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Résumé

Les effets des huiles essentielles a long terme sur les ravageurs ne sont pas bien connus. Cette étude vise
a évaluer la sensibilité et le potentiel biotique de Callosobruchus maculatus soumis a une exposition pro-
longée aux huiles essentielles de quatre plantes aromatiques au Burkina Faso (Ocimum americanum,
Lippia multiflora, Hyptis spicigera et Hyptis suaveolens). Ainsi, des souches ont été€ isolées a I’issue de
huit générations successives dont tous les stades a I’exception des adultes se sont développés au contact
des huiles essentielles. Les adultes issus de ces souches ont subi des tests de sensibilité mesurée respecti-
vement apres trois, six, douze et vingt-quatre heures d’exposition aux huiles essentielles. Une dose de
vingt microlitres d’huile a été appliquée en présence de dix couples d’insectes a I’intérieur d’un bocal en
verre d’un litre qui est aussitot hermétiquement refermé. Aussi, des couples issus des différents traitements
ont servi a la détermination des traits de vie en comparaisons des insectes provenant de la souche témoin.
Les résultats indiquent que la sensibilité des insectes n’est pas modifiée par une exposition prolongée aux
huiles essentielles. En effet, on note 100 % de mortalité en 24 heures pour 3 traitements et le témoin. Il en
est de méme pour les parametres biodémographiques. La conservation du niébé avec les huiles essentielles
représente donc une alternative aux insecticides chimiques de synthese.
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Effect of a prolonged exposure of the cowpea pest Callosobruchus
maculatus Fab. (Coleoptera: Bruchinae) to essential oils extracted
from four aromatic plants of Burkina Faso

Abstract

Long-term effects of essential oils on crop pests are not well known. This study aims at assessing the sus-
ceptibility and the biotic potential of Callosobruchus maculatus submitted to a prolonged exposure to essen-
tial oils of four aromatic plants of Burkina Faso (Ocimum americanum, Lippia multiflora, Hyptis spicigera
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et Hyptis suaveolens). Strains of this pest were isolated after eight successive generations exposed at all
the stages (except adults) to essential oils. Adults from these strains were tested for susceptibility respec-
tively after three, six, twelve and twenty four hours of exposure to essential oils. A dose of twenty micro-
liters of oil was applied in the presence of ten couples of insects inside a glass jar of a liter which was clo-
sed immediately hermetically. Couples issued from the treatments were used for the determination of the
life traits in comparison to control insects. The results show that the susceptibility of insects is not modi-
fied by a prolonged exposure to essential oils. Indeed, we note 100 % of mortality in 24 hours for 3 treat-
ments and the control. It's the same for the biodemographic parameters. Thus the conservation of the cow-
pea seeds with essential oils represents an alternative to chemical insecticides.

Keywords: Essential oils, Callosobruchus maculatus, bruchidae, storage, biological activity

Introduction

Au Burkina Faso, la production du niébé a été de 598 525 tonnes en 2013 soit une hausse de
29,5 % par rapport a la moyenne quinquennale (DGPSA, 2013). Cette importante 1égumineuse
est soumise aux attaques du coléoptere Callosobruchus maculatus, qui occasionne des dégats
trés importants pendant le stockage. Lorsqu’aucune mesure de protection n’est prise, ces insectes
peuvent entrainer la destruction complete des stocks de niébé au bout de quelques mois de

conservation et les pertes sont estimées a plus de 800 g/kg aprés sept mois de stockage
(Ouédraogo et al., 1996).

Dans I’optique de proposer un procédé de lutte efficace et écologique contre cette bruche comme
alternative en lieu et place des produits chimiques de synthese, I’action insecticide et/ou insecti-
fuge de certaines plantes aromatiques est souvent mentionnée dans la littérature (Boeke ef al.,
2004). En outre, des essais de toxicité conduits en laboratoire avec les huiles essentielles rap-
portent des toxicités variables en fonction des huiles essentielles utilisées, des especes de rava-
geurs en présence mais surtout du stade de développement concerné par les tests (Ketoh, 1998 ;
Keita et al., 2001 ; Raja et al., 2001 ; Belmain et al., 2001 Murdock et al., 2003 ; Seri-Kouassi
et al., 2004 ; Kellouche et Soltani, 2004 ; Sanon et al., 2006). Les stades internes, protégés par
le t€égument des graines sont moins affectés par les traitements (Dugravot et al., 2002 ; Sanon et
al., 2002).

