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RESUME

La culture de mais et de haricot fait face & des attaques de nombreux ravageurs dans le champ
et en stock. Parmi ces ravageurs, la chenille 1égionnaire d’automne et les pucerons noirs
réduisent respectivement le rendement pour le mais et le haricot dans le champ. Il en est de
méme pour les charancons de mais et les bruches de haricots en stock. Ainsi, pour trouver des
alternatifs aux insecticides de synthése utilisés contre ces ravageurs, 1’activité pesticide des
extraits de T. diversifolia (TD) et de S. aculeastrum (SA), trés utilisées traditionnellement
comme pesticide, ont été testés sur ces ravageurs. Pour cela, les extraits organiques et aqueux
obtenus par macération ont été criblés pour leurs effets pesticides contre la chenille
Iégionnaire, les pucerons noirs, les charangons et les bruches. Les résultats ont montré que les
extraits aqueux des feuilles de TD sont plus efficaces que ceux de SA sur la chenille

Iégionnaire et le puceron noir.

Cette efficacité se remarque a travers une mortalité élevée de chenilles légionnaires (88,9 %)
et de pucerons noirs des haricots (91,1 %) avec une dose de 250 g/L. La dose létale 50 est de
149,375 g/L des extraits aqueux des feuilles de TD contre les pucerons noirs et 125,68 g/L des

mémes extraits contre la chenille 1égionnaire.

De plus, les extraits hexaniques de TD, avec une concentration de 4 mg/mL, ont causé une
mortalité élevée de 83,3 % pour les charancons de mais avec une dose létale 50 de 2,77
mg/mL et une mortalité de 100 % avec une dose létale 50 de 2,09 mg/mL contre les bruches
de haricots. Par contre, les extraits hexaniques des feuilles de SA avec une concentration de 4
mg/mL ont entrainé une mortalité élevée de 50 % pour les charancons de mais et de 88,9 %
pour les bruches de haricots. Les extraits hexaniques des fruits de cette méme espéce est a
I’origine d’une mortalité élevée de 61,1 % pour les charangons de mais et de 100 % pour les

bruches de haricots.

Ces résultats montrent clairement que les deux espéces contiennent des substances a activités
pesticides, ce qui expliquerait leur utilisation traditionnelle contre les insectes ravageurs des

champs et des récoltes alimentaires au Burundi.

Mots-clés : Plante pesticide, Tithonia diversifolia, Solanum aculeastrum, macération, insectes

ravageurs
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SUMMARY

Maize and bean crops are subject to several attacks by numerous pests in the field and in
storage. Among these pests, fall armyworm and black aphids respectively reduce corn and
bean yields in the field. The same applies to corn weevils and bean bruchids in stock. So, to
find alternatives to the synthetic insecticides used against these pests, the pesticidal activity of
extracts of Tithonia diversifolia (TD) and Solanum aculeastrum (SA), traditionally widely
used as pesticides, were tested on these pests. Organic and aqueous extracts obtained by
maceration were screened for their pesticidal effects against armyworms, black aphids,
weevils and bruchids. The results showed that the aqueous extracts of TD leaves were more

effective than those of SA on armyworm and black aphid.

This efficacy can be seen in the high mortality of armyworms (88.9%) and black bean aphids
(91.1%) at a dose of 250 g/L. The lethal dose 50 is 149.375 g/L of aqueous extracts of TD
leaves against black aphids and 125.68 g/L of aqueous extracts of TD leaves against

armyworm.

In addition, hexane extracts of TD with a concentration of 4 mg/mL caused high mortality of
83.3% for corn weevils with a lethal dose 50 of 2.77 mg/mL and 100% mortality with a lethal
dose 50 of 2.09 mg/mL against bean bruchids. In contrast, hexane extracts from SA leaves at
a concentration of 4 mg/mL resulted in high mortality of 50% for maize weevils and 88.9%
for bean leaf bruchids. Hexane extracts from the fruits of the same species caused high

mortality of 61.1% for corn weevils and 100% for bean leaf bruchids.

