sont enregistrées en présence des
huiles de lavande et de cédre avec 11,75+6,94 et 28,25+10,21 ceufs/S5femelles.
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L’ huile de bergamote inhibe complétement |a ponte dés la dose de 1ul et celle de thym
réduit la fécondité a 1,75+2,06 a la dose de 2ul ; par contre la fécondité enregistrée pour
I”huile de menthe est de 45,25+ 3,59 ceufs/S5femelles a la dose de 2l et baisse a 15,25+1,5 a
6ul (Fig. 22).

Fécondité
&nombre d'oeufs)
25

200

m Oul
150 -

m 2ul

4ul

100 - mGul

m 8ul
50 -

0 - | L | |
C. limonum  C. reticulata E. globulus L. nobilis L.angustifelia  C. atlantica

Figure 21. Fécondité moyenne (+ écart-type) des femelles de la bruche du haricot apres
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.
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Figure 22. Fécondité moyenne (+ écart-type) des femelles de la bruche du haricot apres
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.

L’ analyse de la variance a un facteur de classification en fonction des doses des huiles a

révélé des différences trés hautement significatives entre les moyennes de fécondité (P=0) et
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ce pour toutes les huiles utilisées montrant chacune des groupes homogénes (Annexes, Tab. 1
ao).

L’analyse de la variance comparant les différentes huiles essentielles (Annexes, Tab.
10) montre des différences significatives (P=0,014) avec |’ effet le plus toxique pour I'HE de
laurier (groupe B) qui réduit la fécondité a 46,7 ccufs/5femelles ; les HE de mandarinier et de
citronnier (groupe A) ont manifesté la plus faible toxicité avec respectivement 99,65 et 106,9
ceufs/Sfemelles. Parmi les huiles testées a des doses faibles, I’ analyse statistique a révélé des
différences significatives (P=0,03) indiquant la bergamote et le thym (groupe B) comme les

plus toxiques par rapport ala menthe (groupe A) (Annexes, Tab. 12).

e Etudedelafertilité des ceufs

La fertilité est le pourcentage d’ ceufs éclos par rapport aux ceufs pondus par femelle.
D’ apres les résultats présentés dans la figure 23, nous constatons que la fertilité maximale est
enregistrée dans le lot témoin avec 77,73+1,57 %. L' huile essentielle de laurier noble réduit
nettement le taux de fertilité des ceufs (3,12+6,25%) dés la dose 6ul et les huiles de C.
limonum et de C. reticulata et de I’ E. globulus annulent complétement le taux de fertilité ala
dose de 8l ; les huiles de lavande et de cedre réduisent moins la fertilité des femelles; elle
est de 28,47+ 24,25 et 61,17+2,19% respectivement ala plus forte dose (8ul).

% d'éclosion
90
I
m Oul
u 2ul
W 4ul
mGul
m 8ul
!
C. limonum  C. reticulata  E. globulus L. nobilis  L.angustifolia C. atlantica

Figure 23. Taux d’ éclosion moyen (+ écart-type) des oeufs de la bruche du haricot
apres traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.
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Pour les huiles utilisées aux plus faibles doses, I’ huile de bergamote s est montrée la
plus efficace en annulant le taux de fertilité des la dose de 1ul. A ladose de 2ul, le thym et la
menthe poivrée reduisent le taux de fertilité a 20,83+24,99 et 43,77+4,01% respectivement
(Fig. 24).
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Figure 24. Taux d éclosion moyen (+ écart-type) des oeufs de la bruche du haricot aprés
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.

L’ analyse de la variance a un facteur de classification en fonction des doses des huiles a
révélé des différences trés hautement significatives entre les moyennes de fertilité (P=0) et ce
pour toutes les huiles utilisées montrant chacune des groupes homogénes (Annexes).

L’ analyse statistique comparative des HE (Annexes, Tab. 10) a montré des différences
tres hautement significatives (P=0,0099) avec le I'huile de laurier (groupe B) qui réduit la
fertilité a un taux de 27,04% contre I'HE de cédre et lavande (groupe A) (70,15%). Quant aux
huiles de bergamote, thym et menthe, elles ne montrent pas de différences significatives pour
lafertilité (Annexes, Tab.12).

e FEtudedelaviabilité des ceufs

Les traitements aux huiles essentielles réduisent nettement le taux de viabilité par
rapport au lot témoin ou il est maximal (33,29+2,68) (Fig. 25). A 8ul, aucun adulte n’émerge
en présence de toutes les huiles. L’huile de laurier noble réduit considérablement le taux de
viabilité des ceufs qui sannule dés la dose de 4yl ; les huiles de mandarinier, citronnier,
lavande et eucalyptus montrent des taux de survie les plus faibles montrant des valeurs
respectives de 2,77 +3,20; 6,19+5,15; 7,56+ 4,60 et 16,23+ 3,16 a la dose de 6ul. Notons
gue I’huile de cedre, qui a montré un effet biocide relativement faible sur la longévité des
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adultes et la fertilité des ceufs en comparaison aux autres huiles, réduit fortement la viabilité

des ceufs @2,50+2,26 ala dose de 4ul .

L’huile de bergamote réduit le taux de survie a 10,51+0,89% dés la plus faible dose
utilisée (0,5ul) et s annule complétement a partir de 0,75ul et celle de thym a1,42+2,85% dés
ladose de 0,75l pour s annuler a partir de 1ul (Fig. 26).

Taux de viabillité %

m Oul

m 2ul

4ul

m 6ul

m 8ul

C. limonum  C. reticulata  E. globulus L. nobilis L.angustifolia  C. atlantica

Figure 25. Taux moyen de viahilité (+ écart-type) des oeufs de la bruche du haricot aprés
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.
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Figure 26. Taux moyen de viahilité (+ écart-type) des oeufs de la bruche du haricot aprés
traitement par contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques.
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L’ analyse de la variance a un facteur de classification en fonction des doses des huiles a
révélé des différences trés hautement significatives entre les moyennes du taux de viabilité
des ceufs (P=0) et ce pour toutes les huiles utilisées montrant chacune des groupes homogenes
(Annexes, Tab. 1 a9). L’ analyse de la variance a deux facteurs de classification a montré des
différences hautement significatives (P=0,0044) entre les HE avec un effet toxique notable sur
la viabilité des ceufs notamment pour le cedre, le laurier noble, le mandarinier et le citronnier
(groupe B) ; contrairement I'HE d'eucalyptus s'est montrée la moins toxique (groupe A)
(Annexes, Tab. 10). Des différences significatives (P=0,025) sont observées pour les huiles
utilisées afaibles doses placant I' HE de menthe poivrée dans le groupe B et celles du thym et

de bergamote, les plus toxiques, dans le groupe A (Annexes, Tab. 12).

3.1.2. Discussion

Neuf huiles essentielles extraites a partir des plantes méditerranéennes sont testées pour
leurs effets insecticides a I’ égard des adultes d’ A. obtectus. Cette étude est réalisée a travers
I’évaluation de |’ effet 1étal sur des adultes (longévité) exposés aux différentes doses d huiles
et de |’ effet sur leur reproduction (fécondité, fertilité et viabilité des ceufs).

De nombreux travaux ont mis en évidence I'action des huiles essentielles sur la
longévité des adultes d’ espéces différentes de ravageurs des grains stockés. A cause de leur
volatilité importante, les HE et leurs constituants, essentiellement des monoterpénes, exercent
des effets insecticides et réduisent ou perturbent la croissance de I'insecte a différents stades
deleur vie (Weaver et al., 1991 ; Konstantopoulou et al., 1992 ; Regnault-Roger et Hamraoui,
1994). Leurs efficacités varient en fonction du profil phytochimique des extraits des plantes et
de la cible entomologique (Regnault-Roger et al., 2012). Pour Regnault-Roger (2002), la
bruche du haricot est plus sensible aux monoterpénes phénoliques et |e puceron des céréales,
Rhopal osiphum padi I’ est aux monotepénes métoxylés aors que la mouche méditerranéenne
desfruits C. capitata est sensible aux deux types de produits.

Les HE gue nous avons testé semblent avoir toutes un effet toxique sur lalongévité des
adultes d'A. obtectus. Les plus efficaces restent les HE de C. bergamia, T. satureioides, M.
piperita et L. nobilis. Par contre les HE les moins efficaces sur A. obtectus sont celles du
citronnier C. limon et surtout du cédre C. atlantica.

Des résultats similaires sont obtenus par Regnault-Roger et Hamraoui en 1994, qui ont
testé I’ efficacité des HE extraites de 24 plantes aromatiques sur A. obtectus. Ils ont montré
gue c'est surtout les HE de Lamiacées (Thymus serpyllum, Origanum wvulgare, Saturgja

hortensis, L. angustifolia, R. officinalis, Origanum majorana, Ocimum basilicum) a coté
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d’'une Apiacée, le persil (Petroselinum sativum) qui sont les plus toxiques induisant une
mortalité de 100% aprés 1 & 4 jours d’exposition & la dose de 102 pl/ cm®. Le méme effet
N’ est observé qu’ aprés 2 a6 jours ala dose de 5.10 pl/ cm>pour les HE de T. wlgaris, Salvia
officinalis, L. nobilis et Cinnamarrum verum (Lauracées). Similairement a nos résultats, la
méme étude arévelé que I’ HE de C. limon (Rutacée) est |a moins toxigue ne provoquant apres
8 jours d’ exposition, qu’ une mortalité de 43% et 67% aux doses respectives de 107 pl/ cm® et
5.10% pl/ cm®.

Righi-Assia (2010) a constaté que I'HE de thym (T. vulgaris) provoque une mortalité
des adultes de C. chinensis apres une heure d’ exposition a une dose de 10 pl. Dans notre cas,
une mortalité de 100% est obtenue aprés 72h d’ exposition aladose de 2 pl.

Les propriétés insecticides des HE testées sont proches de celles étudiées par d autres
auteurs. L’HE de la lavande a éé appligquée avec succeés sur A. obtectus (Papachristos et
Stamopoulos, 2002 a, b, 2004) de méme que celle du laurier (Shaaya et al., 1991 ; Karci et
Isikber, 2007).

L’ éude de Haubruge et al. (1989) sur |’ action des huiles essentielles de Rutacées sur le
charoncon du mai's Stophilus zeamais (Coleoptera, Curculionidae), le grand capucin du mai's
Prostephanus truncatus (Coleoptera, Bostrychidae) et le tribolium rouge de la farine
Tribolium castaneum (Coleoptera, Tenebrionidag) a révélé la toxicité la plus éevée pour
I"huile essentielle de bigaradier, des résultats également rapportés par Hamdani (2012) sur les
adultes d’ A. obtectus qui ont manifesté une mortalité de 100% a 6l dés les premieres heures
d’ exposition al’ huile essentielle de bigaradier.

Dans notre cas, comparée aux autres Rutacées (C. limon et C. reticulata), c'est I'HE de
C. bergamia qui s est montrée la plus toxique sur les adultes de la bruche du haricot ; trés peu
d’études ont investit I’action de cette huile sur les insectes inféodés aux grains stockés.
Cependant, elle est bien connue pour son utilisation comme larvicide de la mouche
domestique (Eleni et al., 2009). Cette huile est riche en furanocoumarines qui sont de bons
synergistes; ce sont des inhibiteurs bien établis des cytochromes P450 des insectes
responsables de la phase | du métabolisme xénaobiotique incluant les insecticides.

Larichesse des HE de Rutacées en limonene (43,09%), en acétate de linalyl (24,82%) et
en linalool (9,15%) explique leur action significative sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus
et d'autres ravageurs des céréales. En effet, le linalool qui est un des composés les plus
toxiques sur A. obtectus agit aussi sur la bruche tropicale du pois Z. subfasciatus (Coleoptera,
Bruchidae), la bruche du haricot (A. obtectus), le ravageur des céréales Rhyzoperta dominica

(Coleoptera, Bostrychidae) et le charancon du riz Stophilus oryzae (Coleoptera,
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Curculionidag) montrant aprés 48h d exposition des DL50 respectives de 428 pg/cm?, 405
pg/cm?, 428 pg/cm?et 427 pg/em? (Weaver et al., 1991).

L’ activité insecticide des HE de la famille des Poacées Cymbopogon schoenanthus et C.
nardus et une Lamiacée O. basilicum a été explorée sur C. maculatus et ses hymeénoptéres
parasitoides (Ketoh et al., 2002) de méme que celles de giroflier (eugénol) (Kellouche,
2004).

En effet, les HE, mélanges monoterpéniques, sont des neurotoxiques agissant sur des
cibles différentes en fonction de leurs natures chimiques. Par exemple, lelinalool et I’ estragol
composes majeurs de I’'HE d'O. basilicum perturbent |’ activité neuronale au niveau des
insectes. Ainsi le linalool provoque une réduction de I'amplitude et de la fréquence du
potentiel d’action puis entraine une diminution de la phase de post hyperpolarisation qui suit
la transmission de I'influx nerveux aors que I’estragol induit plus spécifiquement une
réduction de la phase de post hyperpolarisation; I'action simultanée des deux composes
provoque la paralysie puis lamort des insectes (Regnault-Roger et al., 2012).

Des especes rares, peu nombreuses et d’ accés difficile tels que le cédre présentent des
activités insecticides sur A. obtectus et sur de nombreux ravageurs. Généralement les HE de
Cedrus contiennent des taux élevés d himachalénes (Chaudahary et al., 2011). Il a é&é reporté
que les HE de C. atlantica d’ Algérie contient 67% d’himachalénes comme composé majeur
(Boudarene et al., 2002) (celui du Maroc contient 70% d’ himachalénes avec de trés petites
guantités d’ atlantones aors que I’ apha pinéne avec plus de 37% est communément présent
dans |’ huile essentielle des aiguilles (Chalchat et al., 1994).

Les travaux de Chaudhary et al. (2011) ont montré une bonne activité larvicide de I'HE
du cédre de I'Himalaya (Cedrus deodora) contre la teigne des cruciféres (Plutella xylostella
(Lepidotera, Yponomeutidae). Ils ont montré que la fraction pentane dont le constituant
majeur est I’ himachaléne (52,35%) et I’ atlontone (15,45%) S est révélée la plus toxique avec
une CL50 de 287ug/ml adors que I'HE a I'éat brut présente une CL50 de 425ug/ml ; la
fraction riche en himachalénes s’ est montrée plus toxique (CL50 de 362ug/ml) que celle qui
est riche en atlantone (CL50de 365ug/ml) ; d’ ou ces auteurs ont suggéré que ce sont ces
Ccomposes majeurs qui sont responsables de I’ action insecticide de cette HE avec un effet de
synergie puisqu’'ils ont observé que les fractions enrichies individuellement soit
d’ himachal énes ou d’ atlantones sont moins toxiques que le mélange des deux sur les larves de
lateigne des cruciféres.

L'HE de C. deodora a montré une activité insecticide contre d autres insectes tels que

les charangons du haricot (Callosobruchus analis), le charangon du riz (Stophilus oryzae), la
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mouche domestique (Musca domestica) et la bruche chinoise (C. chinensis) (Singh et
Agarwal, 1988 ; Raguraman et Singh, 1997). La reproduction des insectes est également
affectée par les HE qui agissent soit précocement aux premiers stades de dével oppement ou
encore aux stades ultimes.

L’ effet 1étal adulticide et |’ effet inhibiteur de la reproduction des HE ne se superposent
pas toujours. Si les HE de bergamote, thym, menthe poivrée et le laurier noble ont manifesté
un effet |é&a considérable sur les adultes d’A. obtectus, celles de laurier, E. globulus,
mandarinier lavande et du cédre ont surtout réduit la fécondité dans un ordre déecroissant.
D’ailleurs, les agriculteurs ont sélectionné de fagon empirique la menthe poivrée (M. piperita
L.) et le laurier (L. nobilis) qui agissent sur la reproduction en réduisant la fécondité des
femelles d’'A. obtectus dans les sacs de grains de haricots en région méditerranéenne
(Regnault-Roger et al,. 2012).

En dehors de I"huile de cedre, ces HE contiennent en proportions importantes du 1,8-
cinéole (eucayptol) notamment le laurier (34,62%), eucalyptus (82,42%) et dans un degré
moindre la lavande (1%). Le 1,8-cinéole et le terpinen-4-ol présents dans les HE d'E.
globulus, L. nobilis et Origanum majorana inhibent |’ acétylcholinestérase (Regnault-Roger
et al., 1993 ; Mills et al., 2004) montrant que I’ activité insecticide des monoterpenes contenus
dans les HE peut étre due a plusieurs mécanismes qui affectent des cibles multiples en
perturbant, plus efficacement, I’activité cellulaire et les processus biologiques des insectes
(Regnault-Roger et al., 2012).

Souvent, les HE les plus toxiques sur les adultes d' A. obtectus sont également les plus
inhibitrices de la reproduction ; la réduction de la fécondité des femelles résulte de la
réduction de lalongévité des adultes.

Bouchikhi Tani et al. (2008) ont constaté que la ponte chez les femelles de A. obtectus
est complétement inhibée dans les graines de haricot traitées par les huiles essentielles de R.
officinalis et A. herba-alba a une dose supérieure ou égale a 5ul/30g de graines. Bouchikhi
Tani (2011) a montré que les huiles les plus toxiques sur les adultes d’ A. obtectus (Mentha
pulegium, A. herba-alba, Origanum glandulosum et R. officinalis) sont aussi les plus efficaces
sur la ponte des femelles a |’ exception de I huile de Thymus capitatus qui provogue une forte
réduction de lafécondité malgré safaible toxicité.

Dans notre cas, ¢'est I'huile essentielle de C. atlantica qui a manifesté I’ effet le plus
toxique sur la viabilité des ceufs aors qu'elle est la moins toxique sur les adultes d’A.

obtectus.
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La toxicité viaavis d'A. obtectus des HE de 13 plantes aromatiques (Apium
graveolens, Citrus sinensis, Eucalyptus globulus, Juniperus oxycedrus, Laurus nobilis,
Lavandula hybrida, Mentha microphylla, Mentha viridis, Ocimum basilicum, Origanum
vulgare, Pistacia terebenthus, Rosmarinus officinalis et Thuja orientalis) étudiée par
Papachristos et Stamopoulos (2002a) a montré que les HE M. viridis, M. microphylla, E.
globulus, R. officinalis et L. hybrida réduisent fortement la fécondité des femelles de A.
obtectus. Cette réduction serait due a des taux de rétention des ceufs élevés plutbt qu'a une
réduction de la production totale des ceufs ; en effet, en présence de ces HE, les pourcentages
des ceufs retenus dans les oviductes latéraux des femelles étaient élevés. Les mémes auteurs
ont enregistré une réduction significative des taux d’' éclosion des ceufs en présence des HE E.
globulus et O. vulgare.

L’ application de 25ul d huiles essentielles d’ Eucalyptus lehmani, E. astringens, E.
maidinii et E. cinerea par 50g de graines de niébé a donné 100% de mortalité des adultes de
C. maculatus en moins de 24h avec des taux de survie embryonnaires et post-embryonnaires
nuls et cela sans affecter la faculté germinative des graines traitées (Hedja -Chebheb, 2014).

L’ effet des HE sur lareproduction est le résultat alafois d une inhibition de I’ oogenese
et au méme temps de |’ augmentation de la rétention des ceufs dans les oviductes latéraux des
femeles d'A. obtectus. En effet, Huignard (1969) et Pouzat (1978) ont montré que des
modifications dans |’ environnement des sites de ponte peuvent conduire au blocage de
I’ oogenese et a la rétention des ceufs dans les oviductes ; ainsi les HE, par leurs substances
volatiles, pourraient masquer I'action des odeurs stimulatrices émises par les graines de
haricot.

L’ action des HE varie en fonction des stades de dével oppement de la bruche du haricot.
Papachristos et Stamopoul os (2004) ont exposeé des ceufs d’ A. obtectus aux HE de L. hybrida,
R. officinalis et E. globulus et ont remarqué que les stades les plus tolérants sont les ceufs et
les plus sensibles sont les larves du 3°™ stade et que parmi les ceufs, les plus jeunes (inférieur
ou ¢gal a 3 jours) sont plus tolérants que les plus agés (>4jours). Les auteurs ont suggéré que
cette résistance est expliquée par |’activité ovicide visible uniquement lorsque le systeme
nerveux de I’embryon commence a se dével opper sachant que les monoterpenes présents dans
les HE sont neurotoxiques ; de méme, la perméabilité de la surface externe des ceufs (chorion
et/ou membrane vitelline) qui est faible au début de I’ embryogénése obstrue la diffusion de

vapeurs al’intérieur des ceufs jeunes.
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Par ailleurs, Emecki et al. (2002) cité par Stamopoulos et al. (2007) suggere que
I'intensité respiratoire est trés faible au stade ceuf par rapport aux autres stades actifs de
Tribolium confusum; il y aurait un faible taux d’échange d'air d’ ou une faible diffusion des
monoterpénes a I’ intérieur des ceufs. Des résultats similaires sont observés par Stamopoul os
et al. (2007) sur les ceufs de T. confusum qui ont souligné que la susceptibilité aux vapeurs des
huiles essentielles varie en fonction de I’ &ge des stades larvaires ou les larves les plus agés
résistent mieux et peuvent tolérer de fortes concentrations d’ huile essentielle alors que le stade
nymphal est sensible. Ceci s expliquerait probablement par la taille des larves plutbt que par
une différence dans le mode d’ action de " huile.

Bien que nous n’avons pas étudié |’ activité insecticide des HE sur les stades larvaires
(stades cachés) d’ A. obtectus, cet effet est trés visible a travers les émergences (viabilité) des
adultes notamment pour les HE de C. atlantica 7,97%, L. nobilis 9,50%, C. reticulata
10,48%et C. limon 12,61%. Nous pouvons suggerer aussi que les stades larvaires seraient
moins sensibles du fait que les substances volatiles des HE ne diffusent pas suffisamment a
I"intérieur des graines tandis que les nymphes sont logées a la périphérie des graines avec un
opercule dga préparé.

Laréduction de lafécondité d' A. obtectus par les HE de 24 plantes aromatiques est déa
rapportée par Regnault-Roger et Hamraoui (1994, 1995) ; ils ont observé que les HE de T.
vulgaris (Lamiacées) et de Cinnamonum verum (Lauracées) diminuent efficacement la ponte
des femelles & partir de la dose de 107 pl/cm?®; celles de R. officinalis et T. serpyllum inhibent
complétement la ponte d’'A. obtectus dés la plus faible dose (10 pl/cm?®). Les autres HE
(Saturela hortensis, Lavandula angustifolia, Origanum majorana, Ocimum basilicum)
n’inhibent la ponte qu’ & partir de la dose de 5.10 pl/cm?®. Parallélement, I’'HE de C. limon
reste peu efficace sur la ponte des femelles comme nous I’ avons également observe pour les
HE de mandarinier et de citronnier que nous avons testé. Par contre, I’'HE de bergamote S est
montrée fortement réductrice des pontes d’ A. obtectus.

Selon Regnault-Roger et al. (2002), le carvacrol, le linalool, le thymol, le terpinéol et
I”’eugénol inhibent complétement I’emergence des adultes d' A. obtectus et les HE de T.
vulgaris, T. serpyllum, Cinnamorum verum, R. officinalis, O. basilicum et Petroselinum
sativum affectent considérablement le taux de viabilité des adultes d’ A. obtectus.

Aussi, Kellouche (2005) a montré que I’ huile de clous de girofle Syzygium aromaticum
(Myrtacées), affecte de manieére trés hautement significative lafécondité de C. maculatus, elle
est de 0000 ceufs/10 femelles a la dose de 5ul alors qu'elle est de 1134+204,2 ccufs/10

femelles dans les lots témoins.
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L’ application de poudres de kaolin aromatisees par les HE de Tagetes minuta
(Composées), Hyptis suaveolens, O. basilicum et O. canum (Lamiacées) et de Piper
guineense (Piperacées) n'exerce pas un effet significatif sur I'éclosion des ceufs de C.
maculatus, par contre elle présente un impact significatif sur les émergences des adultes avec
un taux de 0% contre 100% dans les lots témoins (Kétaet al., 2000). Du kaolin aromatisé par
I"huile essentielle de Thuja occidentalis s est montré encore plus toxique que celui imprégné
d'HE d’ O. basilicum (DL50= 65 pL g*) et d’ O. gratissimum (DL50= 116 pL g™) manifestant
des DL50 respectives de 18,69 PL g™ et de 32,58 UL g™ pour les méles et les femelles de C.
maculatus indiquant une sensibilité marquée des méales par rapport aux femelles (Kéita et al.,
2001a,b).