Un des obstacles a la lutte contre les déprédateurs des denrées stockées est le développement de
la résistance des insectes aux produits insecticides. En effet, selon Metcalf (1994), plus de
500 especes ont développé une résistance contre les pesticides de synthese. En effet, sous la pres-
sion exercée par les insecticides, les insectes traités sont capables de développer des phénomenes
de résistance qui pourraient se traduire par la mise en place de stratégies d’évitement des sub-
strats de développement traités. Les phénomenes de résistance impliquent aussi fréquemment,
I’intervention d’un mécanisme physiologique par I’élaboration d’enzymes de détoxication ou de
séquestration des molécules toxiques pour les rendre inactives, d’oll une meilleure survie et une
bonne reproduction de I’insecte (Feschotte et Mouches, 2000 ; Nyamador, 2009).

La mise au point de produits a activité insecticide, quoique d’origine naturelle, devrait donc aussi
prendre en compte ’analyse de leurs effets sur les nuisibles a court, moyen ou long terme afin
de réduire ou éviter la survenue de cas de résistance. Les conséquences a moyen et long terme
de traitements répétés a base d’huiles essentielles sur les insectes ne sont pas connues avec pré-
cision. Les effets de tels traitements sur la sensibilité et le comportement reproducteur de
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Callosobruchus maculatus ont ainsi été examinés. Dans ce travail, nous avons voulu comprendre
le devenir d’insectes qui se seraient développés en situation de contact permanent avec les huiles
essentielles. Pour ce faire, la sensibilité et les performances démographiques des descendants
d’insectes exposés pendant huit (8) générations aux huiles essentielles extraites de quatre (4)
plantes aromatiques du Burkina Faso ont été comparées a celles d’insectes n’ayant subi aucun
traitement.

Matériel et méthodes
Matériel

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

Les graines de niébé, Vigna unguiculata Walp. utilisées appartiennent a la variété « Moussa local
», une variété locale cultivée en région centrale du Burkina Faso. Ces graines proviennent direc-
tement des champs apres la récolte et n’ont pas subi de traitement a base d’insecticides. Elles ont
d’abord été triées afin d’écarter celles portant des trous d’émergence de bruches ou des pontes
avant d’étre placées au congélateur a -18°C jusqu’au moment des tests, pour inhiber toute infes-
tation provenant des champs et aussi éviter toute infestation ultérieure au laboratoire. Les graines
ayant fait un séjour d’au moins une semaine au congélateur sont considérées comme saines et
peuvent &tre utilisées pour les expérimentations et les €levages.

Origine et élevages de Callosobruchus maculatus

Les adultes de C. maculatus utilisés dans notre étude proviennent d’une souche obtenue d’in-
sectes émergeant de récoltes de niébé dans la région de Ouagadougou et maintenue au
Laboratoire d’Entomologie Fondamentale et Appliquée depuis Octobre 2003. Les élevages consis-
tent a isoler régulierement, 50 couples d’insectes nouvellement émergés et a les placer dans des
boites rectangulaires en plexiglas (L =17 cm ;1 = 11 cm et h = 4 cm) contenant 200 grammes de
graines saines de niébé. Apres un sé€jour de 48 heures, les insectes sont retirés et les graines sont
mises en incubation sur les paillasses. A I’émergence, les descendants sont utilisés soit pour des
tests soit pour infester des graines selon le mé€me protocole afin de perpétuer la souche.