All these results clearly show that both species contain substances with pesticidal activity,
which would explain their traditional use against insect pests of fields and food crops in

Burundi.

Keys words: Pesticide plant, Tithonia diversifolia, Solanum aculeastrum, maceration, insect

pests
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AVANT-PROPOS

Ce mémoire rentre dans le cadre de I’obtention du dipléme de Master en Sciences chimique
option controle et analyse chimique.

I étudiera la phytochimie deux plantes biopesticides et ’efficacité des extraits de ces deux
plantes biopesticides, T. diversifolia (TD) et S. aculeastrum (SA), contre la chenille
Iégionnaire, le puceron noir, les charangons de mais et les bruches de haricots par de test de
toxicité afin de déterminer les doses efficaces et spécifiques a chaque extrait et a chaque
ravageur

Ce travail de recherche trouve son origine du constat que la culture de mais et de haricot fait
face a attaques de nombreux ravageurs dans le champ et en stock. Parmi ces ravageurs, la
chenille légionnaire d’automne et les pucerons noirs qui réduisent respectivement le
rendement pour le mais et le haricot dans le champ. Il en est de méme pour les charangons de
mais et les bruches de haricots en stock. Deux especes de plante, T. diversifolia (TD) et de S.
aculeastrum (SA) sont traditionnellement utilisées au Burundi contre les insectes et plus
particulierement par les agriculteurs de Kirundo contre les ravageurs des plantes et de récoltes
Grace a leur activité pesticide. Elles peuvent étre des alternatives aux insecticides de synthése
utilisés contre ces ravageurs.

Ce travail de recherche est une contribution a 1’étude de ces deux plantes utilisées par les
agriculteurs de Kirundo dans la lutte contre les ravageurs des cultures et des récoltes. Son
objectif global est de contribuer a la valorisation des biomolécules responsables de I’activité
pesticide en étudiant le pouvoir biopesticide de T. diversifolia et de S. aculeastrum utilisés par
les agriculteurs dans la lutte contre les insectes ravageurs des cultures et des récoltes.

Ainsi une étude phytochimique et les test d’efficacité des extraits de ces deux plantes
biopesticides contre la chenille légionnaire, le puceron noir, les charangons de mais et les
bruches de haricots par de test de toxicité et la détermination des doses efficaces et
spécifiques a chaque extrait et a chaque ravageur ont été proposées pour contréler ces insectes
avec les extrait de ce plantes pesticides.

Des difficultés rencontrées, 1’¢levage des chenilles n’a pas réussi du fait que les papillons
n’ont pas pu s’accoupler. Cette situation nous a mené a faire des tests sur les plants de mais se

trouvant dans la Faculté d’ Agronomie et Bio-ingénierie (FABI) de I'Université du Burundi.
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CHAPITRE 0 : INTRODUCTION GENERALE
0.1. Présentation du sujet

L’agriculture burundaise est la pierre angulaire de 1’économie nationale et familiale et
demeure la source de croissance des autres secteurs de la vie nationale. Le secteur agricole de
la République du Burundi compte 39,6% du produit intérieur brut, 84% de I’emploi et 95% de
I’approvisionnement alimentaire du pays (FIDA, 2022). Les ravageurs et les maladies des
plantes sont surtout parmi les nombreux facteurs influencant la production vivriere en Afrique
et pouvant compromettre la totalité de la récolte.

L’utilisation des pesticides pour combattre les ennemis des plantes constitue une méthode
rapide a appliquer, a effet immédiat, mais délicate et dangereuse si elle n’est pas
accompagnée d’importantes mesures de contrdle pour réduire les effets négatifs (P.E.S, 2021).
Plus de 20 000 déces par an parmi un million de cas d’intoxication par ces produits sont
signalés dans le monde (WHO/UNEP, 1989). L’Afrique utilise moins de 10 % de la
production mondiale des pesticides mais compte 75 % des cas mortels dus aux pesticides
(Savadogo et al, 2016).