3.2. Action sur lescaractéristiquesdelagraine
3.2.1. Reéaultats
eEtudedela perteen poidsdesgraines
Les figures 27 et 28 montrent que I’ utilisation des différentes huiles essentielles réduit
considérablement les pertes en poids des graines du haricot au fur et a mesure que les doses
augmentent.
En effet, les pertes en poids maximales sont enregistrées dans les lots témoins non
traités (31,83+1,36%) ; ces pertes se réduisent a 1,47+0,26% pour le cedre et s annulent
complétement pour le reste des huiles ala plus forte dose (8ul). Elles sont proportionnelles au

nombre d’ adultes emergeants des graines.

Perte en poids %

= Oul
B 2ul
2 dul

B 6ul

m 3ul

C.limonhum  C.reticufata E globulus L.nabilis  Langustifolic  C.atlantica
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Figure 27. Perte moyenne en poids (%) (+ écart-type) des graines du haricot traitées par
contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques contre A. obtectus.
Des la dose de 1pl, la perte en poids des graines s annule en présence de I’ huile de
bergamote aors quelle est de 10,5+1,91% et 2,2+0,69% pour la menthe poivrée et le thym

respectivement.

Perte en poids %
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Figure 28. Perte moyenne en poids (%) (+ écart-type) des graines de haricot traitées par
contact aux huiles essentielles des plantes aromatiques contre A. obtectus.

L’analyse de la variance a un facteur de classification en fonction des doses des huiles a
révélé des différences tres hautement significatives entre les moyennes du taux de perte en
poids des graines (P=0) et ce pour toutes les huiles utilisées montrant chacune des groupes
homogeénes (Annexes, Tab. 1 a9).

L’ analyse statistique comparant les huiles n’a pas révélé des différences significatives
pour |” action des huiles sur la perte en poids des graines (P=0,73 et P=0,18) qui reste similaire
guelque soit I” huile essentielle utilisée (Annexes, Tab.11 et 12).

e Etudedelafaculté germinative des graines

La figure 29 montre que la faculté germinative des graines de haricot est fortement
réduite au niveau du lot témoin non traité par les huiles (11,69+1,41%) alors qu’ elle augmente
au fur et mesure que les doses augmentent pour toutes les huiles essentielles testées. Ce
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paramétre est directement lié au nombre de larves qui se nourrissent des réserves des

cotylédons et des adultes qui émergent des graines atravers les trous de sorties.

Taux de germination
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Figure 29. Taux moyen de germination (%) (+ écart-type) des graines du haricot traitées par
contact a différentes doses d’ huiles essentielles des plantes aromatiques contre A. obtectus.

A laplus forte dose (8ul), les huiles de lavande, citronnier et mandarinier permettent la

meilleure protection du pouvoir germinatif des graines dont les taux sont respectivement de
85+3,82 ; 83+6,83 et 80+8,64%. Les graines traitées aux huiles de cedre, d’ eucalyptus et de
laurier noble montrent des taux de germination de 73,42+1,30, 72+3,26 et 63,25 +1,5%

respectivement. Avec des doses beaucoup plus faibles, les HE de menthe poivrée, de thym et

de bergamote ont également protégé le pouvoir germinatif des graines au fur et a mesure que

les doses augmentent (Fig. 30). A la dose de 2pl, les graines traitées aux huiles de thym,

bergamote et menthe poivrée montrent des taux de germination respectifs de 97+2;
94,25+0,95 et 79,24+3,01%.
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Figure 30. Taux moyen de germination (%) (x écart-type) des graines du haricot traitées par
contact a différentes doses d’ huiles essentielles des plantes aromatiques contre A. obtectus.

L’ analyse de la variance a un facteur de classification en fonction des doses des huiles a
révélé des différences tres hautement significatives entre les moyennes du taux de
germination des graines de haricot (P=0) et ce pour toutes les huiles utilisées montrant
chacune des groupes homogenes (Annexes, Tab. 1 a9).

L'analyse de la variance comparant les six huiles essentielles ne montre pas de
différences significatives (P=0,12) entre |la faculté germinative des graines de haricot traitées
(Annexes, Tab. 11). Par contre, |’ analyse statistique comparative des huiles utilisées a faible
doses révéle des différences significatives (P= 0,031) avec un effet protecteur supérieur de
I’HE de bergamote (67,01%) et du thym (65,42%) contre 50,26% pour la menthe (Annexes,
Tab. 12).

3.2.2. Discussion

En |” absence de traitements insecticides contre la bruche du haricot par les extraits des
plantes aromatiques, les graines de haricot subissent des pertes aussi bien quantitatives (perte
pondérale) que qualitatives (valeur nutritive et pouvoir germinatif). Au niveau des lots
témoins non traités, la perte pondérale est trés visible a travers une réduction du poids et du
volume des grains attaqués suite au développement de plusieurs larves a I'intérieur. Les
attaques de bruches se traduisent également par la diminution de la capacité germinative des
graines.

Il ressort globalement que le traitement par les huiles essentielles des différentes plantes
aromatiques protégent les graines de haricot ; ainsi, les pourcentages des pertes pondéraes

diminuent au fur et & mesure que la dose augmente pour presque s annuler aux plus fortes
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doses quelque soit I" huile utilisée. Les pertes pondérales les plus élevées sont enregistrées au
niveau du lot témoin non traité (31,83+1,36%) alors qu’elles s annulent dés la dose de 1ul de
I'HE de bergamote; cependant, I'analyse dstatistique n'a pas montré de differences
signifcatives pour les différentes huiles testées et |’ action des huiles sur la perte en poids est
similaire.

Concernant la faculté germinative des graines, des différences significatives sont
enregistrées uniquement pour les huiles testées avec des doses faibles classant en premiéere
position la bergamote (67,01%) et le thym (65,42%) et en deuxieme position la menthe
(50,26%). Les pourcentages de germinations observés aux fortes doses (2ul ou 8ul) sont
proches de ceux obtenus sur des graines saines (environ 90%).

Des observations similaires sur A.obtectus sont rapportées par Hamdani (2012) ou il a
montré que les HE de Rutacées (C. limonum, C. sinensis, C. paradis et C. aurantium)
diminuent la perte en poids des graines de haricot a 1,5g, 2,59, 1,75g et 00 g respectivement a
la dose de 4ul et I'annule complétement a partir de 8ul. Paralledement, le méme auteur a
enregistré des taux de germination des graines supérieurs a 90% a partir de la dose de 4ul de
I"huile essentielle de bigaradier et supérieur a 80% pour les autres huiles essentielles testées
alors que la capacité germinative est inférieure a 10% dans les |ots témoins non traités.

Raaet al. (2001) ont mis en évidence I’ effet des traitements par contact par les HE de
M. piperita, M. arvensis, M. spicata et Cymbopogon nardus sur les adultes de C. maculatus
sur une durée de quatre mois. lls ont montré que les substances volatiles des HE, en réduisant
significativement la fécondité, la fertilité et le taux d’émergence des adultes, elles réduisent
aussi significativement les dommages engendrées aux graines.

Pour sa part, Aiboud (2011) a traité les graines de niébé contre C. maculatus avec les
HE extraites de Myrtus communis, T. wulgris, O. wulgare, Eucalyptus smithii, Pimenta
racemosa, O. basilicum et Ssygyzium aromatica et a démontré qu’ elles ont une activité tres
hautement significatives sur la réduction des pertes en poids des graines en constatant que la
faculté germinative des graines traitées aux fortes doses est trés élevée, éant donné que

I’ émergence des adultes de C. maculatus est faible.

4. Etudedel effet biocide des huiles essentielles par répulsion

4.1. Résultats
Les résultats du test de répulsion sont consignés dans le tableau 15. Globalement les

huiles se sont montrées répulsives a |’ égard des adultes d’ A. obtectus méme a la plus faible
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dose (10ul). L’ activité répulsive des huiles étudiées, apres une durée d’ exposition de 30
minutes, est donc dépendante de la dose; ele augmente au fur et a mesure que les
concentrations de I’HE augmentent variant entre 60% et 100% ala dose de 80ul.

L’ analyse de la variance a montré des différences hautement significatives pour toutes
les HE sauf pour les HE deucalyptus et de menthe poivrée ou les différences sont

significatives (P=0,041) et non significatives respectivement (P=0,63).

Le calcul du pourcentage de répulsion par la méthode de Mc Donald et al. (1970)
permet de constater que les HE de L. nobilis, M. piperita, L. angustifolia, C. reticulata et C.
bergamia sont répulsives avec des taux respectifs de 73,75%, 71,25%, 63,75%, 63,75% et
61,87% et les HE de T. saturioides (53,75%), E. globulus (51,25%) et C. limonum (43,75 %)
sont moyennement répulsives. L’HE de C. atlantica est modérément répulsive montrant le

pourcentage de répulsion le plus faible (31,25%).

Tableau 15. Taux moyens de répulsion des huiles essentielles des plantes aromatiques contre
les adultes de la bruche du haricot (Acanthoscelides obtectus) et leur classement selon la

méthode de Mc Donalds et al. (1970).

L. nobilis 60+8,16¢ 65+5,77¢ 755,77b 95+00a 0,00001** 73,75 Répulsive
* (V)

M. piperita 50+16,32 70+19,14 80+18,29 85+16,34 0,636 NS 71,25 Répulsive (1V)
L. angustifolia  30x11,54c  60+16,32b 75x10ab 90+11,54a  0,00017*** 63,75 Répulsive (1V)
C. reticulata 40+8,16¢ 35%5,77¢ 80+8,16b 100+00a 0,00*** 63,75 Répulsive (1V)
C. bergamia 30+19,1b 45+16,14b 85+23,09a 87,5+11,5a 0,00*** 61,87 Répulsive (1V)
T. saturioides 10+00b 30+11,5b 80+16,3a 95+10a 0,00001*** 53,75 M oyennement
répulsive (111)
E. globulus 20+19,14b  50+25,81ab 60+19,14ab 75+25,16a 0,041* 51,25 Moyennement
répulsive (111)
C. limonum 10+4,08d 45+5,77¢c 55+5,77b 65+5,77a 0,00*** 43,75 Moyennement
répulsive (111)

C. atlantica 15+£12,24b 20x8,16b 30+8,16b 60+8,16a  0,00011*** 31,25 Modérément
répulsive (1)

Toutes les expériences sont répétées 4fois. P : différences significatives déterminées par une anova a un critére
de classification. Dans chaque ligne du tableau, les valeurs suivies d'une méme lettre ne différent pas
significativement entre elles a P=0.05 (test de Newman et Keuls).
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4.2. Discussion

La présente étude montre que les HE des plantes aromatiques sont efficaces dans la
protection des grains de haricot contre les attaques d' A. obtectus. Elles montrent des
variations significatives de leurs activités répulsives qui dépendraient de plusieurs facteurs
notamment la composition chimique de ces huiles. La supériorité du potentiel insecticide
répulsif de I’'HE de laurier (73,75%) et de la menthe poivrée (71,25%) contre A. obtectus
pourrait étre attribué aux quantités élevées des composés majoritaires: le 1,8-cineole
(34,62%) et lelinalool (12,57%) chez la premiere et du menthol et menthone chez |a seconde.

Dans ce contexte, Papachristos et Stamopoul os (2002a) ont montré que sur les HE de 13
plantes aromatiques, cing d entre elles (M. viridis, E. globulus, M. microphylla, R. officinalis
et L. hybrida) ont manifesté des effets répulsifs importants contre trois HE (Thuja orientalis,
C. sinensis et P. terebinthus) n’ ont pas révélé une telle activité. Ces auteurs ont remarqué que
les HE les plus toxiques exhibent au méme temps des effets répulsifs et inhibiteurs de la
reproduction de la bruche du haricot.

Les travaux similaires réalisés par Hamdani (2012) sur I’ effet répulsif des HE de 4
espéces de Rutacées al’ égard des adultes d' A. obtectus, ont montré que I’ HE de bigaradier est
la plus répulsive (PR=70% calcul ée selon la méthode de Mc Donald et al. (1970)) et celles de
citronnier (PR=50%) et pamplemoussier (42,5%) sont modérément répulsives; I'HE de
I’oranger (PR=17,5%) s est montrée tres faiblement répulsive. Dans notre cas, une valeur
comparable du pourcentage de répulsion est enregistrée pour I'HE de citronnier (43,75%)
alors que le bergamotier, parmi les Rutacées, a exhibé une forte activité répulsive de I’ ordre
de 61,87%.

Ayant utilisé laméthode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par Mc Donald
et al. (1970), Ndomo et al. (2009) ont rapporté que les HE des feuilles de Callistemon
viminalis (Amaranthacées) aux doses variant de 0,031 & 0,25 pl/cm? induisent des taux de
répulsion de 36,6 a 80% vis-avis des adultes d' A. obtectus qui sont proportionnels aux doses
utilisées.

Sur une bruche polyvoltine voisine, C. maculatus, Tapondjou et al. (2003) ont
également mis en évidence les propriétés répulsives élevées sur les adultes de I'HE des
feuilles de C. ambrosioides L. (Chenopodiacées) (PR=89%) par comparaison a celle des
feuilles d'Eucalyptus saligna Smith (Myrtacées) (PR=71%). Pour leur part, Kumar et al.
(2009) ont observé un taux de répulsion de I'HE de Mentha longifolia (Lamiacées) de 85%

contre les adultes de la bruche chinoise (C. chinensis). Aggarwal et al. (2001) ont noté I’ effet
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répulsif du composeé majoritaire de la menthe poivrée, le menthol, de 100% des adultes de C.
maculatus a la dose de 20ug par 1ml d’ acétone sur papier filtre.

D’ autres ravageurs des denrées stockées ont fait |’ objet d’ éudes similaires. Nerio et al.
(2009) ont évalue I’ effet répulsif de 7 HE par la méthode des choix multiples vis-a-vis de
S zeamais (Coleoptera, Curculionidae) ; ils ont montré un effet répulsif (%) marqué pour
I'HE de Lippia origanoides (Verbenacées), Eucalyptus citriodora (Myrtacées) et Tagetes
lucida (Astéracées) a des doses variant entre 0,063 et 0,503 ml/cm?.

Lestravaux de Mediouni Benjeméaa et al. (2012) sur les propriétés répulsives de |’ HE de
L. nobilis de différentes provenances (Algérie, Tunisie et Maroc) ont montré une activité
répulsive significative, apres une durée d’ exposition de 1heure, sur les adultes de R. dominica
et T. castaneum méme & des doses faibles de 0,04ul/cm?. L'HE de provenance marocaine a
montré un pourcentage de répulsion de 87,5% contre 62,5% et 57,5% respectivement pour les
provenances tunisienne et algérienne. Le pouvoir répulsif est hautement dépendant de la
concentration et de la durée d exposition et pourrait étre attribué a des taux élevés des
composés magjoritaires: le 1,8-cinéole (38,86%), isovaeraldenyde (10,47%) et linaool
(9,45%) présent egalement dans |’ HE de laurier que nous avons étudié.

Odeyemi et al. (2008) ont noté un taux de répulsion de 100% de I'HE de Mentha
longifolia contre S. zeamais. Aggarwal et al. (2001), pour leur part, ont évalué I’ activité
répulsive du L-menthol et de ses dérivés acyl contre C. maculatus, T. castaneum, S. oryzae et
R. dominica et ont rapporté des taux de répulsion respectifs de 100%, 82%, 78% et 72% a une
concentration de 20ug par ml.

Il ressort globalement de ces essais de zone préférentielle sur papier filtre que les HE de
laurier et de menthe poivrée avec un taux de répulsion 70%, pourraient constituer un moyen
de lutte contre la bruche du haricot dans les stocks. Les substances répulsives agissent
localement ou a distance empéchant un insecte (généralement les arthropodes) de voler,
atterrir sur ou piquer la peau d'un animal ou de I’'Homme (Blackwell et al., 2003 ; Nerio et
al., 2010).

Les plantes aromatiques et leurs HE agissent par répulsion en émettant des substances
volatiles (terpenes) qui constituent une barriere empéchant les insectes et les autres
arthropodes de se mettre en contact avec la surface de I’h6te (Brown et Herbert, 1997).
D’ailleurs les effets répulsifs relativement élevés des HE de nombreuses especes de menthe,
notamment M. piperita, ont fait I’objet d’'éudes contre d autres insectes notamment les
vecteurs de maladies tels que I’ anophele (Anonopheles annularis) avec 100% de répulsion a

une dose de 1ml d'HE de M. piperita appliqué sur la peau de I’Homme (Ansari et al., 2000 ;
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Kumar et al., 2011a) et 86% de répulsion & une dose de 86pg/cm?® contre la mouche
domestique (Musca domestica) (Kumar et al., 2011b).

5. Etudedel effet biocide des huiles essentielles par inhalation

5.1. Résultats

D’ apres les résultats présentés dans les figures 31 et 32, les taux de mortalité des adultes
d' A. obtectus augmentent en fonction des doses d’ huiles utilisées et de la durée d’ exposition
par inhalation. Les huiles essentielles utilisées aux doses de 0 ; 10 ; 30; 60 et 80ul / 1litre de
volume d’air (Fig. 31) ont montré des taux de mortalité les plus élevés pour la menthe poivrée
et lalavande (Lamiacées) ainsi que pour |’ eucalyptus (Myrtacées) ; une mortalité moyenne de
100% est enregistrée des la plus faible dose (10ul) aprés une durée d’ exposition de 72 heures.
Quant aux huiles de citronnier, mandarinier et cedre, le taux de mortalité maximal enregistré

est d’ environ 80% obtenu apres 96 heures d’ exposition ala dose de 80ul d huile essentielle.

Les huiles essentielles de bergamote, thym et laurier ont montré un effet biocide par
inhalation plus important sur la bruche du haricot. En effet, des doses plus faibles de 10, 20,
30 et 40ul/ 1litre de volume d'air (Fig. 32) ont engendré des taux de mortalités de 100% a la
plus forte dose utilisée (40ul) apres 96 heures dexposition. Une mortaité totale est

enregistrée pour le thym aladose de 10ul apres 72 heures d’ exposition.

L’ analyse de la variance pour les huiles utilisées aux doses allant de 0 a 40ul, a montré
des différences trés hautement significatives (P=0) pour les facteurs huile, dose, durée
d’ exposition et pour I’interaction huile-dose et une différence significative pour I’interaction
huile-durée d’ exposition classant chaque huile dans un groupe de la plus toxique a la moins

toxique : le thym, labergamote et le laurier (Annexes, Tab. 13 a 17).

L’analyse de la variance a trois facteurs (huile, dose et durée d’exposition) pour les
huiles testées aux doses dlant de 0 a 80ul, a révélé des différences tres hautement
significatives (P=0) pour les trois facteurs et des différences significatives (P=0,026) pour
I"interaction dose-durée d’exposition. Le test de Newman et Keuls classe la menthe poivrée,
la lavande I’ eucal yptus dans le groupe A et le cédre, le citronnier et le mandarinier dans le
groupe B (Annexes, Tab. 18 a 22).
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Figure 31. Taux moyen de mortalité (%) (+ écart-type) des adultes d’ A. obtectus traités par inhalation a différentes doses d’ huiles essentielles des
plantes aromatiques en fonction de la durée d’ exposition.
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Figure 32. Taux moyen de mortalité (%) (+ écart-type) des adultes d’ A. obtectus traités par inhalation a différentes doses d’ huiles essentielles des
plantes aromatiques en fonction de la durée d’ exposition.
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Les traitements par inhaation aux huiles essentielles des plantes aromatiques affectent
considérablement la longévité des adultes d’A. obtectus; les moyennes de mortalité
augmentent avec |’ augmentation de la dose et de la durée d exposition. C'est |” huile de thym
qui sest avérée la plus efficace parmi les Lamiacées et |I'huile de bergamote parmi les

Rutacées.

5.2. Discussion

Dans cette étude nous avons tenté d’ évaluer I’ effet bioinsecticide des huiles essentielles
par inhalation sur les adultes d’ A. obtectus en fonction des doses et de la durée d’ exposition.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus sur la bruche du haricot par de nombreux
auteurs notamment Regnault-Roger et Hamraoui (1995) et Bouchikhi Tani et al. (2008) qui
ont montré que les huiles essentielles de nombreuses plantes aromatiques ont un effet
insecticide par inhalation mais aussi par contact et par répulsion.

En effet, la toxicité par inhaation des huiles essentielles et de leurs composés
majoritaires, les monoterpénes volatils a éé largement décrite (Regnault-Roger et al. 1993 ;
Regnault-Roger et Hamraoui, 1995). Selon Regnault-Roger et Hamraoui (1993), les
différentes huiles essentielles extraites par hydrodistillation de plantes de la famille de
Lamiacées, Myrtacées, Lauracées et des Graminées présentent une toxicité inhalatrice sur A.
obtectus, notamment les huiles essentielles de T. serpyllum, T. vulgaris et L. angustifolia
(Lamiacées) qui causent une mortalité de 95% apres 24 heures et une mortalité de 100% aprés
48 heures pour des concentrations respectives de 160 mg/dm?®, 136,1 mg/dm® et 145 mg/dm®.

Regnault-Roger (1997) montrent que I’ huile de laurier noble, aneth, basilic, muscade,
sarriette et romarin ont une toxicité inhaatrice sur les adultes d’'A. obtectus qui est di a la
constitution majoritaire des huiles essentielles qui sont des composées monoterpéniques et
dérivés isoprenoides.

Dans notre cas, les huiles essentielles de Rutacées sont constituées essentiellement de
monoterpenes : 60% a 75% de limonene et 8% a 10% de terpinéne. Ces composeés présentent
une capacité a réduire la fécondité des adultes d’ A. obtectus qui elle-méme dépend de |’ effet
toxique de ces huiles sur les adultes (Regnault-Roger et Hamraoui, 1994, 1995). De plus, les
vapeurs des huiles essentielles peuvent agir indirectement en masquant I’ action stimulatrice
des graines de haricot provoquant un changement dans le microenvironnement des sites de

pontes donc un effet sur I’ oogenése de A. obtectus (Huignard, 1969 ; Pouzat, 1978).
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Nos résultats ont montré qu’ en dehors de |"huile de bergamote qui s'est montrée
efficace a des doses faibles, les huiles de Rutacées semblent agir faiblement sur la longévité
des adultes de la bruche du haricot. En effet, comparativement a d’ autres huiles essentielles
de Lamiacées (basilic, menthe et lavande) et de Myrtacées (Eucalyptus), Papachristos et
Stamopoulos (2002a) ont montré que I'huile essentielle des C. sinensis semble avoir une
faible action insecticide sur A. obtectus avec une CL50 de 11,4uL /| air pour les méles et
19,54uL /| air pour lesfemelles alors que laCL50 de L. hybrida est de 1,64jL / | air pour les
males et 2,34uL / | air pour les femelles. Par ailleurs, Hedjal-Chebheb (2014) a comparé
I’effet insecticide de plusieurs huiles essentielles de Myrtacées faisant ressortir |"huile
essentielle d'Eucalyptus cinerea comme la plus efficace en enregistrant une mortalité de
100% des adultes de C. maculatus apres traitement avec une dose de 25,5ul /L par
fumigation.

La composition de I’ huile essentielle des feuilles de laurier noble récoltés dans larégion
de Tizi-Ouzou déterminée par I'andyse GC e GC/MS a montré que les composés
majoritaires de cette huile est le 1,8-cinéole (34,62%), le linalool (12,57%), camphéne
(8,91%) et I'isovaleraldénhyde (8,82%) (Mediouni Ben Jeméa et al., 2012). Papachristos et
Stamopoul os (2002a) rapportent que les huiles essentielles de L. nobilis présentent une action
répulsive contre A. obtectus. Le 1,8-cinéole est aussi le composé mgoritaire de I'huile
essentielle d’ E. globulus (82,42%) et de limonéne (8,47%).

A cote de la bruche du haricot, les huiles essentielles des Rutacées ont montré des effets
insecticides significatifs aussi bien par inhalation que par contact ou répulsion sur d’ autres
espéces de Coléoptéres nuisibles des denrées stockées tels que S zeamais et T. casteneum
(Haubruge et al., 1989). Les travaux de Rossi et al. (2012) sur les propriétés insecticides, par
inhalation, de I'huile essentielle de C. bergamia a I’égard des adultes de S. zeamais ont
montré une mortalité significative aprés 96 heures d’ exposition & une dose de 10uL Cm™. Ils
ont observé également que I’ huile de bergamote, & la dose de 0,75uL insecte™, est &I’ origine
d'une mortaité relativement élevée de 65% et de 83% apres 24 heures et 96 heures
d’ exposition respectivement avec une DL50 de 0,36 pL insecte™ aprés 96 heures.