Les plantes aromatiques utilisées pour ’extraction des huiles essentielles

Trois especes de Labiaceae, Ocimum americanum Sims, Hyptis suaveolens Poit. et Hyptis spici-
gera Lam. et d’une Verbenaceae, Lippia multiflora Moldenke, connues au Burkina Faso surtout
pour leurs vertus médicinales (Nacoulma, 1996) ont été récoltées dans la localité de
Ouagadougou (Kamboinsé et Gampela) en novembre 2008. A I’exception de Lippia multiflora,
les trois autres sont aussi exploitées pour leurs propriétés insecticides par les paysans en protec-
tion des stocks de niébé et/ou dans les maisons pour la protection contre les moustiques.

Méthodes

Détermination du rendement des huiles essentielles

Au moment de la pleine floraison, les quatre plantes ont été récoltées entieres, a I’exception des
racines. Les échantillons de plantes ainsi récoltées ont été soumis a un séchage sous serre a 1’abri
du soleil pendant 72 heures avant I’extraction des huiles essentielles.
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Pour obtenir les huiles essentielles, les échantillons de plantes ont subi une hydrodistillation a
I’aide d’un appareil de type Clevenger pendant 3 heures. Les huiles essentielles obtenues ont été
séchées a I’aide du sulfate de sodium anhydre a 5 % puis gardées au réfrigérateur (a -4°C).

Le rendement a été déterminé a partir du rapport de la quantité d’huile recueillie du cumul de
3 distillations sur la quantité de la matiere seche utilisée. Il est exprimé en pourcentage. Sa for-
mule est :

Quantité d’huile essentielle recueillie (g)
r(%) = x 100

Quantité de matiere végétale utilisée (g)

Isolement des insectes exposés aux huiles essentielles pendant huit générations : les
souches traitées (ST)

Des traitements ciblés avec chacune des 4 huiles essentielles ont été effectués sur les ceufs, les
larves L1/L2, les larves L3/L4 et les nymphes au cours des générations successives. Ces traite-
ments ont permis d’obtenir au bout de huit (8) générations des insectes ayant une expérience
avec ces huiles. Le traitement a consisté a constituer quatre lots de 200 grammes de graines
saines de niébé dans des boites d’élevage (L =17 cm ;1 =11 cm et h =4 cm) puis a les infester
avec 50 couples de C. maculatus 4gés d’au plus 2 jours. Vingt quatre (24) heures apres, la ponte
ayant lieu, les insectes sont retirés et les graines sont mises en incubation. Lorsque le dévelop-
pement atteint le stade approprié, chaque lot de graines est retiré et placé dans un bocal en verre
d’un litre de contenance. Chaque bocal recoit une dose de 10 ul d’une seule huile essentielle a
la fois, déposée sur du papier filtre collée a la paroi supérieure interne du bocal. Aprés Vingt
quatre (24h) de contact, les graines sont retirées et replacées dans les boites d’élevage pour la
poursuite du développement. Lorsque le traitement s’effectue enti¢rement sur tous les stades de
développement (ceufs, L1/L.2, L3/L4 et nymphes) de I’insecte au cours d’une méme génération,
il n’y a aucune émergence d’insectes adultes. Ainsi, seul un stade est traité a la fois a chaque
génération. Lorsque les larves évoluant dans ces graines atteignent le stade L.1/L.2, on applique
encore [’huile essentielle et la méme procédure est utilisée pour en cibler les larves L.3/L4 et les
nymphes. Au total il y a eu 2 traitements sur les ceufs frais, a la premiere et a la cinquieme géné-
ration ; 2 traitements sur les L1/L.2, & la deuxi¢me et a la sixicme génération ; 2 traitements sur
les L3/L4, a la troisieéme et a la septieme génération et enfin 2 traitements sur les nymphes, a la
quatrieme et a la huitieme génération. Les insectes qui ont émergé a 'issue des 8 générations
constituent la souche traitée (ST). Les insectes n’ayant pas été exposés aux huiles essentielles
constituent la souche non traitée (SNT) ou témoin.