Au Burundi, les agriculteurs continuent a faire aussi recours aux insecticides dont 53% des
pesticides homologués (P.E.S, 2021). Des PHD sont utilisés en polycultures et aussi dans le
stockage des denrées et des cultures sur pieds. En plus de leur dangerosité, les pesticides
synthétiques ne sont pas facilement accessibles (Anjarwalla, 2016). Pour ceux qui peuvent en
avoir, il n’est méme pas facile ni pour les organisations non gouvernementales, ni pour les
particuliers, d’obtenir des informations en rapport avec la gestion des produits chimiques,
auprés du Gouvernement (P.E.S, 2021). De plus, I’utilisation non raisonnée de pesticides est
actuellement combattue aussi bien par les défenseurs de 1I’environnement, les protecteurs des
consommateurs que par I’industrie phytopharmaceutique elle-méme (Deravel et al., 2013).

En Afrique, I’espéce S. frugiperda entrainait des pertes économiques d’environ 2,5 a 6,2
milliards de dollars américains par an pour seulement 12 grands pays producteurs de mais en
Afrique ; 41 % de perte des mais au Ghana et en Zambie et 57 % en Tanzanie (Hailu et al.,
2018 ; Makirita, 2020). De méme, autant que les pucerons noirs dans les champs de haricot,
les bruches de haricots ruinent les stocks (Kasongo et al., 2021). En Afrique en général et au
Burundi en particulier, les fortes infestations de la chenille observées prouvent qu’il y a un

manqgue d’ennemis naturels suffisants et efficaces. (Ndayiragije et al., 2019).
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Apres la récolte, les pertes causées par les ravageurs de champs peuvent s’amplifier au cours
de la conservation des graines séches lorsqu’elles ne sont pas protégées des attaques des
coléoptéeres Bruchidae qui sont de redoutables ravageurs des graines en pré- et post-récolte
pour les especes sensibles. L’utilisation des plantes biopesticides est trés ancienne et gagne
aujourd’hui un intérét auprés du public (Savadogo et al., 2016). Ainsi, ce recours aux
pesticides naturels respectueux de I’environnement est une alternative aux pesticides
synthétiques (Bélanger et al., 2005).

En Afrique comme ailleurs dans le monde, 1’usage des plantes pesticides se révele étre une
pratique ancestrale (Deravel et al., 2013). Dans certaines régions, certains agriculteurs a faible
revenu font usage des plantes a effet insecticide, comme méthode alternative de lutte, pour
protéger les denrées alimentaires en stockage (Ndomo et al., 2009). La flore du Burundi est
aussi pleine de plantes diversifiées dont certaines sont des pesticides potentiels. Plus de 2000
especes vegétales dotées de propriétés insecticides sont identifiées (Fatiha et al., 2013). Ainsi,
faire recours aux biopesticides et lutter biologiquement sont actuellement des méthodes a
conseiller dans le contrdle des ravageurs des champs et de stocks.

L’exploration de la biodiversite végétale locale pour la résolution des problémes
phytosanitaires permettra de valoriser et de préserver les connaissances et les savoir-faire
traditionnels dans les pays et surtout ceux du Sud (Pierre et al., 2018). Malheureusement, les
agriculteurs utilisent souvent des extraits provenant de différentes parties de ces plantes
(racines, écorces, feuilles, etc.) avec des doses largement supérieures ou inférieures a ce qui
est nécessaire (Poisot et al., 2018).

C’est dans cette optique de contribuer aux recherches déja entreprises que ce travail de fin
d’études est intitulé : « Etude phytochimique et efficacité biopesticide des extraits de Tithonia
diversifolia (mukobwandagowe) et de Solanum aculeastrum (umunemberi) contre les insectes
ravageurs des plantes et des récoltes: cas de la chenille 1égionnaire, des pucerons noirs, des

bruches de haricots et charangons de mais ».