Parmi les plantes aromatique, la famille des Lamiacées (Labiatae) a montré des effets
insecticides les plus prononcés. Cette famille est bien connue pour sa composition en
guantités élevées en huiles essentielles (Regnault-Roger et al., 1993) mais aussi en substances
polyphénoliques qui sont également capables de protéger les plantes contre les attaques
d’insectes ravageurs (Regnault-Roger et Hamraoui, 1994, 1995; Regnault-Roger et al.,
2004).
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Selon Papachristos et Stamopoulos (2002a), sur 13 huiles essentielles testées par
fumigation contre les adultes d’ A. obtectus, ¢’ est surtout les espéces de Lamiacées qui sont les
plus toxiques : les méles sont plus sensibles que les femelles avec des valeurs de la CL50 de
1,1;1,2;1,6et 21 pl/Lar pour les huiles essentielles de Mentha microphylla, M. viridis, L.
hybrida et R. officinalis. Les femelles semblent étre moins sensibles avec une CL50 de 2,3 ;
33; 44 et 51 pl/Lar respectivement pour L. hybrida, R officinalis, M. viridis et M.
microphylla.

Des effets toxiques similaires des substances volatiles contenues dans les huiles
essentielles de laurier, romarin et lavande ont été déja décrits pour Oryzaephilus surinamensis
(L.) Stophilus oryzae (F.) et Rhyzoperta dominica (L.) avec une mortalité de 85 a 100% est
rapportée aprés 4 jours d’ exposition a une dose de 70ul/L air ; cependant, les valeurs de CL50
sont beaucoup plus élevées que celles enregistrées sur A. obtectus (Shaaya et al., 1997).

L’ activité insecticide des huiles essentielles d’ origan (O. onites L.), dela sariette
(Saturgja thymbra L.) (Lamiacées) et de myrte (Myrtus communis L.) (Myrtacées) contre
insectes ravageurs des stocks est étudiée par Ayvaz et al. (2010). Pour ces auteurs, A. obtectus
Sest montrée |’ espéce la plus tolérante vis-avis des huiles essentielles avec I’ effet le plus
toxique attribué au myrte (linalool) aors que les huiles essentielles de d' origan et de sauge
sont hautement efficaces contre la pyrale méditerranéenne de la farine (Ephestia kuehniella
Zeller) et la pyrae indienne de la farine (Plodia interpunctella Hdbner) (Lepidoptera:
Pyralidae) enregistrant une mortalité de 100% apres 24h d exposition a9 et 25 pl/L air pour
P. interpunctella et E. kuehniella respectivement.

Les travaux de Rozman et al. (2007) ont évalué I’ activité insecticide par fumigation des
composés essentiels (1,8-cinéole, camphor, eugénol, linalool, carvacrol, thymol, borneol,
bornyl acetate et linalyl acetate) des plantes aromatiques de L. angustifolia, R. officinalis, T.
vulgaris et L. nobilis contre les adultes de trois ravageurs des denrées stockées, S. oryzae, R.
dominica et T. casteneum. S. oryzae est beaucoup plus affectée par le 1,8-cinéole, borneol et
thymol alaplus faible dose (0,1ul/720ml volume) apres 24h aors que pour R. dominica, ¢’ est
le camphor et le linalool qui se sont montré efficaces engendrant une mortalité de 100% dans
les mémes conditions. Cependant, aucun des composés n’a dépassé 20% de mortalité apres
24h d exposition méme avec les plus fortes doses utilisées (100ul/720ml volume) pour T.
casteneum. Apres 7 jours d’ exposition, le 1,8-cinéole induit une mortalité de 92,5% suivi du
camphor (77,5%) et du linalool (70%).
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1. Introduction

L’ existence d'insectes phytophages est subordonnée a la présence d’ especes végétaes
qui ont connu une coévolution paralléle et interdépendante (Strebler, 1989 ; Regnault-Roger,
2002). Les plantes constituent une source de nourriture et servent de sites de ponte pour la
majorité des insectes herbivores (Mathieu, 1995; Reddy et Guerrero, 2004 ; Hilker et
Meiners, 2011).

De nombreuses études ont montré |’ existence de médiateurs chimiques impliqués dans
la communication entre les organismes, ce sont les composés sémiochimiques impliqués dans
les relations dual es récepteur-émetteur, agissant comme messager entre individus de la méme
espece ou d’ especes différentes.

Ces composés se définissent comme étant des molécules non nutritives produites par
un organisme en vue d’ affecter le comportement ou la biologie d’individus de la méme espéece
(phéromones) ou d’ especes différentes (molécules allélochimiques). Ces dernieres sont dites
allomones lorsgu' elles sont bénéfiques a |'émetteur et kairomones lorsgu elles sont
bénéfiques au récepteur et allokairomones lorsgu’ elles sont bénéfiques pour les deux. Les
mol écules allé ochimiques végétal es auraient une action sélective puisqu’ elles exercent divers
effets sur les insectes qui différent par leur mode d action défensif, toxique, répulsif,

inhibiteur de la digestion, attractif, inducteur de ponte (Regnault-Roger, 2002).

Strebler (1989) propose une classification en fonction de leur famille chimique, de leur
origine biochimique ou de leur activité biologique (Tab. 16). Ces composés, souvent présents
a l'éat individuel mais dans des concentrations différentes dans différents taxons, peuvent
notamment servir a la localisation d’une plante héte pour des insectes phytophages (Visser,
1986).

L es insectes phytophages et plus particulierement les Col éoptéres présentent une grande
diversité alant de I'espece a régime aimentaire vaste (polyphage) jusqu'a |’ espéce
strictement inféodée a une seule espéce botanique. D’aprés Kergoat et al. (2005),
Acanthoscelides Schilsky, 1905 est le plus large genre parmi les Bruchidae avec environ 300
especes décrites et dont lamajorité sont oligophages ou monophages (Alvarez et al., 2006).
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Tableau 16. Classification des substances alélochimiques volatiles basees sur les types
d'interaction avec le monde animal (d’ apres Strebler, 1989).

Substances allélochimiques (Relations inter spécifiques)
Allomones : avantage pour I’ émetteur
e Attractifs (prédateurs)
e Substances de défense (substances d’ évasion, répulsifs, stimulants de locomotion)
Kairomones : avantage pour le récepteur
e Attractifs (recherche de nourriture)
e Substances de défense (avertisseurs)
e Inducteurs de comportement (inducteurs de cessation de locomotion,
inducteurs de formation de défense, inducteurs de ponte ...).
Allo-kairomones ou synomones : avantages réci proques émetteur récepteur
e Attractifs pollinisateurs

e Attractifs de parasitoides ou prédateurs actifs sur le ravageur

Parmi les especes dont les plantes hotes ont été surement identifiées, environ 100
especes se développent sur Faboideae, 35 especes sur des Mimosoideae et 6 especes sur des
Caesalpinioideae; et la minorité des especes decrites se nourrissent de plantes non
|égumineuses telles que les Malvaceae (30), Grewioideae (8), Byttnerioideae (2), Onagraceae
(1), Rhamnaceae (1) et Cistaceae (1) (Johnson1983, 1989, 1990 in Alvarez et al., 2006). Ceci
détermine la stratégie de I'insecte dans la recherche de I'héte qui doit étre beaucoup plus
performante dans le cas des insectes monophages ou la localisation de |” héte est fréquemment
le résultat de facteurs chimiques et/ou visuels (Reddy et Guerrero, 2004).

Les plantes produisent de nombreuses substances du métabolisme secondaire qui ne
sont pas essentielles a la croissance et au développement de la plante mais qui peuvent avoir
des activités intra- ou interspécifiques diverses (Guignard et al., 1985; Hassan-Adeyemi,
2011). Le total des métabolites secondaires produites par environ 200.000 espéeces
d’ angiospermes est estimé entre 50.000 et 100.000 (Metcalf, 1987) ; les structures élucidées
sont autour de 50 000, faites pour une petite fraction des métabolites secondaires existants
danslanature (De Luca et St Pierre, 2000 in Chen, 2008).

Une faible proportion de ces composés est représentée par des substances volatiles qui
jouent un réle important dans la locaisation de I’héte a distance par les organes récepteurs

olfactifs des insectes. Les plantes produisent deux types de signaux chimiques : les composes
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organiques volatils non spécifiques ou les green leaf volatiles, composés oxygéenés ou
hydrocarbures de petit poids moléculaire émis lors d'un stress (par exemple lors de I’ attaque
d insectes) et des composeés organiques volatils spécifiques liés al’ appartenance taxonomique
de la plante, essentiellement caractérises par des terpénes et des sesquiterpenes et émis en
permanence par la plante (variable en fonction de I’ &ge de la plante et de |’ organe) (Mercier et
al., 2013). La classification des substances volatiles émises par les plantes basée sur la
composition chimique et |’ origine biochimique est illustrée par le tableau 17.

Le systéme de communication des insectes semble S appuyer plus sur |’odeur
(récepteurs olfactifs) plutét que le golt (récepteurs gustatifs ou de contact) (Matthews et
Matthews, 1978). En effet, un grand nombre d’ espéces botaniques émettent des composeés dits
généralistes (substances terpéniques) tandis qu'un petit nombre d’ entre elles émettent des
composeés spécifiques (composés cyanés ou soufrés). Cependant, une espece donnée émet des
dizaines voire des centaines de substances diverses avec des proportions propres a chague
plante. D’ou chague plante présente un bouquet odorant spécifique du point de vue qualitatif
que quantitatif.

Tableau 17. Classification des substances volatiles émises par les plantes basée sur la
composition chimique et |’ origine biochimique (Adapté de Guignard et al., 1985 ; Metcalf,
1987 ; Bernays et Chapman, 1994).

Famille chimique Origine biochimique

M étabolisme secondair e des végétaux

Terpenes, sesquiterpenes et dérivés Condensation de |’ acide mévalonique.
d’ oxygéne
Aromatique et dériveés. Dérivé de I’ acide cinnamique ou shikimique.

Odeursvertes, « Green odorsvolatiles » Oxydation de la couche de lipides.

Substances cyanées et/ou soufr ées. Dégradation enzymatique des glucosinolate.
M étabolisme des microor ganismes vivant dans les végétaux.

Composés fermentaires: Dégradation fermentaire aérobique des

Alcools, acides, esters et dérivés a courte sucres.

chaine car bonée.

Les sémiochimiques déterminent plusieurs situations de la vie des insectes comme
I’ alimentation, |’ accouplement et la ponte des ceufs (Norin, 2007). Les plus largement utilisés
sont les phéromones sexuelles, employées pour la suppression des populations ou bien pour

leurs détection et surveillance efficaces. Des phéromones ont été isolées pour de nombreux
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insectes des denrées stockées et des leurres sont disponibles commercialement (Chambers,
1990 ; Phillips et al., 2000). Cependant, les composés volatils des plantes peuvent également
étre utilisés avec succés en manipulant le comportement de localisation de I” héte de I’ insecte
ciblé. En effet, les composés sémiochimiques des plantes sont connus pour étre a |’ origine
d un grand ensemble de réponses comportementales chez les insectes. Ils peuvent étre des
agents de défense constitutifs contre les pathogenes et les herbivores; comme ils peuvent
stimuler la production d’ une phéromone ou encore induire des effets répulsifs ou attractifs sur
la ponte, qui est début d’ établissement d’ une génération d herbivore (Bernays et Chapman,
1994 ; Reddy et Guerrero, 2004).

A. obtectus utilise les sémiochimiques a différent stades de développement de son cycle
de vie et les femelles gravides doivent choisir des sites de ponte adéquats afin d’ assurer la
survie de leur progéniture. Ce choix peut faire intervenir plusieurs signaux plus

particulierement les signaux olfactifs.

Des études antécédentes ont surtout porté sur les COV's émis par I'insecte. Les males
produisent une phéromone sexuelle le méhyle-ester (R, 2E)- 2,4,5-tetradecatrienoate
identifiée pour la premiére fois par Horler (1970). Les travaux de Halstead (1973) ont montré
que les méles attirent les femelles vierges et que celles-ci sont plus attirées par des males
plutét que par des graines ou des gousses de haricot ; ceci suppose que la phéromone

intervient pour assurer |’ accouplement avant la dispersion.

Szentesi (1981) ; Brzostek et Ignatowicz (1990), pour leur part ont rapporté que les
males et les femelles émettent des signaux de ponte sur des graines de haricot qui stimulent la
dispersion de I’insecte dans les graines et que le comportement de ponte d’ A. obtectus semble
étre une adaptation a des environnements différents le champs et les entrep6ts (Parsons et
Credland, 2003). En effet, les investigations de Nazzi et al. (2008) ont montré que les
femelles préférent I’ odeur émise (en olfactométrie) par les graines saines non infestées que
par des graines sur lesquelles des conspécifiques se sont déa dével oppées et que des extraits a
I’éther de ces dernieres se sont montré répulsifs a I’égard de la bruche du haricot. Les
substances sémiochiques sont déterminantes dans I’ alimentation, I’ accouplement et la ponte
des ceufs, tout au long du cycle de vie de I'insecte et par conséquent elles constituent un
moyen potentiel pour la lutte sélective des insectes ravageurs en utilisant des phéromones

et/ou des kairomones.
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Un nombre important d insectes ravageurs utilise les substances volatiles des plantes
dans lalocalisation de |’ héte. Depuis quelques décennies, le rdle du signal chimique émis par
les plantes a é&té évalué et considéré comme un repére important pour la reconnaissance du site
de ponte (Bernays et Chapman, 1994 ; Bruce et al., 2005). Les insectes localisent la plante
héte souhaitable en intégrant de nombreux «inputs» sensoriels incluant les signaux
sémiochimiques olfactifs et gustatifs et des informations physiques telles que la couleur, la
forme et la texture de la plante hote. Cependant, tres peu d éudes sont publiées sur la
localisation de I’ héte chez les insectes ravageurs des denrées stockées tel qu’ A. obtectus en

relation avec les COV's émis par les graines des cultivars de haricot.

L’ objectif de ce chapitre est de déterminer quels sont les cultivars qui sont attractifs ou
répulsifs al’ égard de la bruche du haricot et a quel point le choix des adultes fécondés est il
influencé par les COVs émis par ces cultivars en tenant compte des signaux olfactifs et
visuels dans | es tests biologiques de choix en boites de Pétri et des signaux olfactifs seuls dans
le test en olfactométre. Cette étude du comportement est complétée par |I'anayse des
composes organiques volatiles émis par ces différents cultivars en utilisant les méthodes de
microextraction en phase solide (headspace SPME, solid phase microextraction) et la

chromatographie en phase gazeuse coupl ée ala spectrométrie de masse (GC-MS).

L’ étude de la biologie de la bruche du haricot sera faite sur les cultivars considérés afin

de voir quels sont les cultivars les plus résistants et |les plus sensibles.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel biologique
2.1.1. Lesbruches

Les individus d’ A. obtectus testés appartiennent a la méme génération. Chaque jour, les
adultes nouvellement émergés sont placés pendant 48 heures dans des boites de Pétri pour
accouplement ; les individus sont sexés pour séparer les males des femelles fécondées puis

utilisés pour les différents bio essais.

2.1.2. LesLégumineuses utilisées

Cinq cultivars de P. vulgaris L. (haricot Rognon blanc pour témoin, petit haricot blanc,
le haricot rouge, le haricot brun moucheté et le haricot jaune moucheté) et un cultivar de V.
unguiculata (Walp.) (Black eyes California) obtenus a partir d'un fournisseur commercia a

Tizi-Ouzou sont utilisés (Fig. 33). Les graines ne sont pas traitées par aucun insecticide ni
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autres composés chimiques. Elles sont conservées a 4°C avant utilisation. Le cultivar rognon
blanc sur le quel I'élevage de masse de la bruche est effectué est considéré comme témoin.
Dans le test de choix en olfactometre, ce sont uniquement les cultivars rouge, petit blanc et

niébé qui sont comparés en présence du témoin.

2.2. Conditions expérimentales
2.2.1. Tests biologiques de choix

Des chambre de choix sont préparées a |’ aide de boites de Pétri (9,1 cm de diamétre)
subdivisées en deux secteurs. Des combinaisons des graines témoin contre I’un des autres
cultivars soit rouge, blanche, jaune brune ou dolique sont testées (Fig. 34). Pour chague
combinaison, une graine témoin face a une graine des cultivars a tester sont placées a
équidistance des parois de la boite. A I’ extrémité opposée de la boite, un adulte méle accouplé
ou femelle gravide est placé et observé pendant dix minutes a raison de 12 répétitions pour
les méles et pour les femelles. Ces essais sont conduits a une température de 23°C sous une

lumiére blanche artificielle en prenant soin d'avoir toujours les mémes conditions.

Espece : Haricot Commun P. vulgaris L. . . 4
Variété: Coco de Prague (brun moucheté) . *

Port dela plante: volubile. g::
Date de récolte : 2009. ‘ . ‘ ‘5

3

2

Pays producteur : France.

Poids de mille graines (PM G) :491,35g
Faculté germinative: 85% . ‘ .

1

0

Espece : Haricot Commun P. vulgaris L.
Variété: Sunray (rouge)

Port dela plante: nain.

Date derécolte : 2010.

Pays producteur : Pays Bas.

Poidsde millegraines (PMG) : 274,59 g.
Faculté germinative : 85%

Espece : Haricot Commun P. vulgaris L.
Variété : Rognon Blanc (témoin)

Port delaplante: nain

Date derécolte: 2010

Pays producteur : France

Poidsde millegraines(PMG) : 545,24 g
Faculté germinative : 85%
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Espece: Haricot Commun P. vulgaris L.
Variété: Petit Haricot Blanc

Port dela plante: nain

Date derécolte: 2010

Pays producteur : France

Poidsde millegraines (PMG) : 262,359
Faculté ger minative : 85%

Espece: Haricot Commun P. vulgarisL.
Variété: Haricot A Rame Rosa

Port dela plante: nain

Date derécolte : 2007

Pays producteur : France
Poidsdemille graines (PMG) : 262,359
Faculté germinative : 85% a 99%

Espece : Haricot dolique (niébé en Afrique)
Vigna unguiculata L. Walp.

Variété Black Eyes California

Port delaplante: nain

Date derécolte: 2010

Pays producteur : USA

Poids de mille graines (PMG) : 191,749
Faculté germinative : 80%

Figure 33. Caractéristiques agro-morphol ogiques des graines de chaque variété de P. vulgaris

et de V. unguiculata testées (Originale, 2012).

Le choix initial, le temps de choix (en secondes) nécessaire pour que les adultes

effectuent leur choix (temps qui s écoule de I’introduction de I’insecte jusgu’au moment ou

I"insecte est sur la graine du cultivar choisi) ainsi que le temps passé sur chacun des cultivars

(temps total) sont notés. Dans ces bioessais, |’insecte peut étre guidé aussi bien par les

facteurs olfactifs que visuels.
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Figure 34. Combinaisons des graines des cultivars de haricot présentées aux méales et aux
femelles fécondés d’ A. obtectus dans les tests a deux choix.
CB : haricot témoin, RB : haricot rouge, WB : petit haricot blanc, BB : haricot brun, YB : haricot
jaune moucheté et COB : haricot dolique.

2.2.2. Tests par olfactométrie

Afin de déterminer |I'importance de I’ olfaction dans I’ attraction a distance des adultes de
la bruche du haricot, un olfactométre a quatre voies (dimensions internes des chambres:
6,5/6,5 cm et dimensions externes 24,5/24,5 cm) construit selon Vet et al. (1983) est utilisé
pour observer le comportement des adultes d’ A. obtectus. Ceux-ci sont stimulés uniquement
par les composés organiques volatils émis par les cultivars sélectionnés lors du test biologique
précédent a savoir les cultivars petit blanc, rouge et le haricot dolique (black eyes California).
L’ olfactométre comprend quatre zones formees par les quatre arrivées d'air ; deux sources
d air ayant chacune traverse un ballon en verre (vol =50ml) contenant les graines des cultivars

de haricot atester (Fig. 35).

Dans un premier temps, les graines sont présentées aux adultes méaes et femelles
gravides 2 a 2: le témoin dans une voie et le cultivar atester dans une autre voie d’ arriveée
dair. Les adultes d’'A. obtectus sont placés au centre de I’ olfactométre et observés pendant
cing minutes et le choix effectué par les individus est noté. Quinze (15) répétitions sont

effectuées pour le petit blanc et e dolique et 10 répétitions pour le cultivar rouge.
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Point
d’'introduction
des bruches

Arrivée Ballon contenant les graines de
dair haricot

Figure 35. Olfactomeétre a quatre voies utilisé dans le test par olfactométrie des substances
volatiles émises par les cultivars de haricot testés al’ égard des adultes d’ A. obtectus.
L’ olfactométre est placé dans une chambre noire maintenue a une température de 23°C
et illuminé par le haut avec une lumiére blanche. Apres chaque répétition, I’ olfactometre est
nettoyé a I’ éhanol séparément pour chaque voie. Le choix initial des individus ainsi que le

temps nécessaire pour faire ce choix sont enregistrés.

La méme expérience est conduite en présentant au méme temps les trois cultivars en
guestion et le témoin. Douze (12) répétitions sont effectuées pour les males et pour les

femelles. Le choix initial desindividus ainsi que le temps de choix sont évalués.
Les mémes parameétres que précédemment sont éval ués.
2.2.3. Extraction des composés volatils

La collecte des composés organiques volatils est faite par la méthode de microextraction
sur support solide (solid phase microextaction : SPME). Des échantillons de 26g de graines
seches des cultivars de haricots étudiés sont placés dans des ballons en verre (vol=50ml)
hermétiquement fermés et |aissés pendant 1heure pour équilibrage. Des fibres de silice SPME
(divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane - DVB/CAR/PDMS - 50/30 um SUPELCO)
sont introduites a travers la feuille d’ aluminium couvrant les ballons dans I’ espace au-dessus

des graines (extraction headspace) sans toucher les graines ni les parois du ballon (Fig. 36).
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Les composés sont extraits par adsorption sur la fibre. Apres 24 heures, les fibres sont
récupérées et envel oppées dans du papier aluminium et conservées dans des tubes en verre a -
20°C pour les analyser ultérieurement. Deux répétitions sont réalisées pour chaque cultivar.

Fibre desilice

Témoin

Ballon contenant les
graines de haricot

Figure 36. Dispositif expérimenta de la méthode de microextraction en phase solide (SPME)
des substances volatiles des cing cultivars de haricot et du lot témoin

2.2.4. Analyse des composés

L'analyse est effectuée par chromatographie en phase gazeuse (GC) (VARIAN 3400
CX) couplée ala spectrométrie de masse (MS) (VARIAN-lon Trap Saturn I1). Les composés
chimiques adsorbés sur les fibres SPME sont thermiquement désorbés dans I’injecteur
maintenu a 250°C. La séparation des composés est réalisée en utilisant une colonne Rxi-5 ms
(Restek, France: 30 m x 0.32 mm i.d. épaisseur du film 0.25 um). Le programme de
température du four est de 3 min a50°C, suivi par accroissement des températures de 9°C/min
jusgu’ a atteindre 300°C. L'hélium est utilise comme gaz porteur. Les spectres de masse sont
obtenus en mode impact électron (70 eV, 35 to 400 amu) avec une source d’ions a 230°C.

Les composés qui sont libérés des collections SPME sont identifiés en fonction de leurs
spectres de masse et indexes de rétention (RI) calculés en utilisant n-alkanes de Cip a Cx
échappés dans les mémes conditions. Tous les spectres et des Rl des composés sont comparés
avec les spectres et RI des librairies du laboratoire et NIST 1998 en utilisant le logiciel de
déconvolution AMDIS32. Les composés organiques volatils collectés a partir des graines de
haricot sont identifiés et les pourcentages relatifs (ratios) sont calculés par rapport aux
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quantités totales des composes.

2.2.5. Etudedelabiologie dela bruche sur les différents cultivars de haricots

Cette partie a comme objectif d éudier le cycle de la bruche du haricot a travers
certains paramétres biologiques afin de voir comment se développe la bruche sur chacun des
cultivars en rapport avec leur attractivité et par conséquent d’évaluer la résistance variétale
du haricot commun al’ attaque par A. obtectus.