Etude comparée de la sensibilité aux huiles essentielles des insectes des souches
traitées (ST) et des insectes de la souche non traitée (SNT)

Deux (2) lots constitués de cinquante grammes (50 g) de graines saines de niébé placés dans des
bocaux en verre de 1 lire de contenance ont été réalisés. Chaque lot est constitué de quatre (4)
traitements représentant les quatre (4) huiles essentielles et un témoin sans huile essentielle a été
établi en parallele. Chaque lot recoit dix (10) couples de C. maculatus de 1’une ou de 1’autre
souche. Chaque bocal regoit une application de 20 pl d’huile essentielle avant d’&tre herméti-
quement refermé. Il y a eu quatre (4) répétitions. Les bocaux sont ouverts pour déterminer la
mortalité des insectes apres trois (3), six (6), douze (12) et vingt quatre (24) heures d’exposition.
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Cette mortalité a ét€ exprimée selon la formule d’ Abbott (1925) :
Mortalité dans le traitement - Mortalité dans le témoin
M (%) = x 100
100 - Mortalité dans le témoin

Etude comparée des traits d’histoire de vie des insectes des souches traitées (ST) et des
insectes de la souche non traitée (SNT)

Dix (10) couples d’insectes nouvellement émergés ont été prélevés des souches traitées et de la
souche non traitée et placés séparément dans une boite de Pétri en présence de dix (10) graines
saines renouvelées quotidiennement jusqu’a la mort des individus. Le nombre d’ceufs déposés
sur les graines était déterminé apres la mort des individus, suivi de 1’observation des éclosions
sept (7) jours apres. Apres le décompte des ceufs éclos, les graines étaient conservées jusqu’a la
fin des émergences, puis les descendants étaient dénombrés et sexés. A la fin de I’expérimenta-
tion, les traits d’histoire de vie tels que la durée de vie des femelles, la fécondité, le taux de sur-
vie larvaire (émergences) ainsi que la durée de développement ont été déterminés afin de calcu-
ler le taux intrinseque d’accroissement naturel conformément a la formule de Howe’s (1953)
simplifiée par Boeke et al. (2004) :

ry, = Inx / (t+0,5p)

1, : Taux intrinseque d’accroissement naturel ;
x : Nombre d’insectes émergeants ;

t : Durée du développement ;

p : durée de vie des femelles.

Analyse statistique

Les données obtenues ont été soumises a une analyse de variance (ANOVA) a I’aide du logiciel
SAS version 8 PROC GLM, 2001 suivie s’il en était besoin du test PLSD de Fisher au seuil de
probabilité de 5% pour la séparation des moyennes statistiquement significatives.

Résultats

Le rendement des huiles essentielles

Le rendement de toutes les huiles essentielles utilisées est faible et varie de 0,26 a 1,5 % pour
respectivement Hyptis spicigera, moins riche en huile essentielle et Lippia multiflora, plus riche
en huile essentielle (tableau I).

Tableau I. Le rendement des huiles essentielles

Especes végétales Rendement (%)
Ocimum americanum 0,76
Hyptis suaveolens 0,23
Lippia multiflora 1,50
Hyptis spicigera 0,26
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La sensibilité aux huiles essentielles des insectes des souches traitées (ST) et des
insectes de la souche non traitée (SNT)

La sensibilité des insectes est la méme pour les adultes issus des souches traitées (ST) que pour
ceux provenant de la souche non traitée (SNT) lorsqu’on considére la méme huile essentielle
pendant la méme durée d’exposition. Il semble y avoir un lien entre la sensibilité des insectes
aux huiles et la durée d’exposition. En effet, la mortalité des insectes issus des deux types de
souches augmente avec la durée d’exposition a I’exception d’O. americanum, qui entraine une
mortalité absolue a partir de douze (12) heures d’exposition.