0. 2. Problématique et hypothese

La Chenille légionnaire d’automne (CLA) est un ravageur potentiellement nuisible qui
continuera a se répandre en raison de ses caractéristiques biologiques (Ndomo et al., 2009).
Le mais a été particulierement attaqué par la chenille 1égionnaire d’automne (Spodoptera
frugiperda) dans 90% des communes du Burundi dont 33 ont été touchées a un niveau moyen
ou élevé (FAO, 2018).
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En dépit de problemes de disponibilité de stockage et de codt, les produits chimiques sont
utilisés d'une fagon abusive et impropre dans la plupart des pays africains (Cissokho et al.,
2015).

Néanmoins, S. frugiperda développe et présente une grande faculté d’adaptation et de
résistance aux produits utilisés aussi rapidement (cas de Thiodan, Emacot et Goggat utilisés
contre cette chenille) aux insecticides chimiques (Guera et al., 2020 ; Bateman et al., 2018 ;
FAO, 2018). L’utilisation des extraits végétaux contre les insectes de stocks, est connue
depuis longtemps, selon LIPPERT (1988), la pulvérisation de 1’infusion a base de feuilles
d’absinthe séchées sur les céréales stockées est utilisée afin d’¢loigner les charangons et les
vers de la farine (Fatiha et al., 2013).

Un nombre non négligeable de plantes pesticides se retrouve dans les aires protégées du
Burundi (PHD, 2021). Parmi ces plantes ayant des propriétés pesticides, il y a le T.
diversifolia (mukobwandagowe) et le S. aculeastrum (umunemberi). L’efficacité de T.
diversifolia en tant que termiticide a été démontrée (Diby et al., 2015). Le S. aculeastrum
(umunemberi) est aussi connu comme ayant un pouvoir insecticide surtout contre les pestes
(PHD, 1999).

Bien que ces deux plantes soient connues comme biopesticides de méme que les ravageurs

cibles, une dose serait plus efficace que I’autre.

0. 3. But et intérét de notre travail

Les problémes de contamination de 1’environnement, de résistance des ravageurs et des effets
nocifs sur les organismes non visés ont contribué¢ au renouveau d’intérét pour les molécules
présentes dans les végétaux et les agents de contrdle des insectes.

Le but de ce travail est d’étudier la phytochimie des deux plantes le T. diversifolia et le S.
aculeastrum et d’évaluer leur efficacité biopesticide contre les insectes ravageurs des plantes
et des récoltes (impongwa), dont la chenille Iégionnaire, les pucerons noirs (ubudabuda) et les
charancons (ubunyundo).

L’intérét de ce travail réside dans le fait que les résultats obtenus pourraient contribuer au
renforcement et a I’amélioration des pratiques utilisées dans 1’agriculture et dans la
conservation des récoltes au Burundi. L’utilisation des deux plantes pesticides a grande
échelle assurerait a moyen terme la protection de la santé humaine et de I’environnement. Les
extraits efficaces de ces plantes pesticides seraient conditionnés de maniére a substituer les
produits pesticides synthétiques trop colteux et nuisible a la santé dans le traitement

phytosanitaire des cultures.
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0. 4. Objectif du travail

Globalement, notre travail va contribuer a la valorisation des biomolécules responsables de
’activité pesticide en étudiant le pouvoir biopesticide de T. diversifolia et de S. aculeastrum
utilisés par les agriculteurs dans la lutte contre les insectes ravageurs des cultures et des
récoltes.
Spécifiquement, notre étude consiste a :

+ Etudier phytochimiquement ces deux plantes biopesticides,

« Tester la toxicité des extraits de ces deux plantes biopesticides contre la chenille

Iégionnaire, le puceron noir, les charancons de mais et les bruches de haricots,

«  Déterminer leurs doses efficaces et spécifiques a chaque extrait et a chaque ravageur.
Notre travail est subdivisé en trois chapitres. Le premier chapitre présente les généralités
sur les plantes biopesticides étudiées, les insectes ravageurs ciblés ainsi que les techniques
d’extraction des principes actifs. Le second chapitre est consacré au matériel et
méthodes. Le troisieme chapitre contient les résultats sur le criblage phytochimique, le test
du pouvoir pesticide des extraits des deux espéces de plantes ainsi que la discussion sur les
résultats.