Nous avons introduit 5 couples de bruches agés de moins de 24 heures (5 maest+5
femelles) dans des boites de Pétri contenant 25g de graines de haricot. Nous avons utilisé 4
cultivars de P. wulgaris: rouge, témoin, petit blanc et brun moucheté et un cultivar de V.
unguiculata ; le cultivar jaune moucheté n’a pas éte étudié. L’ expérimentation est réalisee
avec 5 répétitions pour chaque cultivar. Les boites de Pétri sont placées dans une étuve réglée
a30°C de température et 75% d’ hygrométrie.

Nous avons procédé a une observation quotidienne des boites (toutes les 24h), et nous
avons retiré les adultes morts et compté le nombre des ceufs pondus dans chaque boite de
Pétri. La longeévité, fécondité, taux d éclosion, taux d’émergence de la bruche ains que la
perte en poids et la faculté germinative des graines de haricot ont été éudiés et évalués
comme précédemment (Cf. Chapitre 1V, p. 32).

Parallelement, la durée du cycle de vie de la bruche est calculée sur toutes les variétés.
Pour cela, nous avons infesté des graines de haricot saines par des bruches de méme &ge (0 a
24 heures), les graines sont placée dans des boites de Pétri en verre dans les mémes conditions
citées précédemment.

Grace a des observations réguliéres, nous avons déterminé la durée d'incubation des
ceufs, compté le nombre d’ ceufs pondus et e nombre d’ ceufs éclos et non éclos ainsi que les
larves mortes al’ extérieur des graines.

Le développement larvaire et nymphal se déroule al’intérieur de la graine. Pour le suivi
du développement larvaire et nymphal, nous avons eu recours a des dissections des graines

contaminées.

2.3. Analyse statistique des données

Les résultats concernant le comportement des méles et des femelles sont exprimés en
termes de choix 0 et 1. Le temps passé sur les cultivars ains que le temps de latence
(secondes) sont enregistrés en relation avec la durée de I'expérimentation. Les sé&ries de
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données des parametres étudiés lors des différents bioessais sont comparés en utilisant le test
de Kruska-Wallis al’ aide du programme GraphPad.

La comparaison des ratios des différentes substances volatiles identifiées par la SPME-
GCMS sont soumis a une anayse factorielle des composantes (AFC) en utilisant le logicid,
Stat Box, version 6.3.

Les résultats obtenus a partir des essais sur la biologie d' A. obtectus sur les différents
cultivars, sont soumis a une analyse de la variance a un facteur au seuil P= 5% en utilisant le
logiciel Stat Box, version 6.3 (Grimmersoft, 2004) complétée par le test de Newman et Keuls
au seuil de 5 % afin de déterminer les groupes homogenes (Dagnelie, 1975).

3. Réaultats
3.1. Testsbiologiques de choix
3.1.1. Choix initial

L’ étude du comportement des adultes d’ A. obtectus lors des test biologiques de choix
ont révélé dans tous les cas que les réponses liées aux signaux visuels et olfactifs des méales
sont supérieures a celles des femelles (Fig. 37). Les males sont significativement plus attirés
par les graines du cultivar rouge et blanc plutét que celles du témoin (P=0,0004 et P=0,0069
respectivement) ; alors que les femelles n’ ont montré aucun choix significatif. Contrairement,
les graines du cultivar du niébé se sont montrées non attractives aux méles d’A. obtectus
(P=0,0134) mais tendent a étre attractives aux femelles si bien que I'analyse statistique n'a

pas révélé de différences significatives (Annexes, Tab. 23).

Les graines des cultivars bruns et jaunes se sont montrées attractives aux males et aux
femelles de la bruche du haricot mais restent non significativement plus attractives que le

témoin. Par conséquent, ces cultivars n’ont pas été étudiés dans le test par olfactométrie.

3.1.2. Tempsde choix

Le temps de choix (temps nécessaire pour que les adultes fassent leurs choix) des males
et des femelles d'A. obtectus sur les différents cultivars (Tab. 18) est comparé au témoin et
parait converger avec le choix initial effectué par les adultes. Les males passent moins de
temps (155.67+61.61sec.) pour choisir les graines du cultivar rouge (P=0,0001) et plus de
temps (349.67+49.53 sec.) pour choisir les graines du cultivar petit blanc (P=0,0579). Au
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contraire, les graines du lot témoin (274.92+67.78 sec.) sont plus rapidement choisies par les
males par comparaison aux graines du cultivar de niébé (538.58+41.42 sec.) (P= 0,0243).
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Figure 37. Pourcentage du choix initial des males et femelles gravides d’ A. obtectus sur les
graines des cultivars de haricot contre le témoin (cultivar Rognon blanc) dans | e test a deux
choix en boites de Pétri.

Toutes les expériences sont répétées 12 fois. Les moyennes suivies par des |ettres différentes sont
significativement différentes a P<0, 01 déterminé par letest de Kruskal-Wallis. NS: non significative

Concernant les femelles, I'analyse du temps de choix n’a révélé aucune différence
significative. Pour ce qui est des cultivars bruns et jaunes, les méles et les femelles n’ont pas
exprimé des différences significatives dans la durée du comportement de choix des graines.
Ces résultats suggerent que les maes sont plus impliqués dans le choix des graines et qu’ils

sont attirés dans un ordre croissant par les graines des cultivars rouges, blanc, témoin et niébé.
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Tableau 18. Temps moyen de choix (sec.) +SE nécessaire aux males et aux femellesd’ A.
obtectus pour choisir les graines des différents cultivars versus le témoin.

H.rouge Vs témoin
H.blanc Vs témoin
H. dolique Vs témoin
H.brun Vs témoin

H.jaune Vs témoain

Males
Stimuli Témoin
155.67+61.61  567.5t+32.5
349.67+49.53  516.75+56.12
538.58+41.42  274.92+67.78
311.92+63.64  435.08+70.43
346.75+48.98  504.17+50.1

Femelles
Stimuli Témoin
318.75+74.65  555.25+31.26
360.92+57.4 502.5+50.97
360.83+59.93  430.5+74.30
457.67+4559  505+39.79
329.92+81.48  365+71.86

Valeur PKW
0.0001***

NS(0.0579)
0.0243*
NS

NS

Toutes les expériences sont répétées 12 fois. Valeur de P; différences significatives déterminées par le test de
Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).

3.1.3. Tempstotal

L’ éude du temps total passé par les adultes de la bruche sur les graines des cultivars

étudiés a permis de montrer que les méles et les femelles n'ont pas manifesté un choix

particulier. Aingi, il 'y a pas de différences significatives entre le temps passeé par les males

et les femelles sur les graines des cultivars rouge, brun et le niébé sauf pour les cultivars blanc

(P=0,0005) et jaune (P=0,0130). Le temps passé par les males sur le cultivar petit blanc est

supérieur a celui passé sur le témoin. De plus, les femelles, comparées aux males, passent

significativement plus de temps sur le cultivar petit blanc que sur le témoin (Tab. 19).

Tableau 19. Temps moyen total (sec.) +SE passe par les males et les femelles d' A. obtectus
sur les graines des différents cultivars versus le témoin.

H.rouge Vs témain
H.blanc Vs témoain
H. dolique Vs témoin
H.brun Vs témoin

H.jaune Vs témoain

Males
Stimuli Témoin
206.83+44.11  133.08+35.26
133.42+48.25  3.66+2.49
61.75+39.30 174.83+35.35
111.75+22.16  120.67+7.09
111.83+25.20  59.83+17.75

Femelles
Stimuli Témoin
88+48.24 115.83+36.01
190.42+47.15  48+19.92
130.25+34.88  108.17+44.88
94.58+29.53 64.25+19.68
131.5+36.26 237.58+39.50

Valeur PKW
NS

0.0005***
NS

NS
0.0130*

Toutes les expériences sont répétées 12 fois. Vaeur P: différences significatives déterminées par le test de
Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).

100



Chapitre VI Effet des composés organiques volatiles sur le comportement d’A. obtectus

3.2. Testsen olfactométre

L’ olfactométre a quatre voies est utilisé pour observer le comportement des adultes d’ A.
obtectus en présence uniquement de composés volatils émis par les cultivars sélectionnés lors

du test précédent a savoir les cultivars petit blanc, rouge, niébé et e témoin.

Dans ces bioessais, il n'y a pas de différences significatives pour le choix initial des
males et des femelles d’ A. aobtectus lorsqu’ils sont stimulés par les odeurs des graines des
cultivars rouge et blanc (ne sont pas attirés par les graines des cultivars rouges et blanc).
Parallélement, les femelles sont beaucoup plus attirées par les graines du lot témoin plutot
gue celui des graines de niébé (P=0,0061) (Fig. 38 ; Annexes, Tab. 24). De maniere générale,
les méles n’ont montré aucune attractivité (pas de différences significatives) vis-a-vis des

odeurs émises par les graines qui leur sont présentées dans ces conditions expérimental es.
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Figur e 38. Pourcentage du choix initial des méles et femelles gravides d’ A. obtectus en
olfactométrie a deux choix.

L’analyse du temps de choix (Tab. 20) a permis de confirmer les résultats du choix
initial puisque les femelles ont exprimé un temps de choix plus faible dans le choix des
graines du lot témoin par rapport aux graines du niébé (P=0,0025). Les autres cultivars quant
aeux, se sont révélés non attractifs pour les adultes d’ A. obtectus et la durée de la réponse ne
différe pas significativement. Ces résultats montrent que les femelles réagissent plus vite que

les méles aux odeurs émises par les graines de haricot dans |’ olfactométre mais sans exprimer
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des différences significatives. Des différences significatives sont enregistrées uniquement

pour les graines de niébé contre le témoin faisant ressortir ce dernier comme étant le cultivar

le moins attractif comparé aux autres cultivars.

Tableau 20. Temps de choix moyen (sec.) £SE des méles et des femelles gravides de A.

obtectus en olfactométrie a deux choix.

Males Femelles
Stimuli Témoin Stimuli Témoin
H.rouge Vstémoain (1) 238.8+31.30 185.9+38.90 187+38.62 230.8+35.93
H.blanc Vstémoain (2) 190.27+36.02  225.75+32.95  243.87+30.02  188.53+36.51

H. dolique Vs témoin (3)

199.67+33.02

231.47+30.63  281.33+18.66  133+32.52

Les expériences 2 et 3 sont répétées 15fois/ I’expérience 3 est répétée 10 fois. Valeur P: différences
significatives déterminées par le test de Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).

Valeur PKW
NS

NS

0.0061

Lorsgue les trois cultivars (rouge, petit blanc et dolique) sont présentés au méme temps

que la graine du cultivar témoin dans I’ olfactometre a quatre voies, les males et les femelles

de la bruche n’ont manifesté aucun choix préférentiel (Fig. 39A). De méme que le temps de

choix ne différe pas significativement d’un cultivar a un autre que ce soit pour les males que
pour lesfemelles (Fig. 39B ; Annexes, Tab. 25 et Tab. 26).
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Figure 39. Pourcentage du choix initial (A) et le temps de choix moyen (secondes) (B) des
males et femelles gravides d’ A. obtectus en olfactometre a quatre choix.
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3.3. Analyse des composés or ganiques volatils

Les COVs des graines des cultivars rouge, niébé, témoin, petit blanc, brun moucheté et
jaune moucheté sont collectés en utilisant la méthode HS-SPME et identifiés par GC-MS. Un
total de 34 COVs est détecté sur |’ensemble des cultivars éudiés (Tab. 21). Le nombre de
COVs identifiés est de 33 pour le témoin et le jaune moucheté, 32 pour le petit blanc, brun
moucheté et le niébé contre 29 COV's chez le cultivar rouge. En considérant I’ ensemble des
cultivars, les plus abondants COVs sont: pentanal, pentanol, 2-hexenol, hexanol, apha
pinene, benzaldehyde, beta pinene beta myrcene, limonene, benzyl alcool, linalool, thujone,
phenylethanol, nerol, citronellol, carvone et isomeres de farnesene et la figure 40 met en
évidence les différences qualitatives et quantitatives pour les dix plus abondants COV's émis
par les graines.

Des différences qualitatives entre les cultivars sont reportées: pentanal, pentanol, 2
pentanone, benzyl alcool et 4-methyl 5-nonanol sont absents dans les graines du cultivar
rouge aors gu'ils sont présents dans les graines du témoin et du niébé. Le benzyl alcool et le
4-methyl 5-nonanol sont absents chez le cultivar petit blanc ; 2 phenylethanol et cis 3 hexenol
sont absents chez le cultivar brun moucheté. La majorité des composes volatils de ces graines
de |’ ordre de 24 COV's (70% approximativement) sont communs aux cultivars étudiés dont 18
COV s appartiennent aux composés chimiques terpéniques.

La principale différence qualitative est observée entre les graines de ni€bé, les cultivars
brun et jaune mouchetés et le reste des cultivars: le principal composé identifié dans les
émissions de ces graines est le pentana dont les ratios varient entre 32,2 et 35,9 et qui est
absent chez le cultivar rouge et présent en tres petites quantités (composeé mineur) chez le
témoin et le petit blanc. Plus d'intérét est porté sur les quantités relatives des principaux
composés communs : linalool et [imonene (Fig. 41) : le linalool constitue le composé majeur
des emissions des haricots rouge (51,4), témoin (33,2) et haricot brun moucheté (35,4) aors
gu'il est moins abondant dans les effluves des graines de niébé (15,3), petit blanc (19,7) et
jaune moucheté (11,3). Le limonéne est présent avec des quantités relativement importantes
dans tous les cultivars notamment pour le niébé (26,6) et le petit blanc (28,1) sauf pour les
haricots brun et jaunes mouchetés ou les ratios sont de 3,8 et 8,4 respectivement.

La comparaison entre les ratios du linalool et limonéne fait ressortir que le linalool est
beaucoup plus présent chez tous les cultivars de Phaseolus sauf |e petit blanc alors qu'il est

faiblement représenté chez |e haricot dolique.
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Tableau 21. Pourcentages relatifs des COV's collectés par SPME (DVB/CAR/PDMS - 50/30 pum Supelco) a partir des grains de 5 cultivars de P.
vulgaris et un cultivar de V. unguiculata identifiés par GCMS.

RI COVs Haricot rouge Haricot dolique (n=2) Haricot témoin Haricot petit blanc Haricot brun M Haricot jaune M
(n=2) V. unguiculata (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)

Moy + SE O | Moy + SE @) Moy + SE ®) Moy + SE 0] Moy + SE 0] Moy + SE @)
690 Pentanal - 0 316 * 35 2 24 + 34 1 87 + 28| 2] 359 + 124| 2| 302 + 132| 2
718 Pentanol - 0 10 + 13 1 10 £ 10 2 01 = 01] 1 07 = 05| 1 02 + 00| 2
729 2 pentanone - 0 02 * 03 1 01 + 005 | 2 00 = 00| 1 02 = 01| 1 00 = 00| O
758 2 Me 1 butanol 001 + 002 | 1 01 * 0,01 2 04 = 06 1 02 = 00| 2 14 = 05| 2 01 = 00| 2
808 2 hexenoal 18 * 26 1 43 + 05 2 50 + 09 2 11 + 07| 2 48 + 06| 2 20 =+ 02| 2
859 Cis 3 hexenol 002 + 004 | 1 07 * 01 2 02 + 03 1 00 = 00| O 00 = 00| O 00 + 00| 1
869 Hexanol 01 =+ 01 1 18 + 08 2 23 +* 16 2 09 = 01| 2 11 + 05| 2 18 + 09| 2
942 Alphapinene 03 = 02 2 09 * 02 2 18 £ 15 2 04 = 01| 2 05 = 02| 2 03 = 01| 2
968 Benzaldehyde 22 + 13 2 03 * 04 1 77 £ 19 2 33 = 00| 2 05 = 03] 2 10 = 06| 2
980 Trans 2 octena 07 + 04 2 - 0 01 + 02 1 01 =+ 00| 1 01 =+ 00| 2 06 =+ 03] 2
981 Beta pinene 20 + 14 2 07 * 02 2 08 + 12 1 12 + 01| 2 01 =+ 00| 1 02 + 01| 2
993 Beta myrcene 04 = 02 2 10 £ 06 2 01 = 02 1 05 = 00| 2 02 = 01| 2 06 = 03| 2
1019 | 3carene 02 +* 01 2 03 * 004 2 04 = 03 2 02 = 00| 2 03 = 02| 1 01 = 00| 2
1031 | p-cymene 06 =+ 05 2 03 * 01 2 05 + 03 2 03 = 00| 2 03 = 01] 2 02 + 00| 2
1037 | Limonene 148 * 55 2 266 + 110 2 114 = 31 2 281 =+ 82| 2 38 = 17| 2 84 = 01| 2
1042 | Benzyl acohoal - 0 05 * 07 1 26 +* 16 2 02 = 02| 1 08 = 03] 2 00 + 00| 1
1066 | Terpinene 05 +* 03 2 02 * 00 2 01 =+ 01 1 02 = 00| 2 01 = 01| 2 00 = 00| 1
1106 | Linaool 514 = 13 2 153 + 51 2 332 = 1.2 21 197 +« 4,0 2134 + 188 | 2| 113 + 07 | 2
1117 | Thujone 08 = 07 2 53 * 50 2 15 = 14 2 04 = 02| 2 09 = 05| 2 07 = 00| 2
1125 | 2 phenylethanol 03 = 05 1 10 +* 08 2 13 £ 18 1 09 = 06| 1 00 = 00| O 02 = 01| 1
1155 | 4 Methyl 5 nonanol - 0 01 * 01 1 06 = 04 2 00 = 00| O 02 = 01] 1 00 = 00| 1
1164 | Nerol 13 £ 19 1 06 * 09 1 08 =+ 07 2 08 = 02| 2 00 = 00| 2 08 + 02| 2
1185 | Menthol 04 + 01 2 04 * 00 2 07 *+ 02 2 07 = 01| 2 04 = 02| 2 02 + 00| 2
1203 | Terpineol 06 = 03 2 02 * 01 2 06 * 01 2 03 = 01| 2 02 = 01| 2 04 = 01| 2
1208 | Citronellol 74 = 35 2 46 =+ 28 2 121 = 06 2 62 = 12| 2 45 01| 2 31 =+ 01| 2
1247 | Anise aldehyde 05 = 02 2 03 * 04 1 16 £ 001 | 2 08 = 01| 2 02 = 01] 1 03 = 02| 1
1258 | Carvone 52 + 73 1 01 * 02 1 07 + 02 2 198 + 120] 2 01 =+ 00| 2) 344 + 118]| 2
1362 | Sesquiterpene 06 + 01 2 01 * 01 1 02 + 03 1 02 = 02| 1 01 =+ 01] 1 01 + 00| 2
1413 | Alcohol 01 + 02 1 - 0 03 = 05 1 16 = 02| 2 11 =+ 03] 2 07 = 03] 2
1418 | Unknown compound 22 = 17 2 02 * 04 1 79 = 22 2 14 = 00| 2 47 * 11| 2 09 = 02| 2
1443 | Isomer of farnesene n°1 05 = 02 2 01 * 01 1 01 = 02 1 00 = 00| 1 00 = 00| 2 01 = 00| 2
1452 | Caryophyllene 09 =+ 05 2 01 * 00 2 03 + 04 1 02 = 01| 2 00 = 00| 1 00 + 00| 1
1517 | Isomer of farnesene n®2 37 +* 19 2 03 + 04 1 09 + 13 1 12 =+ 05| 2 06 = 01| 2 08 # 05| 2
1526 | Isomer of farnesene n°3 04 = 04 2 08 * 04 2 - 0 02 = 01| 1 09 = 06| 1 04 = 02| 2

104



Chapitre VI Effet des composés organiques volatiles sur le comportement d’A. obtectus

60,00 .
B Limonene
50,00 W Carvone
f M Linalool
‘£ 40,00
© W Pentanal
et
E;u 30,00 m Beta citronellol
[
i)
§ H Benzaldehyde
5 20,00
8 = Alcool
10,00 = Composé non
- I identifié
‘ , ‘ 1 | = lsomer
0,00 -+ - . o —— T ' farnesene
Petit blanc Brun M Jaune M Rouge Témoin Dolique ™ Betapinene

Cultivars de haricot

Figure 40. Pourcentages relatifs des 10 plus abondants COV's collectés a partir des graines
des cultivars de haricot et identifiés par laméthode HS-GCMS.
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Figure 41. Les pourcentages relatifs du Linal ool-limonéne quantifiés dans les graines des
cultivars de haricot par |la méhode HS-GCMS.

Une analyse factorielle des correspondances est réalisée afin d évaluer la contribution
de chague composé volatil (34) dans I’expression des odeurs des différents cultivars de
haricots.

L'AFC fait ressortir quatre axes factoriels principaux dont les deux premieres
dimensions restituent 71,07% de |’ inertie totale soit 43% pour I’axe horizontal et 28% pour

I"axe vertical (Tab. 22; Fig. 42). Le premier facteur oppose clairement le cultivar jaune
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moucheté (coté positif) qui présente une contribution de 0,88% avec une bonne représentation
(cos” =0,86) aux cultivars témoin (-0,65) et rouge (-0,51) (coté négatif). Les COV's qui
montrent les valeurs des pourcentages de contribution avec des cos” élevés sont |e pentanal
(0,53), le carvone (1,03), Beta myrcene (0,32) du coté positif et le benzylaldehyde (-0,61),
benzylalcool (-0,76), 4methyl 5nonanol (-0,78), caryophyllene (-0,74) et isomére de farnesene
(-0,60) du coté négatif. Notons que le linalool se retrouve en quantités importantes dans les
graines des cultivars témoin et rouge avec une contribution de -0,40% et un cos? de 0,66 ; le
citronellol (-0,38/cos” =0,68) est également bien représenté chez les cultivars témoin, rouge et
petit blanc.

L’axe 2 individualise les cultivars brun moucheté (0,57) et le niébé (0,53) (coté positif)
avec des représentations excellentes (cos” respectifs de 0,65 et 0,53 contre rouge (-0,36) et le
cultivar petit blanc (-0,42) (coté négatif) avec les cos® les plus éevés également. L’ examen
des données calculées fait apparaitre d’ excellentes représentations des COV's (c6té positif) :
pentanal (0,61), pentanol (0,61), pentanone (0,99), isomeére de farnesene 3 (0,60) et thujone
(0,67). Les COVs les mieux représentés sur le coté négatif sont le trans 2 octenol (-0,54), le
carvone (-0,73), beta caryophyllene (0,61) et I’isomeére de farnesene 2 (-0,52). Soulignons que
les ratios du carvone sont plus élevés pour le cultivar jaune moucheté (34,4), petit blanc (19,8)
et rouge (5,2) alors qu’'ils sont négligeables pour les autres cultivars.

Ains, I’examen des proximités conduit a la distinction de 4 groupes: le groupe 1
représenté par le cultivar jaune moucheté qui S oppose au groupe 2 représente par les cultivars
rouge et témoin qui ont montré une bonne attractivité des bruches lors des essais de
comportement. Le troisieme groupe est constitué des cultivars brun moucheté et niébé qui se
sont montrés les moins attractifs pour les bruches notamment le niébé alors que le dernier
groupe (4) se compose des cultivars rouge et petit blanc qui restent attractifs a relativement

attractifs vis-a-vis des adultes de la bruche du haricot.

Tableau 22. Valeurs propres et pourcentages de variance de I’ AFC cultivars/COV's

F1 F2 F3 F4 F5
valeur propre 0,25 0,16 0,09 0,07 0,01
% variance 43,26 27,81 14,84 11,59 2,49
% Cumulé 43,26 71,07 85,91 97,51 100,00
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Figure 42. Représentation graphique des résultats de I’ AFC sur les 5 cultivars de Phaseolus
vulgaris et un cultivar de Vigna unguiculata et les 34 COVs identifiés par GC-MS

Discussion

Notre étude a comme objectif de déterminer quels sont les cultivars attractifs ou
répulsifs aux males et femelles gravides d’ A. obtectus et comment les COV's libérés par les
graines peuvent-ils influencer les bruches dans leur choix et leur localisation. L’ attractivité a
été étudiée sur cing cultivars de P. wulgaris et un cultivar de V. unguiculata dans des boites
de Pétri (test de choix a courte distance) et dans un olfactometre (air dynamique).