Lefficacité des huiles vis-a-vis des deux types de souches est maximale et maintenue pour les
huiles (O. americanum, H. suaveolens et H. spicigera) en 24 heures d’exposition (100 % de mor-
talité), sauf L. multiflora qui exhibe un faible taux de mortalit¢ méme apres 24 heures
(tableau II). L’activité biologique des huiles essentielles ne semble donc pas altérer la sensibili-
té de C. maculatus ayant subi la pression de ces huiles pendant huit (8) générations successives.

Tableau II. Taux de mortalité des insectes de la souche non traitée (SNT) et des souches traitées
(ST) en fonction de la durée d’exposition aux quatre huiles essentielles

Huiles essentielles Durée d’exposition
Souches 3h 6h 12h 24h
O. americanum ST 78,75 £ 8,53 a 9125+25a 100+0a 1000 a

SNT 88,75 +853 a 975+28a 100 +0a 100+0a

H. suaveolens ST 25+9,12b 455+165b 875+86Db 100+0a
SNT 28,75+ 125D 55+8,16¢ 8625+85b 100+0a

L. multiflora ST 125+0c¢ 25+5d 2625 +47¢c 4375143 b
SNT 0+0c 375+25d 3125+85¢ 5125+110b

H. spicigera ST 0+0c 875+62d 55+8,16d 100+0a
SNT 125+25¢ 125+64d 61,25+103d 100 +0a

Les moyennes dans la méme colonne suivies de lettres alphabétiques identiques ne different pas statistiquement
(Test PLSD de Fisher p<0.05).

Les traits d’histoire de vie des insectes des souches traitées (ST) et des insectes
de la souche non traitée (SNT)

Le tableau III montre que la durée de vie des femelles est identique d’une souche traitée a une
autre et ne differe pas de celle de la souche non traitée. Il en est de méme pour la durée de déve-
loppement des insectes et le taux de survie larvaire. Cette méme tendance est observée pour le
nombre d’ceufs pondus par les femelles, sauf pour les femelles de la souche traitée avec H. spi-
cigera,ou il n’y a pas de différence significative (Test PLSD de Fisher p<0.05) avec la souche
non traitée (tableau III).
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Tableau III. Traits d’histoire de vie des insectes de la souche non traitée (SNT) et des insectes
des souches traitées (ST) aux quatre huiles essentielles

Souches Traitées (ST) Non traitée
(SNT)

Traitements 0. americanum H. suaveolens L. multiflora  H. spicigera Témoin

DV femelles

(jours) 65+23a 6+0,.81a 6+0,81a 6+x0a 7+0.81a

Nb d’ceufs

pondus 170 £ 273 a 1656 +143a 173,7+95a 228, 7+158ab 2643+192b

Nb insectes

émergés 1225+124a 1425+197a 137+784a 1955+10b 190 £35b

DD (jours) 203+2,06a 196+3,1a 2203+09a 21,114 a 205+02a

TS larvaire (%) 733 +606a 797 £37a 787 +39a 6408+182a 68,6x1404a

1, (/jours) 1,65+031 a 183+04a 1,70£027a 208+0,16b 207+0,11b

Les moyennes dans la méme ligne suivies de lettres alphabétiques identiques ne different pas statistiquement (Test
PLSD de Fisher p<0.05). DV : Durée de vie ; DD : Durée de développement ; TS : Taux de survie ; Nb : Nombre

Le taux intrinseque d’accroissement naturel (rm) estimé a partir des traits d’histoire de vie des
insectes provenant des différentes souches montre que les insectes des souches traitées a base de
I’huile essentielle de O. americanum, de L. multiflora et de H. suaveolens différent de ceux issus
de la souche non traitée qui ne présente cependant pas de différence avec la souche traitée par
H. spicigera. La particularité de H. spicigera résulte certainement du nombre d’ceufs pondus qui
est plus élevé par rapport aux souches traitées. Cette différence entraine des répercussions sur le
nombre d’insectes émergés et par ricochet sur le taux intrinseque d’accroissement naturel.

Il est donc fondé de penser que tout comme la sensibilité, les parametres biologiques de C. macu-
latus ne sont pas modifiés par une exposition de I’insecte aux huiles essentielles pendant huit (8)
générations successives.