Ce travail se cléture par une conclusion générale et les différentes perspectives envisageables.
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CHAPITRE I. GENERALITES SUR LES PLANTES BIOPESTICIDES ETUDIEES
ET LES INSECTES RAVAGEURS CIBLES

I.1. Généralités sur les plantes biopesticides étudiées

L’homme a depuis longtemps fait recours aux plantes insecticides. Des fermiers chinois
utilisaient Illicium lanceolatum (des le 7e siécle av. J.-C) pour protéger leurs cultures contre
les insectes, les aconits étaient utilisés (au moyen-age) contre les rongeurs. Des récits indiens
datant du 17e siécle rapportent I’utilisation des racines de Derris ferruginea et de

lonchocarpus sericeus pour leurs propriétés insecticides (Deravel et al., 2013).

Les agriculteurs du café mélangent cing espéces végetales : Tephrosia vogelii (Intaruhunwa)),
Neorautanenia mitis (Intembe), Capsicum frutescens (Pilipili) et T. diversifolia pour lutter
contre les insectes ravageurs du caféier. Concretement, dans le cas du traitement des parasites
du haricot, le Tithonia est combiné avec Tephrosia vogelii et le ricin pour traiter les pucerons
noirs du haricot (Ndihokubwayo et al., 2021).

I. 1. 1. Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray

T. diversifolia (Asteraceae) (Fig.1-1) est une plante envahissante de plus en plus remarquée
au Burundi. En plus de quelques utilisations (non publiées) ici au Burundi, des études ont
conclu sur ses activités antipaludiques, grace a sa molécule de Tagitinine C (Goffin et al.,
2002) ; et sur ses activités répulsives (Anjarwalla, et al., 2016). Il peut aussi étre utilisé pour le
traitement des inflammations douloureuses (Owoyele et al., (2004) in Ndihokubwayo et al.,
2019).

Figure 1-1. Feuilles et fleurs de T. diversifolia



ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET EFFICACITE BIOPESTICIDE DES EXTRAITS DE TITHONIA DIVERSIFOLIA ET DE

SOLANUM ACULEASTRUM CONTRE LES INSECTES RAVAGEURS DES PLANTES ET DES RECOLTES : CAS DE LA ©
CHENILLE LEGIONNAIRE, DES PUCERONS NOIRS, DES BRUCHES DE HARICOTS ET DES CHARANGONS DE MAIS
a. Classification de I’espéce
La classification du T. diversifolia se résume dans le Tableaul
Tableau 1- 1. Classification de T. diversifolia
Régne | Division Classe Ordre Famille Tribu Genre Espeéce
Plantae | Magnoliophyta | magnoliopsida | Astérales | Astéraceae | Heliantheae | Tithonia | T.diversifolia

Nom binominal ou taxonomique: T. diversifolia (Hemsl) Gray

Synonyme : Mirasolia diversifolia Hemsl
b) Habitat et répartition de T. diversifolia (Hemsl) Gray

C’est une espece des Asteraceae originaire d’ Amérique centrale, elle est devenue pantropicale
(qui se localise dans toute la zone tropicale). On la trouve par conséquent dans une grande

partie des pays d’Afrique, sur la zone tropicale
c) Utilité de T. diversifolia

Plusieurs études sur I’utilisation de T. diversifolia ont été faites pour son usage comme engrais
vert ou servant de supplémentation dans 1’alimentation des animaux (Noumbissi, 2014). T.
diversifolia est I’'une des Astéracées les plus rencontrées dans les exploitations en jachéres, au
bord des routes et aux alentours des maisons. Il peut également étre utilisé pour le traitement
des cas d’inflammations douloureuses (Owoyele et al., 2004 in Diouf et al., 2014). Sa
présence sur un sol témoigne de la fertilité de ce dernier et est favorable aux cultures telles
que : mais, soja, niébé, gombo, sorgho, coton etc.