Le test de choix a courte distance a révélé que les mées sont significativement plus
attirés que les femelles par la plante héte. Sur les cing cultivars étudiés, seuls les cultivars
rouge et blancs sont significativement attractifs pour les adultes males d' A. obtectus alors que
les graines de niébé se sont montrées répulsives. Les cultivars de haricot brun et jaune
semblent étre attractifs aux méles et aux femelles de la bruche mais statistiquement non
différentes du témoin. Le temps de choix corrobore le choix initial des méles et des femelles.
Dans tous les cas, les adultes d’A. obtectus nécessitent la durée la plus courte pour
sélectionner les cultivars les plus choisis. Les tests de choix en boites de Pétri sont des tests

d'intervalle éroit (courte distance) associant, a la fois, des signaux visuels et olfactifs ou les
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signaux olfactifs reposent sur un gradient de concentration des effluves émis par les graines
testées.

Ce résultat peut étre expliqué par le fait que chez A. obtectus, ce sont les males qui
émettent la phéromone sexuelle qui, une fois percue par les femelles, elle favorise larencontre
des partenaires sexuels (Horler, 1970 ; Halstead, 1973 et Errard, 1981).

Le comportement de ponte de la bruche du haricot, en comparaison aux autres
Bruchidae, montre plusieurs différences. Dans les lieux de stockage, les femelles n’ attachent
pas leur ceufs individuellement a la surface des graines hétes mais éparpillent de maniére
irréguliére sur ou bien entre les graines soit en amas ou singuliéres (Parson et Credland,
2003). Ceci peut suggérer que les méles soient chargés de marquer les graines de haricot de
sorte que les larves néonates mobiles soient attirées par les phéromones libérées par les méles
sur les graines. Chez A. obtectus, les larves nouvellement écloses sélectionnent les graines
pour leur développement futur et cela pendant quelques heures ou quelques jours
(occasionnellement) avant de pénétrer dans lagraine (Thiéry et al., 1994 ; Parson et Credland,
2003).

Deplus, il est bien connu que les méles et les femelles des bruches ne se nourrissent pas
de graines seches de Iégumineuses puisqu’elles ne sont recherchées que comme sites de
ponte. Bien que la sélection de I’ hote et |a recherche des partenaires pour accouplement soient
généralement considérées comme des événements tres indépendants chez les insectes
herbivores et par conségquent plus d’intérét est porté sur le comportement des femelles dans la
recherche de la plante hote, il y a des indications gue le comportement d’ accouplement des
males pourrait interagir avec les signaux émis par la plante héte d’'ou les méles pourraient
influencer également la sélection de I” héte (Duckworth, 2009 ; Thoming et al., 2013).

Généralement, ce sont les femelles qui sont concernées par le choix de la plante héte a
la recherche de sites de ponte adéquat afin d’ assurer la survie aleur progéniture comme cela
est suggéreé dans la théorie de « optimal foraging » (Charnov, 1976). Des recherches réalisees
sur certains Bruchidae montrent que la présence de graines ou de gousses de la plante hote
stimule, via les substances organiques volatiles émises, |I'ovogénese et la ponte. Cette
régulation de la reproduction par les graines ou les gousses de la plante héte est importante
car elle permet I’émission des ceufs sur le substrat nutritif des larves et assure la coincidence
spatiale entre le stade reproducteur et le stade consommateur (Pierre, 1980 ; Huignard et al.,
1992).
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Selon Balhorn et al. (2013), les femelles sont plus sensibles aux variations des
caractéristiques non volatiles de la plante (courte distance) telles que les produits primaires et
les produits secondaires non volatils des plantes, la structure de la surface, la résistance des
tissus, la teneur en eau, lataille et la couleur ; toutes ces caractéristiques réunies, affectent la
valeur nutritive de la plante hote.

Des différences dans les propriétés physiques et chimiques des graines des cultivars
utilisées dans notre étude peuvent expliquer le comportement de choix des méles et des
femelles d'A. obtectus. En effet, I’ aspect externe (couleur, rugosité, taille) peut influencer le
comportement de la bruche. Aingi, il a éé reporté que les adultes d’'A. obtectus sont plus
attirés par les graines blanches ou de couleur claire (Zachriag, 1958 in Balachowsky, 1962).
Dans notre étude, les adultes d’ A. obtectus sont attirés par les graines claires puisgue | héte
préférentiel est le cultivar blanc mais aussi par les graine du cultivar rouge ; ce qui peut étre
expliqué par le fait que cette derniere présente une forme et une surface lisse semblable a celle
de I'héte préférentid sauf que leur taille est petite. Nicole (2002) a rapporté que le
comportement habituel des insectes, ala recherché des sites de pontes et d’ alimentation, peut
également étre influencé non seulement par la perception de la couleur de la plante héte et de
sa forme, mais aussi par I'intensité spectrale ou la réflectivité. Par ailleurs, Szentes (2003) a
rapporté que les femelles de la bruche du haricot utilisent les graines différentiellement
lorsgu’ elles sont en présence de graines de différentes tailles et qu’'elles pondent ainsi 2 a 6

fois plus d’ ceufs sur les graines de grande taille par rapport aux plus petites.

Lorsgue des odeurs émanant des graines de cultivars de haricot sont présentées seules
aux adultes d A. obtectus dans I’ olfactometre, notre éude a montré que les males et les
femelles sont attirés par les graines de haricot rouge, petit blanc et le témoin (blanc). Le niébé,
par contre, S est montré répulsif mais uniquement pour les femelles. Ce résultat confirme

I”action répulsive du niébé déadémontré lors du bio-essal précedent.

Le test en olfactometre fournit ainsi des résultats différents, probablement liées au
dispositif expérimental. Dans cette expérimentation, les facteurs visuels sont exclus puisque
les adultes d’' A. obtectus ne peuvent pas voir les graines de haricots qui leur sont présentées.
Ainsi, les préférences, pour la plante héte, des méles et des femelles dans ce cas, semblent
étre liées aux cultivars de haricot et aleur composition spécifique en COVs. L’ attractivité des
ravageurs des stocks aux graines seches de haricot grace aux signaux olfactifs a été signalée
des 1938 par Larson et Fisher (1938) qui ont statué que ‘les insectes sont principalement

guidés versles graines par |'odorat’.
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Cependant, peu de travaux basés sur les stimulations par les COV's émis par les graines
de haricots sont disponibles dans la littérature et ne sont pas toujours en accord avec nos
résultats. En effet, Nazzi et al. (2008) ont rapporté que des graines saines de haricot (P.
vulgaris var cannellino), qui n’ont pas été exposees aux adultes d’ A. obtectus, sont attractives
aux femelles et non pas aux males. Cependant, les auteurs ne précisent pas le statut
physiologique des insectes étudiés (adultes fécondés ou non). Cette différence pourrait
également étre liée au fait que les cultivars utilisés ne sont pas les mémes.

Dans I’ olfactometre a quatre voies, le stimuli est porté par le flux d air chargé de COV's
émis per les graines de haricots. Dans ce cas, le choix de I'insecte est dirigé par une réponse
chimio-anémotactique et il n'y avait pas de reperes visuels. Au cours de la localisation de
I"hote, les insectes utilisent des repéres visuels, olfactifs et gustatifs et les signaux visuels
permettent aux insectes de trouver la plante d’intérét sur des courtes distances (Nicole, 2002).
De nombreux insectes fécondés localisent et choisissent |e site de ponte sur |a base de signaux
chimiques. Selon Mercier et al. (2013), les femelles des espéces dont la descendance est dans
I"incapacité de choisir la plante héte, soit par absence de mobilité, soit par une incapacité a
survivre al’ extérieur du milieu de ponte, doivent faire le bon choix ; les substances chimiques
produites par I’ héte végétal agissent sur la localisation du site de ponte, sa reconnaissance et
son acceptation. D’ apres ces auteurs, ces signaux chimiques sont souvent les moteurs de la
colonisation de |’ héte. Le role de I’ olfaction dans la découverte de la plante hote a été montré
pour de nombreuses espéces d’insectes (Finch, 1980 ; Visser, 1986).

Sankara et al. (2012) ont montré que les femelles de quatre souches de la bruche du
niébé C. maculatus locaisent leur héte en utilisant aussi bien les stimulis olfactifs
(olfactometre) qu'un complexe de stimulis visuels et olfactifs (dispositif tridimensionnel).
Dans nos conditions expérimentales, méme a courte distance, les reperes visuels ne semblent

pas étre un facteur déterminant dans le choix de I’ hote.

Dans notre cas, la préférence est probablement due aux options de choix. Les femelles
sont hautement attirées par le haricot rouge lorsgue les combinaisons de choix sont haricot
rouge versus haricot témoin, mais elles évitent hautement le haricot dolique lorsqu’il est
présenté en présence du témoin. Le haricot dolique (V. unguiculata) est une autre espece de
haricot qui présente son propre ravageur C. maculatus; elle n'est pas tres sensible aux
attaques d’' A. obtectus mais celle-ci  peut tout de méme se développer normalement sur ses

graines.

110



Chapitre VI Effet des composés organiques volatiles sur le comportement d’A. obtectus

Des différences liées au sexe dans les réponses des insectes herbivores aux COV's émis
par les plantes sont rapportées pour de nombreux insectes appartenant a des ordres variés tels
que les Coléopteres (Ginzel et Hanks, 2005) et les Lépidoptéres (Natale et al., 2003). Dans
notre étude, les males et les femelles peuvent discriminer les graines des cultivars étudiés. Les
réponses asymétriques en fonction du sexe et du type de test de comportement pourraient étre
aussi le résultat des COVs libérés par les cultivars de haricot. Ballhorn et al. (2013) ont testé
s les méles et les femelles de deux espéces d’ herbivores Chrysomélidées (Gynandrobrotica
guerreroensis et Cerotoma ruficornis), des bruches oligophages qui se nourrissent sur le
haricot lima (P. lunatus), peuvent utiliser les COV's pour localiser leur plante hdte a courte et
longue distance. IIs ont rapporté que le sexe des bruches ainsi que les substances volatiles des
plantes ont un effet significatif sur le comportement de recherche de I’ héte. Les femelles des
deux espéces de bruches sont repoussees par les COV's libérés par les plantes par induction
indépendamment du niveau d’induction des émissions de COV's; aors que les bruches méles
sont repoussées uniquement par les plantes dont les émissions de COVs sont fortement
induites (produite en réaction au dommage ou au stress causé par les herbivores). . La qualité
de la plante, comme source de nourriture et d’ espace libre de tout ennemi potentiel, est plus
important pour les femelles que pour les méles des insectes herbivores ; les méles quant a eux
sont beaucoup plus influencés par les COVs qui pourraient les aider dans la localisation
d éventuels partenaires sexuels. Théming et al. (2014) ont trouvé que les males et les femelles
de la tordeuse du pois Cydia nigricana (Lepidoptera, Tortricidae) peuvent discriminer les
différents stades phénologiques du pois en relation avec les mélanges spécifiques d odeurs
qu'ils liberent. Les plantes en pleine floraison ont congtitué le stade phénologique le plus
attractif aux femelles gravides enregistrant 58% d’ atterrissage des adultes sur ces plantes dans
les tunnels de vol, montrant au méme temps les réponses d’ atterrissage les plus é evées (56%)
en présence des substances volatiles extraites par headspace des plantes au méme stade
phénologique. Au contraire, les méles et les femelles vierges n’ ont pas montré une préférence

aussi prononceée pour un stade phénologique specifique.

Le signal chimique émis par les cultivars de haricot est constitué de composés
ubiquitaires avec des ratios spécifiques a chague cultivar. Les cultivars étudiés partagent la
majorité des COV's dont les plus représentés sont des terpénes. Cependant, des différences
qualitative et quantitative sont mises en évidences conduisant a |I’émission de signatures
chimiques spécifiques ou trés rapprochées. Lorsgue nous comparons les ratios linalool-

limonene, il ressort que d’une part, les cultivars attractifs, le rouge et le témoin, présentent
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des ratios linalool-limonene similaires et avec le cultivar brun moucheté a un degré moindre ;
d autre part, les cultivars répulsifs pour A. obtectus, le niébé et e jaune moucheté a un degré
moindre, montrent un ratio linalool-limonéne inversé en plus d un ratio éevé de pentanal.
L’ analyse statistique par AFC des données obtenues pour les trois cultivars uniquement a
savoir le haricot témoin, le haricot rouge et le dolique a opposé nettement les effluves émis
par le haricot dolique qui est répulsif a ceux libérés par les haricots rouge et témoin qui sont
attractifs pour les adultes d’ A. obtectus (Khelfane-Goucem et al., 2014). Cette é&ude a montré
également des ratios linalool-limoneéne inverses entre les cultivars attractifs et répulsifs. Les
ratios Linalool-limonéne pourraient expliquer le choix de |’ héte par A. obtectus. Une attention
particuliére dans des études futures devrait cibler les composés candidats tels que le linaool,

le limonéne et le pentanal.

Oomah et Liang (2007) ont étudié les COV s des graines seches des cultivars noir, rouge
sombre et pinto de P. vulgaris utilisant les mémes fibres SPME. IIs n’ont identifié que trois
terpenes (a-pinéne, 3-caréne and limonéne) alors que dans notre cas, en plus des trois
Ccomposés terpéniques, |'analyse a révélé la présence de 15 autres terpenes parmi les COV's
communs aux graines des cultivars rouge, témoin et dolique. Ains il est trés difficile de
comparer les résultats car les cultivars utilisés dans chacune des études ne sont pas
génétiquement typés. Néanmoins, il est bien éabli que chague cultivar possede sa propre
signature chimique.

Les composés volatils des plantes sont souvent des mixtures complexes contenant
fréguemment plusieurs composés (Visser 1986; Fraser et al. 2003) et les mélanges sont
constitués de composeés ubiquitaires produits par de nombreuses autres plantes présentes dans
I" habitat. D’ apres Bruce et al. (2005), la reconnaissance de la plante héte dépend des ratios
des substances volatiles des plantes et pas seulement de la détection de la présence ou
I” absence d’un composé particulier. Nos résultats servent comme un nouvel exemple du réle
de la signature chimique de I’héte dans le comportement de choix chez les insectes. Les
graines des cultivars rouge, témoin et dolique libérent des mélanges chimiques spécifiques et
que le pentanal, le [imoneéne et le linalool pourraient étre des composés clés qui expliqueraient

larésistance ou lasensibilité des espéces ou cultivars de haricot visavis d’ A. obtectus.

A partir de nos résultats, il est trés difficile de dessiner ou proposer un modéle de
colonisation des grains de haricot, mais un scenario peut étre proposé. Les males ont répondu

positivement atous les cultivars mais ont évité le haricot dolique. Les femelles ont répondu a
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tous les cultivars y compris le dolique mais lorsque la stimulation est transmise par le flux
d air dynamique, elles ont évité le haricot dolique contrairement aux males. Aing, a la
recherche des grains de haricot, les mées n’arrivent pas a bien discriminer les haricots a
longue distance alors que les femelles les distinguent. A courte distance, les méales arrivent a
mieux discriminer les grains des différents cultivars de haricot. Selon des études
antécédentes, les méles émettent une phéromone sexuelle pour marquer les grains et par
conséquent pourraient contribuer dans la localisation de I'hdte. A longue distance, les
femelles gravides discriminent les especes de haricot en ciblant beaucoup plus celles de
Phaseol us spp.

Puisque |es composés volatils des plantes jouent un réle crucial dans la vie des insectes,
ils peuvent constituer un outil utile et trés intéressant dans les programmes de |utte intégrée
contre les insectes ravageurs. Les kairomones sont auss efficaces que les phéromones
utilisées d§ja depuis plusieurs années. La synthése de composes volatils des denrées aurait
moins de codts que la synthése de phéromones pures dans leur propre isomérismed ou le
piégeage des bruches des denrées stockées a I’aide des kairomones pourrait, aujourd’hui,
constituer une solution des plus économiques et des plus efficaces dans les programmes de
lutte (Ryne 1999). Les méales mais surtout les femelles gravides d’A. obtectus utilisent des
signaux chimiques dans la localisation de leurs hotes, donc dans le choix du site de ponte
pourrait faire appel a I’ utilisation de substances répulsives dans la gestion intégrée de ces
ravageurs dans les systemes de stockages. Les composés candidats identifiés a partir des
graines des cultivars de haricot pourraient également étre utilisés, dans leur forme
synthétique, comme attractifs dans les piéges dans la surveillance et le contréle de ce ravageur
nuisible des grains de haricot, A. obtectus, dans |es entrepots.

Des études supplémentaires doivent étre entreprises afin de déterminer le réle des
composeés candidats dans la sélection de la plante héte par A. obtectus en conduisant des
études comportemental es et des enregistrements é ectrophysiologiques a partir des récepteurs
olfactifs d’ A. obtectus pour déterminer la perception de ces COVs candidats.

3.4. Biologie dela bruche sur les cultivars de haricot

Les résultats des différents paramétres biologiques de la bruche sont présentés dans le
tableau 23. Globalement, il en ressort que les différents cultivars n’influent pas sur la
longévité de la bruche ; les durées de vie des adultes semblent étre comparables variant entre
13,2 et 14,2 jours pour les cultivars de P. vulgaris et elle est de 13,6 pour le cultivar de V.

unguiculata.
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L’ analyse de la variance arévélé des différences significatives entre les cultivars pour la
fécondité des femelles variant de 18,68 a 37,8 ccufs/femelle pour les cultivars de P. wulgaris
avec les valeurs les plus élevées pour les cultivars petit blanc (37,8 ceufs/femelle) et brun
moucheté (37,64 ceufs/femelle). La fécondité la plus faible est enregistrée en présence des
graines du cultivar de V. unguiculata (18,68 ceufs/femelle). Cependant, la fertilité des ceufs
N’ est pas influencée par les cultivars (différences non significatives) ; ele varie entre 67,76%

et 83,02% pour les cultivars de P. vulgaris et il est de 73,02% pour le cultivar du niébé.

Des différences trés hautement significatives entre les différents cultivars pour le
parametre viabilité des ceufs (taux d’émergences) sont enregistrées. Celui-ci varie de 67,02 a
97,87% pour les cultivars de P. vulgaris alors qu’il n’est que de 66,46% pour le niébé.
Tableau 23. Moyennes (xEcart Type) de la longévité des adultes, de la fécondité et de la

fertilité des femelles et de la viabilité des ceufs d’'A. obtectus sur les graines des différents
cultivars de haricot.

Témoin Rouge Petit blanc Brun Dalique Valeur P
moucheté
Longevité(jrs) 14,2+0,5 14,2+0,5 13,2+0,5 13,6x0,57 13,6x0,57 0,71032NS

Fécondité/ 25,2+2,9ab 29,4+0,9ab 37,8t0,64a  37,64+0,75a  18,68+0,42b 0,02244°

Fertilité% 83,02+1,9 67,76x2,10  75,03£1,27  82,04+2,94 73,02+1,73  0,45914NS

*

Viabilite % 85,33+1,37b  71,5242,08b 67,02+146b 97,86+0,12a  66,46+225b  0,00062"

*

Duréeducycle  292+05pbc  29,2+05bc  29,8+0,5ab 29+00c 30,2+0,95a 0,00059
(irs)

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de la variance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chague ligne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).
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Les cultivars de haricot affectent significativement la durée du cycle d'A. obtectus ou
celui du niébé se distingue avec la durée la plus longue (30,2 jrs) comparé aux autres cultivars

ou le cultivar brun moucheté montre la durée du cycle d' A. obtectus la plus faible (29 jrs).

L’ évaluation des paramétres agronomiques des graines de haricot sur les différents
cultivars en présence de 5 couples d’ A. obtectus est illustrée dans le tableau 24. Elle a montré
une grande variation, statiquement significative, des pertes en poids qui vont de 7,99% pour
le niébé a12,30% pour le cultivar brun moucheté. Par conséquent une variation importante est
également observée pour la faculté germinative des graines: elle passe de 8,81% pour le
cultivar brun moucheté et 61,40% pour le cultivar rouge et les autres cultivars ont des

facultés germinatives comparabl es.

Tableau 24. Moyennes (xEcart Type) de la perte en poids et du taux de germination les
graines des différents cultivars de haricot infestées par 5 couples d’ A. obtectus.

Témoin Rouge Petit blanc Brun Dolique Valeur P
moucheté

Perteen poids% 9,57+0,28ab 8,87+0,35ab  12+0,71a 12,3+1,19a  7,99+0,54b  0,00695"

Kok k

Germination%  45,13+0,85b 61,40+1,60a 37,99+1,68b 8,81+0,16c  40,65+1,6b 0

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de la variance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chague ligne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Discussion

Notre expérimentation s est déroulée a une température de 30°C et une hygrométrie de
75%, ainsi nous avons remarqué que la plupart des adultes meurent aprés le 10°™

6éme

jour de
I"infestation, mais il y’'a d'autres qui persistent jusgu’au 1 jour. Nos résultats sont
similaires a ceux de Balachowsky (1962), qui a constaté que la longévité des adultes d'A.
obtectus est de 10 jours a 30°C et 35 jours a 15°C.

Dans les stocks, les adultes ne se nourrissent pas de graines donc apparemment, le
facteur variétd n'a pas affecté leur longévité. Cependant, Zaazou (1948) cité par
Balachowsky (1962) a montré I’influence du régime alimentaire sur la longévité des adultes
élevés dans différents substrats: solution sucrée (60 jours), miel (62 jours), eau (16 jours).
Selon Herford (1935) cité par Balachowsky (1962), le meilleur milieu nutritif pour la bruche

possede une forte teneur en glucides, mais la présence d’un alcaloide ou de protides peut le

115



Chapitre VI Effet des composés organiques volatiles sur le comportement d’A. obtectus

rendre inadéguat. Dans notre cas les adultes utilisés ont un méme régime aimentaire,
I’élevage de masse est effectué sur une seule variété (Rognon Blanc=Témoin). Bien que la
longévité ne differe pas statiquement entre les cultivars, ce sont le témoin et le rouge qui ont
montré la longévité la plus élevée (14,2 jours) de méme qu’ils ont montreé plus d’ attractivité
pour les bruches dans |es essais de comportement.

Les adultes utilisés dans notre expérimentation sont issus d’ une méme génération, d’ un
méme élevage effectué sur le méme cultivar (un méme régime alimentaire) dans les mémes
conditions de température et d’ humidité relative, la variation observée qui est statistiquement
non significative serait probablement due aux facteurs internes liés au génotype de labruche.

Tres peu de différences sont enregistrées entre les graines de P. vulgaris montrant les
valeurs de fécondité moyenne les plus éevées chez les cultivars petit blanc et brun suivis des
cultivars rouge et témoin. Les graines de haricot commun constituent un site favorable pour la
ponte d'A. obtectus. La sélection parmi différents types d’ hétes comme sites de ponte a été
démontré pour un certain nombre d’ especes de Bruchidées soit présentés individuellement ou
simultanément. Schoonhoven et al. (1983) ont observé des différences dans les préférences de
ponte pour certains hotes chez A. obtectus et Z. subfasciatus, lorsque les bruches sont
présentées en conditions de choix ou de non choix a des lignées de P. vulgaris cultivées ou
non.

Parson et Credland (2003) ont observé, chez A. obtectus, des résultats similaires; des
différences de fécondité minimes sont relevées entre les graines des cultivars rouge et blanc
avec un taux de survie plus élevé chez le cultivar blanc. Les travaux de Damerdji et Bouklikha
(2009) sur I’ effet de quatre variétés de haricot sur labiologie d’ A. obtectus ont montré que ce
sont surtout les variétés rognon blanc et petit rognon blanc qui enregistrent les taux de
fécondité et de fertilité les plus élevés attestant que la variété rognon blanc constitue le
préférendum alimentaire de la bruche du haricot. De méme, Messina (1984) a montré que les
femelles de C. maculatus évitent de pondre sur des graines de niébé ridées ou velues et Janzen
(1977) a noté qu’ elles rejettent compl etement les graines de trés petite taille lorsqu’ elles sont
présentées comme sites de ponte.

Selon Huignard (1971) cité par Righi-Assia (2010), en absence de graine, la ponte des
ceufs chez A. obtectus ne représente gu'un quart de I'effectif total des ceufs pondus en
présence de graines. Dans notre cas la quantité des graines utilisée pour chaque répétition
(25g) semble étre suffisante pour stimuler |I'ovogenese des femelles (5 femelles).
Effectivement Jarry (1987) a constaté que pour une durée d' expérience de 5 jours en présence

de graines, I’augmentation de la production ovarienne d’A. obtectus est tres nette (elle est
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multiplié par 3 environ), quasiment toutes les femelles pondent et il reste peu d ovocytes en
rétention. En absence de graines, la production reste au méme niveau que pour les femelles
immeédiatement disséquées ou isolées en absence de graines. Righi-Assia (2010) a constaté
que la présence continue de graines de pois chiche stimule I’ovogénése et provoque une

augmentation notable de lafécondité chez 1a bruche de pois chiche.