Discussion

Le rendement de toutes les huiles essentielles testées est faible. En général, les rendements des
huiles essentielles sont faibles et proches de nos résultats. En effet, des études antérieures ont
déterminé des rendements de 0,23 % pour Hyptis suaveolens (Adjou et al., 2013) et se 1,78 %
pour Ocimum canum (Yayi-Ladekan et al., 2012).

Les taux de mortalité observés sont tres €levés apres 24 heures d’exposition. Des résultats simi-
laires ont ét€ mentionnés chez d’autres auteurs ayant travaillé sur des insectes différents. Ainsi,
une mortalité de 70 % sur Sitophilus zeamais a été révélée apres 12 heures d’exposition a la dose
de 25ul de Hyptis spicigera (Othira et al., 2009). De méme, 98 % de mortalité a été obtenue sur
Aphis gossypii apres 24 heures d’exposition a 10 ul d’Ocimum canum (Pikassalé et al., 2011).

L’observation de la sensibilité des adultes issus de 1’exposition aux huiles essentielles pendant
huit (8) générations n’a pas permis dans nos conditions expérimentales de noter une différence
de sensibilité avec ceux n’ayant pas été exposés a ces huiles essentielles.
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Le nombre d’ceufs pondus, plus élevé observé avec les femelles exposées a I’huile de H. spicigera
ne semble pas avoir un lien avec I’exposition a I’huile. Auquel cas, on assisterait a une diminution
du nombre d’ceufs pondus et non a I’inverse. En effet, la perturbation de la physiologie des insectes
induite par les huiles essentielles a souvent été rapportée. Ainsi, la rétention des ovocytes dans
les oviductes inhiberait le controle du systeme gonadotrope sur la libération de I’hormone de
ponte (Séri-Kouassi, 2004).

A ce stade de la discussion, la question essentielle que nous nous posons est de savoir si 1I’expo-
sition de C. maculatus pendant huit (8) générations successives aux huiles essentielles était sus-
ceptible d’induire [’apparition d’une résistance. Des études ont révélé qu’une souche
d’Acanthoscelides obtectus isolée seulement apres 8 générations a pu développer une résistance
vis-a-vis de I’huile essentielle de la lavande. Dans ce cas, les femelles de la souche résistante pré-
sentaient un degré de résistance 8 fois supérieur a celles de la souche sensible et les méles de la
souche résistante, un degré de résistance 4 fois supérieur a ceux de la souche sensible
(Papachristos et Stamopoulos, 2003). Selon Sawicky (1987), pour avoir une résistance, il faut
une perte de sensibilité envers I’insecticide. Dans notre cas, le fait que la sensibilité des insectes
aux huiles essentielles soit maintenue sur les insectes isolés des souches soumises a la pression
de ces mémes huiles est un avantage qui milite en faveur de leur promotion dans la conservation
post-récolte des denrées alimentaires contre les ravageurs. Dans les limites de nos conditions
expérimentales, nous ne pouvons donc pas parler de résistance dans la mesure ol les descendants
obtenus des souches traitées ne présentent ni une meilleure survie, ni une meilleure fitness par
rapport a ceux de la souche non traitée. D’autres auteurs travaillant avec le malathion, ont signa-
1é que de 17 a 37 générations sont nécessaires a I’installation de la résistance (Assié et al., 2007).

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

Conclusion

Cette étude a démontré que lorsque les stades de C. maculatus se développant a I'intérieur des
graines sont exposés aux huiles essentielles pendant huit générations successives, il n’apparait pas
de modifications notoires dans la sensibilité des adultes ainsi que dans leurs traits d’histoire de vie.
Cependant, il est trop tot de conclure ou de prédire 1’ apparition ou non d’une résistance des insectes
aux huiles essentielles. Des investigations plus poussées sont donc nécessaires a la fois sur la durée
d’exposition et I’analyse des enzymes intervenant dans la détoxification des substances chimiques.
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