Outre sa potentialité de fertilisation, le T. diversifolia a la propriété de protéger les cultures
contre les ravageurs et les maladies parfois car toutes les cultures de son entourage ne sont

point attaquées et produisent en qualité et en quantité.

Il est utilisé comme termiticide. En effet, son utilisation en arrosage régulier dans les
plantations d’arbres fruitiers a montré une meilleure croissance et une réduction importante de
I’attaque des termites (Diby et al., 2015). 1l agit également contre les insetctes Aphis gosypii,
Thrips tabaci et Bemisia tabaci (Njuguna et al., 2022). Les fleurs séchées réduites en poudre

sont reconnues pour la conservation des semences, contre le bruche du haricot entre autres.
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Le Tithonia est utilisé comme plante a propriétés insecticides/insectifuges par les paysans du
Kivu (RD Congo) dans la lutte contre les insectes ravageurs des cultures contre Ootheca
mutabilis Chrysomelidés ravageurs de haricot (Coleoptera Chrysomelidae) et Ophiomyia

spencerella contre la mouche du haricot (Diptera Agromyzida) ( Munyuli et al., 2018).
d) La phytochimie de T. diversifolia

Le Tithonia contient des lactones sesquiterpéniques qui sont réputées étre de bons insecticides
(Diby et al., 2015). Des études ont montré ses activités antipaludiques grace a sa molécule de
Tagitinine C (Goffin et al., 2002) ; et sur ses activités répulsives (Oyewole et al., 2008). Gas
Chromatography-Mass Spectrometry Analysis of the essential oil leaves revealed the presence
of different bicyclic monoterpénes, sesquiterpenoids, cyclic monoterpenes and fatty alcohol
(Njuguna et al., 2022):
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Camphene (terpéne bicyclique) Limonéne (monoterpéne cyclique)

CH,

HO o ;

1,4- méthanoazulene (junipene) : 3-carene (monoterpene bicyclique)
Sesquiterpéne bicyclique

Figure 1-2. Structure de camphene (a), limonene (b), junipene (c) et 3-carene (d) (Njuguna et
al., 2022)

I.1. 2. Le S. aculeastrum Dunal

Le S. aculeastrum (Fig. 1-3), connu sous le nom de « pomme amere de chevre », est
originaire d'Afrique. En Afrique du Sud, il a été utilisé pour traiter diverses maladies
humaines et animales, en particulier les troubles de I'estomac et divers cancers (Koduru et al.,
2006).
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Figure 1-3. S. aculeastrum Dunal

a. Classification de I’espéce

La classification du S. aculeastrum se résume dans le Tableau 1-2.

Tableau 1-2. Classification du Solanum aculeastrum

Sous genre

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

Plantae

Magnoliopsida

Solale

Solanaceae

Solanum

Solanum aculeastrum

b) Répartition géographique

S. aculeastrum, arbrisseau originaire d’Asie tropicale, assez répandu dans la région de

Nouméa, le long des pistes, en forét (Mont Koghi, Mont Mou...), a des propriétés cholagogues

(décoction de feuilles). Parmi les autres Solanum croissant en Nouvelle-Calédonie, signalons

encore une espéce herbacée anthropophile tres épineuse, riche en saponine, qui, tout en étant

assez toxique constituerait un analgésique et un sédatif nerveux efficace. S. camptostylum

BIT., sous-arbrisseau de maquis (Tiébaghi) et S. tetrandtum R.BR., arbrisseau répandu dans

tout le domaine néo-calédonien, y compris les loyautés, surtout sur les pentes rocheuses, ces

deux derniers s’étant révélés a I’analyse tres riches en alcaloides.