La différence de I’aspect morphologique des différents cultivars pourrait expliquer la
variation de la fécondité moyenne d' A. obtectus pour chaque cultivar. Nous avons remarqué
gue les femelles ont pondu un nombre plus devé d' ceufs sur les différentes variétés de P.
vulgaris que sur lavariété de V. unguiculata utilisée ; cela peut étre expliqué par la spécificité
d A. obtectus pour P. vulgaris mais aussi par I’émission du bouquet floral spécifique par les
graines du niébé. Le cultivar V. unguiculata, quant alui, est attagué par une espece spécifique
de bruche a savoir C. maculatus. Celan’ exclut pas que les graines de niébé peuvent servir de
site de ponte pour les femelles d'A. obtectus et provoquer des dégéts importants dans les
stocks méme si la graine seule ne stimule pas I’ ovogenése chez les femelles vierges, comme
c'est le cas avec les graines de P. vulgaris (Jarry et Bonet, 1982). Ces derniers ont rapporté
des faibles taux de pénétration des larves dans les graines de niébé lié entre autres a la nature
de ses téguments. Des résultats similaires sont obtenus par Kellouche et al. (2004) qui ont
constaté que les femelles de C. maculatus pondent un nombre plus élevé d’ ceufs sur les

cultivars de V. unguiculata que sur ceux de C. arietinum.

Le taux d'éclosion, dans nos conditions expérimentales, est trés important, environ 76%
dans I’ensemble des cultivars éudiés et qui ne différent pas significativement. Nos résultats
sont similaires a ceux de Kassemi (2006) qui a constaté que le taux d éclosion des ceufs d’ A.
obtectus est important, il est d’environ 50%. Le taux d éclosion n'est pas influencé d’une
maniére significative par les variétés de haricot infesté dans des conditions de 27°C et de 75%
d hygrométrie. Kellouche et al. (2004) ont remarqué aussi que le taux de survie de C.
maculatus durant son développement embryonnaire est supérieur a 90% quel que soit le
cultivar ou |’ espéce végétale.

Nous avons estime le taux de survie des ceufs a 76%, nos résultats sont proches de ceux
obtenus par Giga et Smith (1983) cité par Kassemi (2006), qui ont observé que le taux de
survie de I'ceuf de C. maculatus varie selon la température, il est de 87,7% pour la souche

Brésilienne a une température de 30°C. Nous avons remarqué que les ceufs non éclos (morts)
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se déshydratent et se déforment avec le temps. Balachowsky (1962) a constaté que les ceufs
non fécondés s aplatissent dans les 24 heures qui suivent leurs émissions.

Nous avons noté également que la totalité des larves issues des ceufs éclos ne pourront
pas toutes penétrer dans les graines, un nombre de ces larves meurt al’ extérieur de la graine,
ce nombre difféere selon la nature du tégument des graines de chaque variété. D’ apres Janzen
(1977), le tégument des graines représente, tout d’'abord, en raison de sa texture, une barriére
mecanique assurant la protection de la graine contre diverses agressions (pénétration des
larves, insectes, germes pathogenes) et contre la dessiccation.

Nous avons constaté aussi que certaines larves qui pénétrent dans la graine meurent et
ne peuvent poursuivre leur cycle de développement lorsqu’il y a une grande compétition a
I"intérieur de la graine ; selon Janzen (1977), le tégument empéche la sortie des larves quand

il y aun surpeuplement important.

Le taux d’émergence varie d'une graine a I’ autre et d’'un cultivar a |’ autre. Nous avons
remarqué une répartition inégale d’individus dans les graines, il y a des graines qui ne
présentent aucun trou, donc aucune émergence, alors gque d’ autres présentent jusgu’a 7 trous
dans les cultivars brun moucheté et petit blanc. Selon Ahmed et al. (1989), la diminution du
nombre de trous de sorties des adultes est |e meilleur critére de résistance des graines.

Les taux d’'émergence sont relativement éevés sur toutes les variétés, ils varient de
67,02 a 97,86% pour les différentes variétés de P. vulgaris. Le cultivar brun moucheté
présente le taux le plus éevés tandis que le petit blanc enregistre le taux le plus faible. Les
taux observés sur les différentes variétés de P. vulgaris sont élevés par rapport aux résultats
obtenus dans d’ autres études. Selon Kassemi (2006), le taux d’émergence varie de 25 a 45%
pour deux variétés de P. vulgaris (marron et blanche). Seck et al. (1996) ont éudié la
résistance de plusieurs variétés de V. unguiculata (20 cultivars différents) a |I’égard de C.
maculatus et ont observeé des taux de réussite de développement tres variables allant de 1,8 a
98,5%.

Le cultivar du niébé présente un taux d émergence relativement élevé (66,46%) mais
inférieur a ceux des autres variétés, ceci est di a la spécificité d' A. obtectus aux cultivars de
P. vulgaris. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Kellouche et al. (2004) qui ont
constaté que |I’émergence est significativement plus élevée pour C. maculatus lorsque son
dével oppement alieu dans les graines de V. unguiculata que dans les graines de C. arietinum.

Ahmed et al. (1989) ont relevé que les cultivars a graines lisses et tendres sont plus

sensibles aux attaques de C. maculatus que les cultivars a graines rugueuses et dures. Dans
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notre cas les variétés utilisés sont toutes a graine lisse, cette caractéristique des graines
n’'influe pas sur la fécondité des femelles d’ A. obtectus du moment que les femelles ne collent
pas leurs ceufs sur les graines comme celle de C. maculatus.

Le taux d’émergence peut nous renseigner sur la nature de la résistance biochimique du
cultivar, en effet un taux élevé traduit une sensibilité, et un taux réduit traduit une résistance
biochimique. Nous avons remarqué que I’ ensemble des variétés de P. vulgaris présentent un
taux d’émergence éleve (67,02 a 97,86%), nous pouvons conclure que |’ ensemble des variétés
utilisées présentent une sensibilité a I’égard d’'A. obtectus, cette sensibilité differe d’un
cultivar a un autre. Le cultivar petit blanc est le moins sensible (de 62,07%) tandis que le
cultivar brun moucheté est |e plus sensible (97,02%). Celui de V. unguiculata présente |e taux
d emergence le plus faible (66,46%) par rapport aux cultivars de P. vulgaris; ce taux reste
tout de méme assez élevé et A. obtectus semble s adapter a la variété de V. unguiculata
utilisée.

Kellouche et al. (2004) ont constaté des taux semblables (62,7% a 66,4%) pour C.
maculatus sur différentes variétés du niébé V. unguiculata. De méme, Doumma et al. (2006)
ont étudié I'incidence de 20 variétés de niébé sur le développement de Bruchidius
atrolineatus et C. maculatus au Niger, ont montré que toutes les variétés sont infestées par les
deux bruches montrant une activité de ponte et des émergences des adultes différents selon les
variétés; les plus vulnérables sur le terrain se sont montrées les plus infestées pendant le
stockage.

Pour pouvoir estimer la durée totale du cycle du développement de la bruche dans
chaque cultivar, nous avons additionné la durée d’'incubation et la durée du stade larvaire L,
avec ladurée des différents stades cachés dans la graine pour chague expérience.

A partir des résultats obtenus, nous avons pu distinguer deux catégories de cycles de
développement pour la bruche sur les différents cultivars. La premiére, la plus courte, dure
environ 29 jours pour les cultivars de P. vulgaris qui sont semblent étre plus sensibles. La

deuxieme a une durée plus longue, d’ environ 30 jours pour le cultivar de V. unguicul ata.

Nos résultats sont conformes a ceux obtenus par Damerdji et Bouklikha (2009) ou le
cycle le plus court (30 jours) est observé chez les variétés Rognon Blanc et Pinto alors que le
plus long est noté chez le Petit Rognon Blanc (32jours). Dans notre cas, nous avons
également enregistré le cycle le plus long au niveau des graines du cultivar petit blanc (29,8
jours) mais aussi chez celui du niébé (30,2 jours). Les travaux de Taheri (1996) cité par

Kassemi (2006), ont montré que les durées de dével oppement de la bruche de pois chiche C.
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chinensis varient de 24 a 28 jours selon la variété étudiée, les cycles les plus courts sont
obtenus avec les cultivars les plus sensibles.

Les pertes en poids sont liées a |’ activité de lalarve primaire issue de I’ ceuf qui pénétre
dans la graine pour entamer son développement post embryonnaire, durant ce temps elle
consomme | es réserves contenues dans | es cotylédons.

La variation des pertes en poids observée s explique par la variation des émergences,
ellee-méme liée aux degrés de la sensihilité des cultivars. En effet, ceux de P. vulgaris ont
présenté un taux de perte considérable (8,87 a 12,30%) pour une premiére génération (F1)
d A. obtectus. Le plus grand taux de perte est observé (12,30%) dans le cultivar brun
moucheté et correspond au nombre d’ émergences le plus élevé dans la méme variété. Le taux
de perte le plus faible enregistré (7,99%) dans le cultivar du niébé correspond au plus petit
nombre d’ émergence observé dans la méme variété. Nos résultats sont similaires a ceux de
Diaw (1999) qui a constaté des taux de pertes en poids les plus élevés (63%) sur la variété
LN11 de V. unguiculata présentant le plus grand nombre d émergence (35 adultes) de C.
maculatus. Le taux le moins élevé (21,6%) pour la variété LN9 qui a présenté le plus faible
nombre d’ émergence (21,6%).

En effet les travaux de Boughdad (1994) et Diaw (1999) ont montré que I’ attaque par
les bruches, d’ une maniére générale des graines de légumineuses, affecte significativement le
poids des graines.

Selon Herford (1936) cité par Stamopoulos et Huignard (1980), les cotylédons sont tres
riches en glucides, protéines, et sels minéraux, ils contiennent également des
hétéropolysacharides, des phytohémagglutinines, des inhibiteurs de protéase et des acides
aminés libres. Ces différents composés peuvent étre dégradés par les larves d’ A. obtectus,
mais empéchent |e dével oppement d’ autres Bruchidae.

La faculté germinative des graines saines des différents cultivars utilisés varie entre
80% et 85%, €elle est presque la méme pour tous les cultivars. La variation du taux de
germination ne peut étre expliquée que par |’ influence des dégéts occasionnes par A. obtectus
au niveau des graines. Nous avons remarqué que les cultivars qui ont un taux de perte en
poids considérable présentent un taux de germination faible. Notamment le brun moucheté
qui a enregistré le taux de perte en poids le plus éevé (12,30%) a donné le taux de
germination le plus bas (8,81%).

Selon Stamopoulos et Huignard (1980), a cause de I’ absence de phagostimulants, la
plantule est rarement consommeée au cours du dével oppement post-embryonnaire. Nous avons
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remargué que malgré la plantule soit indemne, le pouvoir germinatif des graines est souvent
en relation avec le degré d’ attague de la bruche et le nombre de graines touchées.

En effet la faculté germinative la plus faible est enregistrée chez le cultivar le plus
sensible (brun moucheté). Nous avons remarqué que la faculté germinative la plus élevée
N’ est pas notée sur la variété la moins sensible (niébé), cela est peut étre du ala diminution du
nombre des graines endommagées par la bruche sur cette variété. La variation du pouvoir
germinatif pourrait étre expliquée aussi par I’ attaque des germes pathogénes qui trouvent un
milieu favorable dans les graines touchées qui contaminent ensuite les graines juxtaposees,
formant un milieu favorable au développement des champignons pathogenes qui accélérent la
détérioration du milieu. D’ apres Huignard et al. (2011), les attaques de la bruche provoquent
des diminutions de la capacité germinative dues au dével oppement abondant des moisissures
dans leslieux de stockage.

Globaement, il ressort que les cultivars de haricot constituent I’ hote préférentiel d’A.
obtectus comparé au cultivar de V. unguiculata qui s est plutdt révélé répulsif. L’ évaluation
des parametres de reproduction appuient les résultats obtenus dans I’ é&ude du comportement
de choix des adultes fécondés de la bruche puisque les taux de fécondité, de fertilité et de
viabilité les plus faibles sont enregistrés sur les graines du niébé.

Parmi les cultivars de haricot commun et en considérant le taux de viabilité, le haricot
brun moucheté, le témoin et le rouge semblent étre les plus sensibles (ordre décroissant) a
I” attague d’ A. obtectus ; le petit blanc est par contre le plus résistant. Ces résultats ne sont pas
tous confirmées par |’ analyse factorielle des correspondances qui met en évidence larelation
entre la composition en COVs et les graines des différents cultivars. L’insecte se développe
tres bien sur les graines du cultivar brun moucheté alors que I’ AFC place ce méme cultivar
dans le méme groupe que le niébé. Le rapport Limonene-Linalool qui est inverse pour le
niébé comparé aux cultivars de P. vulgaris semble étre a I’ origine de I’ attractivité de ces

derniers.
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Ce travail de recherche a permis d’ apporter une contribution a I’ é&ude de la biologie de
la bruche du haricot Acanthoscelides obtectus et fournit un ensemble d’'ééments qui
pourraient servir d’ appui pour trouver des alternatives a lalutte par les insecticides chimiques
contre ce ravageur potentiel des grains de haricot dans les stocks.

Les résultats des expérimentations menées sur la biologie de la bruche du haricot ont
permis de distinguer quatre stades distincts chez A. obtectus: I’ ceuf, la larve, la nymphe et
I’imago. La durée du cycle de développement, depuis I’ ceuf jusqu’a |’ adulte, est d environ 30
jours dans les graines de P. vulgaris. L’incubation dure 6 jours et au moment de |’ éclosion, la
larve néonate, mobile, déchire le chorion de I’ ceuf pour sortir a la recherche d’une graine
adéguate pour y pénétrer dans les 24 heures suivantes. |l a éé observé que beaucoup de larves
profitent des trous forés par leurs congénéres, mais leurs galeries vont rapidement diverger a
I’intérieur delagraine.

Unefoisquelalarve L est al’intérieur delagraine (2 jours), elle mue pour la premiére
fois et se transforme en une larve morphol ogiquement tres différente, treés arquée et apode de
type L, (3 &4 jours). Les 3°™ et 4°™ stades larvaires durent respectivement 4 et 6 jours et le
stade nymphal s étale sur 8 jours et aboutit a des imagos qui sortent par des opercules
préparés par les larves.

Nos résultats montrent qu’ effectivement les poudres de Lamiacées (thym, sauge, menthe
et basilic) exercent une activité insecticide sur A. obtectus notamment sur la viabilité des ceufs
(thym et basilic). Cependant, les poudres de Légumineuses montrent un effet létal le plus
élevé sur les adultes de la bruche du haricot au méme temps gu’ un effet inhibiteur maximal de
la reproduction notamment pour le robinier et le genét. Leur effet est comparable a celui du
thym et du basilic sur la viabilité des ceufs. Trés peu d études ont testé des poudres de

Iégumineuses sur les insectes phytophages des denrées stockeées.

Il faut également signaler que malgré que les poudres de légumineuses soient tres
pauvres en huiles essentielles, celles-ci pourraient jouer un role de synergie avec les autres
composes hotamment les polyphénols. La richesse en composés plyphénoliques pourrait étre
al’origine de |’ efficacité des poudres de | égumineuses sur A. obtectus.

De plus, les résultats des bioessais ont montré que les poudres des plantes jouent un role
important dans la protection de la faculté germinative des graines tout en réduisant leur perte
proportionnellement aux doses utilisées. Les poudres de robinier, genét, eucalyptus et laurier

montrent des pourcentages de pertes les plus faibles variant de 0,6% a 2,9% aors que la
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poudre de féve exhibe une perte en poids de I'ordre de 11,47%. La meilleure protection est
assurée a la plus forte dose (5%) par les poudres de robinier (93%), de petit pois (90%), de
genét (82%), de féve (81%) et de basilic (81%) ; la poudre des feuilles du laurier noble a

montré le taux de germination le plus faible (68%).

Les huiles essentielles de 9 plantes aromatiques que nous avons testées par contact
semblent avoir toutes un effet toxique sur la longévité des adultes d' A. obtectus. Les plus
efficaces restent celles de Citrus bergamia, Thymus satureioides, Mentha piperita et Laurus
nobilis. Par contre les huiles essentielles les moins efficaces sur la durée de vie des adultes

d’' A. obtectus sont celles du citronnier Citrus limon et surtout du cedre Cedrus atlantica.

Si les huiles essentielles de bergamote, thym, menthe poivrée et laurier noble ont
manifesté un effet |étal considérable sur les adultes d' A. obtectus, celles du laurier noble,
d’eucalyptus, du mandarinier, de lalavande et du cedre ont surtout réduit lafécondité dans un
ordre décroissant. Les huiles essentielles les plus toxiques sur les adultes d’ A. obtectus sont
également les plus inhibitrices de la reproduction ; la réduction de la fécondité des femelles
résulte de la réduction de la longévité des adultes. Comme les poudres, les huiles essentielles
assurent également la protection des graines en préservant leur faculté germinative et leur

poids.

Les résultats des traitements par inhalation ont montré qu'en dehors de I'huile
essentielle de bergamote qui S est montrée efficace a des doses faibles, les huiles de Rutacées
semblent agir faiblement sur la longévité des adultes de la bruche du haricot. Parmi les
Lamiaceées, | huile essentielle de thym s’ est avérée la plus efficace ; les moyennes de mortalité
augmentent avec |I’augmentation de la dose et de la durée d’ exposition pour toutes les huiles
testées.

Le calcul du pourcentage de répulsion par la méthode de Mc Donad et al. (1970) a
permis de constater que les huiles essentielles de Laurus nobilis, M. piperita, L. angustifolia,
C. reticulata et C. aurantium bergamia sont répulsives avec des taux respectifs de 73,75%,
71,25%, 63,75%, 63,75% et 61,87% et celles de T. saturioides (53,75%), E. globulus
(51,25%) et C. limonum (43,75 %) sont moyennement répulsives. L’ huile essentielle de C.
atlantica est modérément répulsive montrant le pourcentage de répulsion le plus faible
(31,25%).
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L'attractivité des adultes d’ A. obtectus pour les graines de 5 cultivarsde P. vulgaris et
un cultivar de V. unguiculata a été étudiée dans des boites de Pétri (air statique). Les cultivars
de haricot : rouge, petit blanc, brun moucheté, jaune moucheté et celui du niébé sont testés
dans un olfactometre a quatre voies (air dynamique). Des différences de comportement entre
les méles et les femelles ont été enregistrées, ainsi que des diff érences de réponses suivant les
types de tests. Les males sont plus attirés que les femelles dans les tests en atmosphere
statique, surtout par les cultivars rouge et blanc, aors que les graines de niébé se sont

montrées moins attractives pour les femelles.

L'olfactométrie en air dynamique produit des résultats différents avec une bonne
réponse des femelles stimulées par les graines des cultivars, rouge et contréle. Le niébé n'est
pas du tout attractif pour les femelles. Les composés organiques volatils (COVs) émis par le
cultivar attractif rouge, le niébé ains que le témoin ont é&é identifiés par HS-GCMS et
['analyse a révélé la présence de 33 et 32 composés volatils chez les graines du témoin et du

niébé contre 29 chez le cultivar rouge.

Les mélanges de composés organiques volatils émis par les cultivars sont
principalement constitués par des composés terpéniques avec des ratios spécifiques pour
chague cultivar. La comparaison du ratio linalool-limonéne pour les cing cultivars suggere
I'émission d'un signa chimique spécifique. Les graines de niébé émettent une faible quantité
de linalool aors quil est majoritaire chez les cultivars, rouge et témoin. Les graines de niébé
sont aussi caractérisees par la présence de pentanal comme composé principal, qui est absent
chez le cultivar rouge et présent en petites quantités chez le témoin. Ces différences
qualitatives et quantitatives de la composition des composés organiques volatils COVs
pourraient expliquer le comportement de choix de la bruche du haricot qui est discuté dans un

contexte biologique et comportemental .

L’ ensemble des résultats obtenus lors de ce travail pourrait constituer des solutions
alternatives ou complémentaires a I’ utilisation des pesticides organiques de synthése pour la
protection des grains stockés de haricot. Le développement de bioinsecticides extraits de
plantes et la sélection de cultivars résistants a ce ravageur sinscrit dans le cadre de
I”agriculture et du développement durable. L’ Algérie recele une flore abondante et diversifiée
susceptible de fournir de nouvelles sources de composés d'origine végétale a propriétés

phytopharmaceutiques.
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De nombreuses perspectives de recherche peuvent étre dégagées de notre travail
notamment, |I’extraction des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques locales et
I"identification de leurs principes actifs. Il serait également intéressant d’évaluer |’ activité
insecticide des composés majeurs des huiles essentielles sur la bruche du haricot et leurs

effets synergiques ou antagonistes.

Concernant I’ é&ude des composés organiques volatils des cultivars de haricot, il serait
intéressant de tester les COV's candidats présents dans les graines des cultivars étudiés soit
seuls ou en combinaison sur des femelles fécondées d'A. obtectus et d effectuer des
enregistrements éectrophysiologiques sur les antennes des adultes d’A. obtectus afin de
déterminer quels sont les composés volatils qui influencent le comportement de choix des

males et des femelles de la bruche pour les différents cultivars de haricot.
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Annexes

Tableau 1. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle de bergamote sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

HE de  Longevité Fécondité Fertilité Viabilité Perte enpoids Germination

Bergamote
P 00 00 00 00 00 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 33,29a 7,9575a 11,69¢
0,5 ul 3,5b 40,5b 38,48b 10,51b 5b 69,6b
0,75 ul 2c 18,5¢ 32,72c Oc Oc 91,5a
1ul 1d od od Oc Oc 92,5a
2ul Oe od od Oc Oc 94,25a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Vaeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 2. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle de menthe poivrée sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Menthe Longévité Fécondité Fertilité Viabilité Perte en poids Germination

poivrée

P 00 00 00 00 00 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 43a 18,5a 11,69d

0,5 ul 10b 78,75b 64,36b 34,5b 10,5b 37c
1ul 6,75C 62,75C 54,44c 33,290 7,95¢ 79,24b
2ul 6C 45,25d 43,77d 25,5¢C 7,5¢ 73,10b
4ul 3,5d 23,5€ 39,33d 12,5d 0,7d 86,84a
6ul 2d 15,25f 29,35¢ 4,75€ Od 92,88a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 3. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle de thym sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Thym Longévité Fécondité Fertilité Viabilité Perte enpoids Germination

P 00 00 0,00001  0,00058 00 00
Oul 12,5a 155,75a 96,07a 41,87a 7,95a 11,69d
0,25 ul 7,5b 49,5b 86,51a 33,29a 2,02b 55¢c
0,5 ul 6,25bc 42,5b 77,73a 23,95ab 1,22c 62c
0,75ul 4,25cd 39% 75,47a 1,42b 0,55d 78b
1ul 3,25d 30b 48,8b Ob 0,55d 9la
2ul 1,75d 1,75¢ 20,83c Ob 0,27d 97a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chagque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).



Annexes

Tableau 4. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle de citronnier sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Citronnier Longévité Fécondité Fertilité Viabilité Perte en poids Germination

P 00 00 0,00003 00 0,00014 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 33,29 11,24a 11,69d
2ul 9,9b 162a 65,95ab 13,54b 7,95ab 47c
4ul 8,8bc 130a 60,96ab  10,05bc 6,69b 53b
6ul 7,5C 85,5b 44.87b 6,19¢c 4,09b 80,75a
8ul 2,07d 1,25¢ Oc 0d Oc 83a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Vaeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 5. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour I’ effet de |” huile essentielle de mandarinier sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Mandarinier Longévité Fécondité Fertilité Viabilité Perte en poids Germination

P 00 0,00006 0,00007 00 0,00003 00
Oul 12,5a 156,25a 77,73a 33,29a 11,93a 11,69d
2ul 9,72b 155,75a 63,01a 11,15b 7,95a 44,75¢c
4ul 7,63c 142,75a 58,17a 5,22bc 7,95a 56b
6ul 5,13d 43,5b 26,04b 2,7c 3,13b 75,25a
8ul le Ob Oc Oc Ob 80a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Vaeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chagque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 6. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour I’ effet de|” huile essentielle de laurier sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Laurier Longévité Feécondité Fertilité Viabilité Perte enpoids Germination

P 00 00 0,00002 00 00 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 33,29a 7,95a 11,69¢
2ul 2,87b 53b 25b 14,24b 5,57b 47,25d
4ul 1c 16,5¢ 16,22b Oc Oc 53c
6ul 0,79c 6,75¢C 13,16b Oc Oc 55,75b
8ul 0,19d 1,5¢c 3,12b Oc Oc 63,25a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chagque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).
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Tableau 7. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle d’ eucal yptus sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Eucalyptus Longévité Feécondité Fertilité Viabilité Perte enpoids Germination

P 00 00 00 00 00 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 33,29a 7,95a 11,69¢
2ul 8,75b 64,5b 69,76b 27,37b 7,95b 47,25d
4ul 6,75¢C 43,75¢C 59,43c 22,57c 5,2c 53c
6ul 4,75d 30d 54,02d 16,23d 3,2d 55,75b
8ul 2¢ Oe Oe Oe Oe 63,25a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chague colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 8. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle de lavande sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Lavande Longévité Fécondité Fertilité Viabilité Perte enpoids Germination

P 00 00 0,00021 00 00 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 33,29a 20,14a 11,69d
2ul 7,5b 121,75b 70,65a 21,98b 7,95b 38c
4ul 6C 68,5¢C 63,92ab 15,09c 6,86b 66b
6ul 4,25d 37,25d 48,04b 7,56d 4,08c 8la
8ul 1,75€ 11,75€ 28,47c Oe 0d 85a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chagque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 9. Résultats de I’ analyse de la variance a un facteur et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet de I’ huile essentielle de cedre sur lalongévité des adultes d’ A. obtectus.

Cedre Longévité Feécondité Fertilité Viabilité Perte en poids Germination

P 00 00 00 00 00 00
Oul 12,5a 155,75a 77,73a 33,29a 7,95a 11,69c
2ul 11,25b 80b 72,790 4,08b 6,27b 67,75b
4ul 8,5¢ 61,25¢c 71,44b 2,50bc 4,21c 69,44ab
6ul 7,25d 50d 67,61c Oc 2,82d 71,15ab
8ul 5,75e 28,25¢ 61,175d Oc 1,47¢ 73,42a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 1 facteur. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chagque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).
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Tableau 10. Résultats de I’ analyse de la variance comparative et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet des six huiles essentielles testées sur les parameétres biologiques de la bruche du
haricot.

HE Longévité HE Fécondité HE Fertilité HE Viabilité
P 0,00016 0,014 0,0099 0,0044
Cedre 9,05a Citronnier  106,9a Cedre 70,15a Eucalypt. 19,89
Citronnier ~ 8,15a Mandarinier  99,65a Lavande 57,76a Lavande 15,58ab
Mandarinier 7,19a Lavande 79ab Eucalyp. 52,19ab | Citron. 12,61b
Eucalyptus 6,95a Cedre 75,05ab Citron. 49,90ab | Mandar. 10,48b
Lavande 6,4a Eucalyptus 58,8ab Mandar. 44,99ab Laurier 9,50b
Laurier 3,4715b Laurier 46,7b Laurier  27,04b Cedre 7,97b

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 2 facteurs. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 11. Résultats de I’ analyse de la variance comparative et du test de Newman et Keuls
pour |'effet des six huiles essentielles testées sur les caractéristiques agronomiques des
graines de haricot.

Huiles essentielles Perte en poids Taux de germination
P 0,73NS 0,12NS

Citronnier 9,77 55,088

Mandarinier 10,49 53,538

Eucalyptus 10,80 49,13

Laurier 10,82 46,18

Lavande 12,58 56,33

Cedre 9,32 58,69

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P=0: différences trés hautement significatives pour tous les
parameétres étudiés déterminées par une analyse de la variance a 2 facteurs. Les valeurs suivies par la ou les
mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas significativement entre elles au seuil de 5% (test de
Newman et Keuls).
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Tableau 12. Résultats de I’ analyse de la variance comparative et du test de Newman et Keuls
pour |’ effet des huiles essentielles testées a faibles doses sur les paramétres biologiques de la
bruche du haricot et les caractéristiques agronomiques des graines.

Huiles
essentidles  Long&vité  Fécondité  Fertilité  Viabilite L oleen  Tauxde

poids germination

P 0,020 0,03 0,053NS | 0,025 0,18NS 0,031
Menthe 8,81a 85,62a 60,07 34,07a 17,08 50,26b
Thym 6,25ab 56,62b 58,47 14,31b 10,00 65,42a

Bergamote 4,25b 49,06b 29,05 10,95b 12,95 67,01a

Toutes les expériences sont répétées 4 fois. Valeur de P: différences significatives déterminées par une analyse
de lavariance a 2 facteurs. Les valeurs suivies par la ou les mémes lettres dans chaque colonne ne différent pas
significativement entre elles au seuil de 5% (test de Newman et Keuls).

Tableau 13. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur huiles essentielles testées a
des doses faibles par inhalation.

F1 Huiles Moyennes Valeur P
20  Thym 77,37a

1.0 Bergamote  60,12b 00***
3.0 Laurier 48,12c

Tableau 14. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour le facteur doses des huiles essentielles testées a des doses faibles par inhalation.

F2 Doses Moyennes Valeur P
50 40ul  91,87a

40 30ul  81,66b

3.0 20yl 80,83  00***
2.0 10yl 55¢

1.0  oul od

Tableau 15. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour le facteur temps ou durée d’ exposition aux huiles essentielles testées a des doses faibles
par inhalation.

F3 Temps Moyennes Valeur P
40 96H 72,33a
30 72H 68,66a
20 48H 60,33  00***
1.0 24H 46,16¢
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Tableau 16. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour |’ interaction huiles essentielles* doses testées a des doses faibles par inhalation.

F1 F2 Huile* Dose Moyennes Valeur P
20 5.0 Thym D40pl 100a

20 4.0 Thym D30pl 98,12ab

20 3.0 Thym D20pl 97,5ab

1.0 5.0 Bergamote D40yl 93,12ab

20 20 Thym D10pl 91,25ab

1.0 40 Bergamote D30yl 85,62abc

3.0 5.0 Laurier D40ul 82,5abc e
10 30  Bergamote D20yl 7750cd 000012
3.0 30 Laurier D20pl 67,5cd

3.0 4.0 Laurier D30p 61,25d

1.0 20 Bergamote D10l 44,37e

3.0 20 Laurier D10l 29,37f

1.0 1.0 Bergamote DOul Og

20 1.0 Thym DOl Og

3.0 1.0 Laurier DOpl Og

Tableau 17. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour |’ interaction huiles essentielles* temps testées a des doses faibles par inhalation.

F1 F3 Huile*Temps Moyennes Valeur P

20 30 Thym T72h 80a
20 4.0 Thym T96h 80a
2.0 20 Thym T48h 79a

1.0 4.0 Bergamote T96h 74ab
1.0 3.0 Bergamote T72h 7labc
20 1.0 ThymT24H 70,5abc
3.0 40 Laurier T96h 63abc
1.0 2.0 Bergamote T48h 60bc
3.0 30 LaurierT72h 55¢
3.0 20 Laurier T48h 42d
1.0 1.0 Bergamote T24h 35,5d
3.0 1.0 Laurier T24h 32,5d

0,02799*
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Tableau 18. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour le facteur huiles essentielles testées par inhalation.

F1
6.0
5.0
4.0
3.0
1.0
2.0

Huiles Moyennes Valeur P
Menthe 75,87a
Lavande 75,12a
Eucalyptus 72,5a 00***
Cedre 27,62b
Citronnier 25,5b
Mandarinier  21,62b

Tableau 19. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour le facteur doses d’ huiles essentielles testées par inhalation.

F2
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0

Doses Moyennes Valeur P

80ul
60ul
30ul
10pl
Opl

79,47a
64,06b
58,54b
46,45cC
0d

OO***

Tableau 20. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour le facteur durée d’ exposition aux huiles essentielles testées par inhal ation.

F3
4.0
3.0
2.0
1.0

Temps Moyennes Valeur P

96H
72H
48H
24H

57,91a
54,91ab
49,91b

36,08c

OO***



Annexes

Tableau 21. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour |’ interaction huiles essentielles* doses testées par inhalation.

F1 F2
4.0 5.0
5.0 5.0
4.0 4.0
5.0 40
6.0 5.0
6.0 4.0
6.0 3.0
5.0 3.0
4.0 3.0
6.0 2.0
5.0 2.0
1.0 5.0
4.0 2.0
2.0 5.0
3.0 5.0
3.0 3.0
3.0 40
2.0 4.0
1.0 4.0
2.0 3.0
1.0 3.0
3.0 20
1.0 20
2.0 2.0
40 1.0
20 1.0
1.0 1.0
50 1.0
3.0 10
6.0 1.0

Huile* Dose
Eucal yptus d80ul
Lavande d80ul
Eucalyptus de0pul
Lavande d60pl
Menthe d80pl
Menthe d60pl
Menthe d30pl
Lavande d30ul
Eucalyptus d30pul
Menthe d10pl
Lavande d10pl
Citron d80ul
Eucal yptus d10ul
Mandarinier d80pl
Cedre d80pl
Cedre d30pl
Cedre de0pl
Mandarinier deOpll
Citron de0pl
Mandarinier d30pl
Citronnier d30pl
Cedre d10pl
Citronnier d10pl
Mandarinier d10ul
Eucalyptus dOpl
Mandarinier dOul
Citronnier dOul
Lavande dOul
Cedre dOul
Menthe dOul

M oyennes

100a
100 a
100 a
100 a
98,75 a
98,12 a
97,5a
93,75 a
87,5a
85a
81,87 a
78,12 a
75a
52,5b
475b
38,75 bc
38,12 bc
25cd
23,12cd
19,37cd
14,37d
13,75d
11,87d
11,25d
od

Valeur P

OO***
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Tableau 22. Résultats de I’ analyse de la variance a 3 facteurs et du test de Newman et Keuls
pour |’ interaction huiles essentielles* temps testées par inhalation.

F2 F3 Huile*Temps Moyennes Valeur P
5.0 4.0 d80ul T96H 90a

5.0 3.0 d80ulT72H 84,16ab

5.0 2.0 d80ul T48H 77,08abc

4.0 4.0 d60ul T96H 71,25bcd

3.0 4.0 d30ulT96H 69,58bcd

4.0 3.0 d60ul T72H 68,33bcde

5.0 1.0 d80ul T24H 66,66bcde

3.0 3.0 d30uplT72H 65bcde
4.0 20 d60pl T48H 64,16cde
3.0 2.0 d30pl T48H 60cde

2.0 40 d10MIT96H  58,75cde  (ys59%
2.03.0 dl0uIT72H  57,08cde
4.0 1.0  d60ul T24H 52,5def
2.0 2.0  d10ul T48H 48,33ef

3.0 1.0  d30pl T24H 39,58f
2.0 1.0 d10pl T24H 21,668
1.0 3.0  dOul T72H Oh
1.0 4.0  dOul T96H oh
1.0 1.0  dOul T24H Oh
1.0 2.0  dOpl T48H Oh

Tableau 23. Pourcentage (+SE) du choix initial des méles et femelles gravides de A. obtectus

sur les cultivars de haricots versus témoin

Males Femelles

Stimuli témoin Stimuli témoin Valeur P K-W
H.rouge Vstémoin 0.83+0.11 0.75+0.13 0.58+0.14 0.16+0.11 0.0004***
H.blanc Vs témoin 0.75+0.13 0.16+0.11 0.66+0.14 0.25+0.13 0.0069**
H.dolique Vs témoin 0.16+0.11 0.75+0.13 0.66+0.14 0.33+0.14 0.0134*
H.brun Vs témoin  0.66+0.142 0.33+0.142 0.58+0.14 0.41+0.14 NS
H.jaune Vs témoin  0.75£0.13 0.25+0.13 0.50+0.15 0.50+0.15 NS

Toutes les expériences sont répétées 12 fois. P value: différences significatives déterminées par le test de
Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).
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Tableau 24. Pourcentage du choix initial £SE des males et des femelles gravides d’ A.

obtectus en olfactométrie & deux choix.

Males
Stimuli Témoin
H.rouge Vstémoin (1) 0.40+0.16  0.60+0.16
H.blanc Vstémoin (2) 0.40+0.13 0.26+0.11
H.doligueVstémoin (3) 0.42+0.13 0.26x0.11

Femelles
Stimuli Témoin
0.60+0.16 0.40+0.16
0.20+0.10 0.40+0.13
0.066+0.06  0.66+0.12

Valeur P K-W
NS

NS

0.0061

Les expériences 2 et 3sont répétées 15fois/ I’ expérience 3 est répétée 10 fois. Valeur P: différences significatives
déterminées par le test de Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).

Tableau 25. Pourcentage du choix initial +SE des méles et femelles d A. obtectus en

olfactométre a quatre choix.

Males Femelles Valeur P KW
H. rouge 0.07+0.07 0.30+0.13
H. blanc 0.30+0.13 0.07+0.07 NS
H. dolique 0.15+0.1 0.23+0.12
Témoin 0.30+0.13 0.30+0.13

Les expériences 2 et 3 sont répétées 15fois/ I'expérience 3 est répétée 10 fois. Valeur de P: différences
significatives déterminées par |e test de Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).

Tableau 26. Temps de choix moyen (sec.) +SE des méales et des femelles gravides en

olfactométre a quatre choix.
Males Femelles Valeur PKW
H. rouge 280.76+19.25 214.30+£37.20
H. blanc 230.69+30.69 282.15+17.87 NS
H. dolique 260.07+27.16 238+31.46
Témoin 215.23+36.9 225+31.46

Les expériences 2 et 3 sont répétées 15fois/ I'expérience 3 est répétée 10 fois. P value: différences significatives
déterminées par le test de Kruskal-Wallis (anova non paramétrique).
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Summary. Two-choice tests were conducted on five bean cultivars of Phaseolus vulgaris L. and one of Vigna unguiculata
(Walp.) to evaluate the attractiveness for mated males and females of a worldwide granary pest, Acanthoscelides obtectus
Say. Attraction behaviour was studied under choice conditions in a static air and dynamic airflow olfactometer on red, white
and cowpea cultivars against control beans. Behavioural differences between males and females were recorded. In the static
atmosphere test, males were more attracted than females to dry beans, especially red and white cultivars; whereas cowpea
beans attracted fewer females. Yellow and brown beans were attractive to males but were not significantly different from
control beans. A dynamic air olfactometer experiment gave different results. The best responsiveness of females was when
stimulated by red and control cultivar beans. They were not attracted by cowpea beans. Volatile organic compounds
(VOCs), released from red, cowpea and control beans, were tentatively identified from solid phase microextraction (SPME)
collections and headspace gas chromatography coupled to mass spectrometry (HS-GCMS). Analysis revealed a presence of
33 and 32 VOCs respectively in control and cowpea beans and 29 in red beans. VOC blends, released by studied cultivars,
were mainly composed of terpenic compounds with a specific ratio for each cultivar. A comparison of linalool/limonene
ratios for each cultivar suggests emission of specific chemical signals in control and red beans, whereas in cowpea beans the
ratio of linalool and limonene was reversed and associated with a high level of pentanal. Qualitative and quantitative
differences in the blend composition of red, cowpea and control beans may explain the choice behaviour of the bruchid,
which is discussed in a biological and behavioural context.

Résumé. Les composés organiques volatils des graines de haricot médiateurs dans le choix de I’hdote chez
Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera : Chrysomelidae : Bruchinae). Des tests de choix sont conduits sur les
graines de 5 cultivars de Phaseolus vulgaris L. et d’un cultivar de Vigna unguiculata (Walp.) afin d’évaluer leur attractivité
vis-a-vis des males et des femelles gravides de la bruche du haricot, Acanthoscelides obtectus Say, un ravageur important
des graines stockées. L attractivité des cinq cultivars de graines a été étudiée dans des boites de Pétri (air statique). Trois
cultivars rouge, blanc et le niébé sont testés dans un olfactométre a quatre voies (air dynamique). Des différences de
comportement entre les males et les femelles ont été enregistrées, ainsi que des différences de réponses suivant les types de
tests. Les males sont plus attirés que les femelles dans les tests en atmosphére statique, surtout par les cultivars rouge et
blanc, alors que les graines de niébé se sont montré moins attractives pour les femelles. L’olfactométrie en air dynamique
produit des résultats différents avec une bonne réponse des femelles stimulées par les graines des cultivars, rouge et controle.
Le niébé n’est pas du tout attractif pour ces derniéres. Les composés organiques volatils (COVs) émis par le cultivar attractif
rouge, le niébé ainsi que le témoin ont ét¢ identifiés par HS-GCMS et I’analyse a révélé la présence de 33 et 32 composés
volatils chez les graines du témoin et du niébé contre 29 chez le cultivar rouge. Les mélanges de COVs émis par les trois
cultivars sont principalement constitués par des composés terpéniques avec des ratios spécifiques pour chaque cultivar. La
comparaison du ratio linalool-limonene pour les trois cultivars suggére I’émission d’un signal chimique spécifique. Les graines
de niébé émettent une faible quantité de linalool alors qu’il est majoritaire chez les cultivars, rouge et témoin. Les graines de
niébé sont aussi caractérisées par la présence de pentanal comme composé principal, qui est absent chez le cultivar rouge et
présent en petites quantités chez le témoin. Ces différences qualitatives et quantitatives de la composition des COVs pourraient
expliquer le comportement de choix de la bruche du haricot qui est discuté dans un contexte biologique et comportemental.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Vigna unguiculata; VOCs; host choice; attractiveness; repellence; insect behaviour;
olfactometer; GCMS

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) (Leguminosae) is cereals, beans play an important role in the diet of the
a very important legume crop cultivated mainly in develop- Algerian population. However, these strategic crops suffer
ing countries, where it constitutes a primary source of dietary losses due to bruchids during the post-harvest stage, espe-
proteins and minerals such as iron and zinc. Alongside cially in storage (Kellouche & Soltani 2004).
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The bean beetle, Acanthoscelides obtectus (Say 1831)
(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae), is one of the most
damaging pests of common beans in the Mediterranean area
(Regnault-Roger et al. 2004; Ayvaz et al. 2010). It is a
multivoltine and oligophagous bruchid that damages not
only P. vulgaris but also other Leguminosae species such
as Vigna unguiculata (Walp.), Cicer arietinum L. and Vicia
faba L. (Hamraoui & Regnault-Roger 1995). Larvae feed
on beans and cause losses of more than 30% of stored
products (Pemonge et al. 1997). This insect can complete
its entire life cycle within stored dry beans without return-
ing to the field (Labeyrie 1962).

Semiochemicals are signal molecules used by insects
in e.g. feeding, mating and egg laying (Norin 2007).
The most widely used semiochemicals in pest manage-
ment are sex pheromones, employed for population
suppression or for efficient detection and monitoring.
Pheromones have been isolated for many stored-product
insects, and lures are commercially available (Chambers
1990; Phillips et al. 2000). However, plant volatiles can
also be used successfully by manipulating the host
location behaviour of the target insect. Indeed, a large
range of behavioural responses in insects are elicited by
plant chemicals, which can act as defence agents against
pathogens and herbivores, stimulate pheromone produc-
tion or induce repulsion or attraction for oviposition
(Bernays & Chapman 1994; Reddy & Guerrero 2004).
Acanthoscelides obtectus uses semiochemicals at different
stages of its life cycle. Previous studies focused on volatile
organic compounds (VOCs) released by the insect. Horler
(1970) identified a sex pheromone which is produced by
males and Halstead (1973) showed that contaminated
beans (beans confined with males for 24 h prior to use)
attracted virgin females but seemed less attractive to mated
females than clean beans; virgin females given the choice
between male pheromones and the smell of beans choose
the former, showing that male pheromones contribute to
mating before dispersal. However after fertilization, the
females are no longer attracted by the pheromone and are
free to disperse and locate new hosts, e.g. ripening pods in
the field or beans in the store, by their smell. Szentesi
(1981) and Brzostek & Ignatowicz (1990) found that both
males and females release deterrent oviposition signals on
beans, which stimulate beetle dispersal among them.
Parsons and Credland (2003) confirmed the previous
results and suggested that A. obtectus oviposition appears
to be an adaptation to both storage and cropland environ-
ments. Nazzi et al. (2008) noted that 4. obtectus females
preferred the odour of clean beans than that of beans
where their conspecifics had developed. Ether extracts of
such beans were repellent to these beetles.

A large number of insect pests use plant volatiles in
host location. For many decades the role of chemical sig-
nals released by plants was assessed as an important cue for
oviposition site recognition (Bernays & Chapman 1994;

Bruce et al. 2005). Insects locate suitable host plants by
integrating numerous sensory inputs, including olfactory
cues, gustatory semiochemical cues and physical informa-
tion such as host plant colour, shape and texture. They are
attracted to plant volatiles to locate food and potential
mates, or select oviposition sites. Few studies have been
published about host location in storage pests such as the
bean beetle A. obtectus in relation to bean cultivar volatile
organic compounds (VOCs). The study of Oomah and
Liang (2007), based on gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GCMS) analysis of VOCs emitted by
P. vulgaris dry bean cultivars, indicates a presence of 62
volatiles consisting of aromatic compounds, hydrocarbons,
aldehydes, alkanes, alcohols and ketones, with 18 com-
pounds bearing common profiles, showing the differences
between cultivars in abundance and profile of VOCs.
However the study did not investigate the effect of such
VOC blends on the behaviour of bruchids.

The objective of the present study is to determine the
resistance or sensitivity of bean cultivars and whether A.
obtectus beetles can use VOCs to locate them. Choice
experiments were conducted on mated beetles, consider-
ing in the first experiment olfactive and visual cues, and
only olfactive cues in the second one. Bean VOCs profiles
were studied to determine putative compounds, indicating
sensitivity or resistance, and were tentatively identified
using headspace solid phase microextraction (HS-SPME)
and GCMS methods.

Materials and methods
Insects

The Acanthoscelides obtectus strain came from a sample col-
lected in Tlemcen, Algeria (34°52'41"N, 1°18'53"W) in 2000
and was reared in a dark incubator under controlled conditions
(30 £ 1°C and 70 + 5% relative humidity) on P. vulgaris dry
beans (Rognon blanc cultivar) maintained in glass bottles (18 cm
high and 11 ¢cm diameter). Every two months, newly emerged
unsexed adults were transferred onto fresh beans for rearing.
Adults used in our experiments originated from the same
generation. Every day, newly emerged individuals were placed
for 48 h in Petri dishes containing beans, in order for mating to
occur. Beetles were sexed to separate gravid females from males.

Beans

Five cultivars of P vulgaris and one of V. unguiculata usually
cultivated in Algeria were studied. Control beans were the white
kidney bean cultivar on which beetles were reared. The other
cultivars — small white beans, red beans (Sunray cultivar), brown
and yellow beans (speckled beans named Coco of Prague) and
cowpea beans (black eye California cultivar of V. unguiculata) —
were obtained from a commercial supplier (Tizi Ouzou, Algeria).
They were certified to have been treated with no insecticide and
no chemicals and conserved at 4°C before using. The white
kidney beans on which the insects were reared are referred to
as control for all experiments. In the olfactometer test, yellow
and brown beans were discarded because they did not show
significant differences from control beans.
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Figure 1. Bean cultivar combinations presented to mated males and females of Acanthoscelides obtectus in two-choice test bioassays.
CB: control bean, RB: red bean, WB: white bean, BB: brown bean, YB: yellow bean and COB: cowpea bean.

Experimental conditions

Static air choice bioassay. Choice chambers were prepared with
Petri dishes (diameter 10 cm) divided into two sectors.
Combinations of one control bean with either red, white, brown,
yellow or cowpea beans were tested (Figure 1). For each combina-
tion, two beans were placed in the opposite sides of a chamber while
a single mated male or gravid female was introduced in the center of
the lower half of the Petri dishes (as shown on Figure 1) and
observed for 10 minutes. Experiments were replicated 12 times,
conducted under apposite white artificial light at 23°C. Initial choice
and time required by adults to make their choice (the time from
insect release to the moment when insect is on the chosen bean),
named the “choice time”, were recorded. During these bioassays, a
beetle can be guided by both olfactory and visual factors.

Dynamic air olfactometer test. A four-way olfactometer (internal
dimensions of chamber: 6.5 by 6.5 cm and external dimensions:
24.5 by 24.5 cm), built according to Vet et al. (1983), was used to
observe A. obtectus adults’ behaviour stimulated by VOCs released
from bean cultivars. In this bioassay we used only white, red or
cowpea beans (selected in the choice test) against control beans. Two
different cultivar beans were presented to both mated males and
females introduced in the centre of the olfactometer. Each observa-
tion lasted five minutes. Each choice test was replicated 15 times for
cowpea and white cultivars and 10 times for the red cultivar. The
olfactometer was placed in a dark room lighted from above with
white light and maintained at 23°C temperature. After each repeti-
tion, each way of the olfactometer was separately cleaned with
ethanol. Individual initial choices and choice times (s) were recorded.

VOC extraction and analysis

We considered only cultivars giving either high (red bean) or low
(cowpea bean) responses in the olfactometer tests. Brown and yel-
low were not studied because responses were equivalent to control
beans. VOCs were collected from these beans using HS-SPME.
Samples of studied beans (26 g) were placed in sealed glass flasks
(50 ml) and left for 1 h for equilibration. SPME fibres (divinylben-
zene/carboxen/ polydimethylsiloxane — DVB/CAR/PDMS — 50/30
um SUPELCO) were inserted through the aluminium foil closing

the flask. After 24 h, fibres were collected and wrapped in aluminium
foil and stored at —20°C before analysis. Two replications were
performed for each cultivar, and results may be distorted.

Analyses were performed by gas chromatography (GC)
(VARIAN 3400 CX, USA) coupled with mass spectrometry (MS)
(VARIAN-Ion Trap Saturn II, USA). The chemicals adsorbed on
SPME fibres were thermally desorbed into the injector held at
250°C. Compound separation was carried out using an Rxi-5 ms
column (Restek, Lisses, France) 30 m x 0.32 mm internal diameter
(i.d.), film thickness 0f 0.25 um. The oven temperature program was
50°C for 3 min, followed by a temperature increment of 8°C/min
to 300°C. Helium was used as carrier gas. Mass spectra were
obtained in electron impact mode (70 eV, 35 to 400 amu) with the
ion source at 230°C. Compounds eluted from SPME collections
were identified according to their mass spectra and retention indexes
(RIs) computed using n-alkanes from C;q to C,4, eluted under the
same conditions. Each compound spectrum and RI was compared
with the Rls and spectra of laboratory and NIST 1998 libraries
(NIST, Gaithersburg, MD, USA) using deconvolution software
AMDIS32. VOCs collected from red, control and cowpea beans
were identified and relative percentages (ratios) were calculated
relevant to total compound quantities.

Statistical analysis

Behaviour results of males and females are expressed in terms of
choices 0 and 1. Time (in seconds) required by adults to make
their choice (choice time) is noted in relation to the duration of the
experiment. The data series were compared using the Kruskal—
Wallis test on the GraphPad program (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). Factorial correspondence analysis (FCA)
was performed for the identified VOCs.

Results
Static air choice bioassay

Average responses of A. obtectus males were higher than
those of females during the choice test in Petri dishes.
Males were significantly more attracted to red and white
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beans than to control beans (p = 0.0004 and p = 0.0069,
respectively), whereas females did not show any signifi-
cant choice, even though red and white cultivars were
more chosen than the control cultivar. Males were signifi-
cantly(p = 0.0004) more attracted by red beans than
females whereas the differences were not significant
between male and female attraction to white beans.
Conversely, cowpea beans did not attract males (p =
0.0134) whereas the females exhibited a response compar-
able with the control. In the presence of brown and yellow
beans, males and females were attracted but not signifi-
cantly more than to the control beans (Figure 2). Thus
these two cultivars were not further studied.

Choice time for each cultivar was compared to control
and corroborate the males’ and females’ initial choices. The
most chosen beans, i.e. the red cultivar, showed a short
choice time. Compared to control beans, males spent less
time (155.67 £ 61.61 s) choosing red beans (p = 0.0001)
than white beans (349.67 £ 49.53 s) (p = 0.0579). Control
beans were more quickly chosen by males (274.92 + 67.78
s) than cowpea beans (538.58 + 41.42 s) (p = 0.0243). For
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females, no significant difference appeared in choice time.
Concerning yellow and brown cultivars, males and females
did not express any significant difference in duration of the
choice behaviour (Table 1). These results suggest that
males were more involved by bean choices and were
attracted in decreasing order by red, white, control and
cowpea beans.

Dynamic air olfactometer test

In the four-arm olfactometer, no significant difference
appeared relating to 4. obtectus male and female choices
when they were stimulated by red or white beans. In
the presence of cowpea and control beans, females were
significantly more attracted by control beans (p =
0.0061), whereas male attraction did not differ signifi-
cantly (Figure 3). Overall choice responses showed that
cowpea beans were less attractive than the others.
Choice time analysis showed that females spent sig-
nificant lower time choosing control beans than cowpea
beans (p = 0.0025). For the other cultivars, duration

Red Control Brown
[ Male
Bl Female
b
Cowpea

Figure 2. Initial choice percentage of A. obtectus mated males and females on bean cultivars against control beans (Rognon blanc
cultivar) in Petri dish two-choice tests. All experiments were replicated 12 times. Means with different letters are significantly different at

p <0.01, determined by Kruskal-Wallis test.
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Table 1. Mean choice time (s) (mean + SE) spent by A. obtectus males and females choosing cultivar beans versus control beans in

Petri dish choice test.

Males Females
Stimuli Control Stimuli Control p-value K-W
Red bean versus control 155.67 £ 61.61a 567.5+3250b 318.75 + 74.65a 555.25 £ 31.26b 0.0001(**%*)
White bean versus control 349.67 £ 49.53 516.75 £ 56.12 360.92 £ 57.4 502.5 £ 50.97 NS (0.0579)
Cowpea bean versus control 538.58 £41.42a 274.92 £ 67.78 360.83 £ 59.93 430.5 £ 74.30b 0.0243(*)
Brown bean versus control 311.92 + 63.64 435.08 + 70.43 457.67 £ 45.59 505 £+ 39.79 NS
Yellow bean versus control 346.75 £ 48.98 504.17 £ 50.1 329.92 + 81.48 365 + 71.86 NS

All experiments were replicated 12 times. Means with different letters in the same row are significantly different using the Kruskal-Wallis test. NS: not

significant; (***): o = 0.001 and (*): a = 0.05.

B0

Initial choice (%)

Control White Control

O Male
B8 Female
s
|‘_LI |J_-L
Red Control Cowpea

Figure 3. [Initial choice percentage of 4. obtectus mated males and females on red, white and cowpea beans against control (Rognon
blanc cultivar) in a four-arm olfactometer bioassay with two-choice tests. Experiments were replicated 15 times for control and cowpea
beans and 10 times for red beans. Means with different letters are significantly different at p < 0.01, determined by Kruskal-Wallis test.

Table 2. Mean choice time (s) (mean + SE) spent by 4. obtectus males and females choosing beans in two-choice olfactometer

bioassays.
Males Females
Stimuli Control Stimuli Control p-value n
Red bean versus control 238.8 £31.30 185.9 + 38.90 187 + 38.62 230.8 £ 35.93 NS 10
White bean versus control 190.27 + 36.02 225.75 £ 32.95 243.87 + 30.02 188.53 + 36.51 NS 15

Cowpea bean versus control 199.67 + 33.02 231.47 +30.63

281.33 + 18.66a 133 +32.52b 0.0061(**) 15

Means with different letters in the same row are significantly different using the Kruskal-Wallis test. NS: not significant; (***): oo = 0.001; (*): a = 0.01.

of responses did not differ significantly (Table 2). The
results showed that females react quicker than males to
odours released by beans in the olfactometer, but with
no significant difference. Statistical differences were
recorded only for cowpea beans against control beans.
Cowpea beans were the less attractive compared to the
other cultivars.

VOC extraction and analysis

VOCs of red, cowpea and control dry bean cultivars were
collected using headspace SPME and tentatively identified
with GCMS. A total of 34 VOCs were detected from the
three cultivars (Table 3). In the control and cowpea beans
33 and 32 VOCs, respectively, were identified, compared
to 29 in red beans. Some qualitative differences between
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Table 3. Relative percentage of VOCs collected by SPME (DVB/CAR/PDMS — 50/30 pm Supelco) on P. vuigaris bean cultivars (red

and control) and a V. unguiculata cultivar identified by GCMS.

Cultivar
Red (n =2) Cowpea (n = 2) Control (n = 2)
RI VOC Mean + SE O Mean + SE (0] Mean + SE O
690 Pentanal — 0 31.6 £3.5 2 24+34 1
718 Pentanol — 0 1.0£13 1 1.0+1.0 2
729 2 pentanone — 0 02=+03 1 0.1 +£0.05 2
758 2 Methane 1 butanol 0.01 £0.02 1 0.1 £0.01 2 0.4 +0.6 1
808 2 hexenol 1.8+2.6 1 43 +0.5 2 5.0+09 2
859 Cis 3 hexenol 0.02 = 0.04 1 0.7 +0.1 2 02+03 1
869 Hexanol 0.1 £0.1 1 1.8 £0.8 2 23+1.6 2
942 Alpha pinene 0.3+0.2 2 0.9 +0.2 2 1.8+1.5 2
968 Benzaldehyde 22+13 2 03+04 1 77+19 2
980 Trans 2 octenal 0.7+04 2 — 0 0.1 £0.2 1
981 Beta pinene 20+14 2 0.7+0.2 2 0.8 +1.2 1
993 Beta myrcene 04+0.2 2 1.0 £ 0.6 2 0.1 £0.2 1
1019 3 carene 0.2 +0.1 2 0.3 +£0.04 2 04+03 2
1031 p-cymene 0.6 £0.5 2 0.3 +0.1 2 0.5+0.3 2
1037 Limonene 14.8 £5.5 2 26.6 = 11.0 2 114 +£3.1 2
1042 Benzyl alcohol — 0 0.5+0.7 1 26+1.6 2
1066 Terpinene 0.5+0.3 2 0.2 +0.0 2 0.1 +0.1 1
1106 Linalool 514 £ 1.3 2 153 +5.1 2 33.2+1.2 2
1117 Thujone 0.8 +0.7 2 53+5.0 2 1.5+1.4 2
1125 2 phenylethanol 03=+0.5 1 1.0 £0.8 2 1.3£1.8 1
1155 4 methyl 5 nonanol — 0 0.1 £0.1 1 0.6 £0.4 2
1164 Nerol 1.3+£19 1 0.6 £ 0.9 1 0.8 +£0.7 2
1185 Menthol 04 +0.1 2 0.4 +0.0 2 0.7+0.2 2
1203 Terpineol 0.6 0.3 2 0.2 £0.1 2 0.6 = 0.1 2
1208 Citronellol 7.4 +35 2 4.6 +£2.8 2 12.1 £ 0.6 2
1247 Anise aldehyde 0.5+0.2 2 03+04 1 1.6 £ 0.01 2
1258 Carvone 52+73 1 0.1 £0.2 1 0.7+0.2 2
1362 Sesquiterpene 0.6 +0.1 2 0.1 +£0.1 1 02+0.3 1
1413 Alcohol 0.1 £0.2 1 — 0 03+0.5 1
1418 Unknown compound 22+1.7 2 02+04 1 79+22 2
1443 Isomer of farnesene n°l 05+02 2 0.1 £0.1 1 0.1+0.2 1
1452 Caryophyllene 09 +0.5 2 0.1 £0.0 2 03+04 1
1517 Isomer of farnesene n°2 37+19 2 03+04 1 09+1.3 1
1526 Isomer of farnesene n°3 04+04 2 0.8+04 2 — 0

RI: retention index; SE: standard error; O: occurrence. Bold type indicates compounds that presented highest ratio in each cultivar.

cultivars were reported: pentanal, pentanol, 2 pentanone,
benzyl alcohol and 4-methyl 5-nonanol were missing in
red beans but were present in cowpea and control beans.
Most (about 80%) of volatile compounds from beans, 26
VOCs, were shared by all the three cultivars. Of these, 18
were terpenic chemicals. The main qualitative differences
occurred between cowpea and the other two Phaseolus
species. The main compound identified in cowpea efflu-
via, pentanal, was absent in red beans and present as
minor compound in the control beans. In red and control
beans, the main components were the linalool and limo-
nene and citronellol, also present in cowpea VOCs but in
different relative amounts. Considering the three types of
beans and the 18 most abundant VOCs — pentanal, penta-
nol, 2-hexenol, hexanol, alpha pinene, benzaldehyde, beta
pinene beta myrcene, limonene, benzyl alcohol, linalool,

thujone, phenylethanol, nerol, citronellol, carvone and
isomers of farnesene (Figure 4) — we found qualitative
and quantitative differences. Interest is focused on relative
amounts of the main shared compounds: linalool and
limonene (Figure 5). Linalool was the main compound
of the red and control beans effluvia whereas it was less
abundant in cowpea beans.

Factorial correspondence analysis (FCA) was used to
evaluate the contribution of each compound (34) in the
expression of bean odours and to explain differences showed
by A. obtectus in behavioural bioassays. FCA is restricted to
two factors, F1 and F2, representing respectively 73% and
27% of the total variance (Figure 6). The first factor (F1)
clearly places cowpea beans (positive side) opposite to red
and control beans (negative side); VOCs which showed
highest contribution percentages and Cos® (squared cosines)
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Figure 4. Relative percentage of the 18 most abundant VOCs collected from red, cowpea and control beans using HS-GCMS analysis.
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Figure 5. Linalool/limonene relative percentages quantified in
red, cowpea and control beans using HS-GCMS.

are pentanal, linalool, limonene and thujone. Squared
cosines values obtained by the ratio of the sum of squares
of the coordinates extracted lines measures representation
quality. Cowpea beans are characterized by three main com-
ponents: pentanal (53.12%), limonene (6.32%) and thujone
(4.50%). Linalool (15.97%), negatively correlated, is present
in all bean odours, with lowest amounts in cowpea and
highest ones in red and control beans. The second factor

(F2) separates red bean (negative side) from the control bean
(positive side) and the most important variables were an
unknown compound (15.46%), benzaldehyde (14.52%), car-
vone (11.37%), benzylalcohol (9.40%) and linalool (8.64%)
with scores of 0.75, 0.73, —0.84, 1.06 and —0.18 respectively.
The composition of red and control beans appears to be
similar with specific concentrations; benzaldehyde and an
unknown compound would be the dominant descriptive for
F2 characterization of control beans, while carvone is pre-
sent at higher levels in red beans.

Discussion

We investigated possible reasons for resistance or sensi-
tivity of different cultivar beans to 4. obtectus males and
gravid females and whether beetles can use VOCs to
localize them. Beetle attractiveness was compared on
five bean cultivars of P. vulgaris and one of V. unguiculata
in static air choice test and dynamic air olfactometer.
Few behavioural tests based on bean VOC stimula-
tions are available in the literature. Szentesi (1981) and
Nazzi et al. (2008) studied beans with and without pher-
omones. However the previous studies are hardly compar-
able as they used different beans to ours. These previous
works showed that females were more attracted than males
by beans, but the physiological status (virgin or mated
adults) of insects was unknown. Our results showed a
global preference for the white and the red beans, an
average choice for the control and an asymmetrical beha-
viour toward cowpea beans. Petri dish choice tests
revealed that males were more attracted by beans than
females, except for cowpea beans, which were avoided
by males. The choice time corroborated initial choices of
males and females. In all cases, 4. obtectus adults need a
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Figure 6. Representation of cultivar/VOCs factorial correspondences analysis. C;—Cs4: VOCs collected and identified by GCMS from

bean cultivars.

short time to select the most frequently chosen beans. The
results of the olfactory tests show discrepancies, probably
linked to the device. Tests in Petri dishes are close-range
tests with an association of visual and olfactory cues. The
olfactory cues rely on the effluvia gradient of concentra-
tions, while in the four-arm olfactometer, the stimulus was
carried by the air flow loaded with VOCs released by
beans. In this case, the insect choice was steered by
chemo-anemotactic response and there were no visual
cues. During host location, insects use visual, olfactory
and taste cues and visual location allows insects to find the
plant of interest over short distances (Nicole 2002).
Generally, insect females are concerned by host choice
in searching for suitable oviposition sites to ensure survi-
val of their offspring. For A. obtectus, males seemed to be
the colonizing sex as they release a sex pheromone (Horler
1970; Halstead 1973; Errard 1981) which marks beans,
bringing females to within close range of oviposition sites
(Parsons & Credland 2003). Recent studies on Lepidoptera
species behaviour indicated that the mating behaviour of
males might interact with host plant cues and consequently
males influence host selection (Thoming et al. 2013).
Phaseolus vulgaris (white and control) and V.
unguiculata cultivars were visually of similar colour and
texture but did not have the same attractiveness. In addi-
tion, bean cultivars of different colours (white and red
beans) had a similar attractiveness. These results did not
corroborate the previous studies reporting that colour and
size influence 4. obtectus host plant selection (Zachariae
1958 in Labeyrie 1962; Szentesi 2003). However, Nicole
(2002) reported that usual behaviour of insects in search of
oviposition sites and feeding may be influenced not only

by the perception of host plant colour and shape but also by
spectral intensity or reflectivity. Sankara et al. (2012)
showed that females of four strains of cowpea beetles
Callosobruchus maculatus locate their host using both
olfactory stimuli (olfactometry) and a complex of visual
and olfactory stimuli (three-dimensional device). In our
experimental conditions, even at close range, the visual
cues did not seem to be a determinant factor in host choice.

Visual cues were excluded in olfactometer experiments
because 4. obtectus adults could not see the beans offered.
The difference between males and females relating to bean
preferences, in the present study, was induced by the specific
VOC:s released by cultivar beans. Nazzi et al. (2008), using
the same four-arm olfactometer, reported that “cannellino”
bean cultivars were attractive to females but not to males. In
our study, the preference was more likely due to the choice
options. Females were highly attracted when the choice
combination was red beans versus control, and avoided the
control compared to cowpea beans. Cowpea bean is another
species not sensitive to 4. obtectus attacks, having its own
pest, C. maculatus. Sex-specific differences in responses of
herbivorous insects to plant VOCs have been reported for
numerous insects belonging to various orders, such as
Coleoptera (Ginzel & Hanks 2005). In our study males and
females can discriminate bean cultivars. The non symmetri-
cal responses according to the sex and type of behavioural
tests could also be results of the VOCs released. Ballhorn
et al. (2013) investigated whether males and females of two
chrysomelid herbivores (Gynandrobrotica guerreroensis
and Cerotoma ruficornis), oliphagous beetles feeding on
lima beans (Phaseolus lunatus), can use VOCs to locate
host plant at long and short distances. They reported that
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beetle sex and plant VOCs had significant effects on host
searching behaviour. Female beetles of both species were
repelled by VOCs released from induced plants independent
ofthe level of induction, while male beetles were repelled by
only strongly induced plants. The plant quality as food
source and as a potentially enemy free space is more impor-
tant for female than male insect herbivores, while males are
more influenced by VOCs which can help them to locate
putative mating partners. Thoming et al. (2014) found that
male and female pea moths, Cydia nigricana (Lepidoptera,
Tortricidae), can discriminate between phenological stages
of pea plants in relation to specific blends they release.
Flowering pea plants constituted the most attractive pheno-
logical stage for mated females, with 58% landing on such
plants in the wind tunnel. Mated females showed the highest
landing responses to volatiles extracted by headspace during
flower development (budding 42% and flowering 56%). In
contrast, males and virgin females did not exhibit such
pronounced preference for a specific phenological stage.

Chemical signals released by red, control and cowpea
beans were composed of ubiquitous compounds but in
specific ratios for each cultivar. Cultivars share the majority
of VOCs, most of which are terpenes, but qualitative and
quantitative differences were shown, leading to the release
of either closely related or specific chemical signatures.

Oomah and Liang (2007) studied VOCs of dry beans
of black, dark red and pinto cultivars using the same
SPME fibres as this study. They identified only three
terpenes (a-pinene, 3-carene and limonene), whereas the
present study, in addition to the three terpenic compounds,
revealed the presence of 15 other terpenes among VOCs
shared between red, control and cowpea beans. Because
our cultivars and those cited in this study are not geneti-
cally typed, it is hard to compare results. However each
cultivar possessed its own chemical signature.

Plant volatiles are often complex mixtures comprising
several compounds (Visser 1986; Fraser et al. 2003) and
blends are composed of ubiquitous compounds produced
by many other plants in the habitat. According to Bruce
et al. (2005), host plant recognition depends on ratio of
plant volatiles and not just on detection of the presence or
absence of particular compounds. Our results serve as a
new example of the role of chemical signatures of the host
in insect choice. The red, control and cowpea beans
released a specific blend of chemicals, and pentanal, limo-
nene and linalool might be key compounds for explaining
resistance or sensitivity of bean species and cultivars to
A. obtectus.

From our results it is difficult to draw patterns for bean
colonization, but we can propose a scenario. Males
responded well to all bean cultivars but avoided cowpea
beans. Females responded to all cultivars including cow-
pea beans but when stimulation is conveyed by dynamic
air flow, females avoided cowpea beans, unlike the males.
Thus, males seeking beans fail to discriminate beans at
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long range, whereas females succeeded. At short range,
males discriminated the bean species better. According to
previous studies, they emit a sex pheromone to mark
beans and consequently could contribute to bean location.
At long distance, mated females discriminate bean species
and focused on Phaseolus spp.

Because plant volatile compounds play a crucial role
in insect life, they can be a useful tool in insect pest
management programs. Kairomones are as effective as
pheromones. Manufacturing food volatiles may be
cheaper than manufacturing pheromones in the required
isomerism and purity, and trapping stored-product beetles
with kairomones may be the most cost-efficient solution
(Ryne 1999). Candidate compounds identified from bean
cultivars can be used as synthetic attractants in traps to
monitor and control harmful pests of A. obtectus in
stores.

Further studies, such as electrophysiological record-
ings from A. obtectus antennae, are needed to decipher
which compounds steered the choice. Further studies will
also focus on candidate compounds: linalool, limonene
and pentanal.
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Résumé

L’ étude de I'effet bioinsecticide des poudres végétales et des huiles essentielles de plusieurs plantes aromatiques
présentes en Algérie sur les adultes de la bruche du haricot Acanthoscelides obtectus ont été testées par contact
uniquement. Les poudres de féve, basilic et laurier noble réduisent considérablement la longévité des adultes alors
que la poudre de thym s'est montrée la moins efficace sur la bruche du haricot. Les huiles essentielles ont été
testées par contact, par inhalation et par répulsion. Celles du bergamatier, thym, menthe et laurier noble sont les
plus efficaces par contact et celles du citronnier et du cedre le sont moains. Les huiles essentielles et les poudres
végétales utilisées par contact permettent de protéger |es graines de haricot en diminuant les pertes pondérales et en
préservant leur faculté germinative. 1l ressort globalement que les huiles qui manifestent une toxicité par contact
sont aussi les plus toxiques par inhalation et par répulsion. Dans un autre volet, I’ étude du comportement de la
bruche sur quelques cultivars de haricot a permis de distinguer les variétés rouge et blanche comme sensibles et la
variété de haricot doliqgue comme répulsive a I'égard des adultes méles et femelles de la bruche du haricot.
L’identification des composés organiques volatiles émis par ces différents cultivars en utilisant les méthodes de
microextraction en phase solide et la chromatographie en phase gazeuse coupl ée a la spectrométrie de masse (GC-
MS) a montré des différences dans les composés volatils émis par chaque variété qui ont par conséguent une
signature chimique spécifique.

M ots-clés: Acanthoscelides obtectus, Phaseolus vulgaris, huiles essentielles, poudres, Iutte biologique, COVs.

Abstract

Biopesticide effects of plant powders of several aromatic plants found in Algeria upon bean weevil adults
Acanthoscelides obtectus were tested by contact only. Broad bean, basil and laurel powders reduce significantly
adult longevity while thyme powder proved less effective on the bean weevil. Essential oils have been tested by
contact, inhalation and repulsion. Bergamot, thyme, peppermint and laurel essential oils were the most effective
and that of lemon and cedar less effective. Our study showed that plant essential oils and powders used by contact
allow protecting bean seeds by reducing weight losses and preserving the germination of treated seeds. Generally,
oils that exhibit contact toxicity are also the most toxic by inhalation and repulsion. The behavior of the weevil on
some bean cultivars has distinguished white and red cultivars as sensitive while cowpea cultivar was repellent
against adult males and females of the bean weevil. The identification of volatile organic compounds emitted by
the different cultivars using solid phase microextraction method and gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) showed differences in volatile compounds emitted by each bean cultivar which therefore
have a specific chemical signature.

Keywords. Acanthoscelides obtectus, Phaseolus vulgaris, essential oils, plant powders, biological control, VOCs.
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