Le S. aculeastrum est aussi connue dans les vastes étendus d’Afrique de Sud (Savadogo et al.,

2016) mais largement décrit par les auteurs kenyans (Wanyonyi A W, 2003, Kama-Kama,
Koduru S V et al .2008, Linet T L et al.2015).
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c) Utilité de S. aculeastrum

Les usages du S. aculeastrum sont multiples notamment contre les troubles de I’estomac,
divers cancers. Il est aussi antimicrobien (10 germes), antifongique (5 germes), anti
leishmanien (Munyantwari et al., 2019). Il est aussi utilisé en médecines traditionnelles en cas
de troubles mictionnels des sujets masculins ayant 1’age de plus de 50 ans et soulage méme
les formes IPSS sévéres moyennant 3 prises en 3 mois. La famille des Solanacées est
particuliérement intéressante du point de vue pharmacologique, beaucoup d’espeéces étant

riches en alcaloides, certaines d’autres sont tres toxiques.

Comme utilité pesticide, le S. aculeastrum Dunal agit contre la mouche du haricot (Diptera :
Agromyzida), le Megalurothrips sjostedti thrips contre les ravageurs des haricots et tomates

(Thysanoptera : Thripidae) (Munyantwari et al., 2019).
e) La phytochimie de S. aculeastrum

La chimie du S. aculeastrum est faite d’alcaloides stéroidiens glycosidiques dont la tomatidine
et la solasodine ont un effet apoptotique. Deux molécules (Solamagine et B-solamarine),
extraites des baies et des écorces des racines de S. aculeastrum Dunal ont démontré une
activité molluscicide (Ndihokubwayo et al., 2021). Deux molécules d’alcaloides stéroidiens

glycosidiques ont été identifiées : Solamargine et solasonine (Burger et al., 2018).
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Figure 1-4. Structures de solamargine (a) et solasonine (b) (Burger et al., 2018)

I. 2. Généralités sur les insectes ravageurs des champs et des récoltes
La diminution de la production mondiale des denrées alimentaires causée, par la non-
utilisation des produits phytosanitaires, pourrait étre a I’origine de la famine chez les

populations déja fragilisées (Patrice et al., 2016).

Cependant, les cultivateurs du haricot et de mais ont cherché de nombreuses pratiques pour
limiter I’expansion et les dégats des différentes especes d’organismes appelés « ravageurs »> »
ou « bioagresseurs »>. Notre travail porte seulement sur quatre insectes ravageurs : la chenille
légionnaire d’automne (Spodoptera frugiperda) et le puceron noir du haricot (Aphis fabae)
comme ravageurs du champ et le bruche du haricot (Acanthoscelides obtectus) et le charangon

de mais (Stophilus zeamais) comme les ravageurs post-récolte.
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I. 2 .1. Les insectes ravageurs des champs

l. 2 .1. 1. La chenille légionnaire d’automne

La CLA (Spodoptera frugiperda) est un insecte originaire des régions tropicales et
subtropicales des Amériques. Ses larves se nourrissent plus de 80 especes de plantes, dont le
mais, le sorgho, le millet, la canne a sucre, les cultures maraichéres et le coton. La CLA peut
entrainer d’importantes pertes de rendement si elle n’est pas bien gérée (Poisot et al., 2018).
Les figures suivantes montrent la propagation de la chenille en Afrique (Fig. 1-5 ai) et les
dégats causés par la chenille dans les différentes provinces du Burundi (Fig. 1-5 a2). Au
Burundi, le ravageur y est présent depuis le mois de février 2016 et se trouvent dans toutes les

provinces du pays.
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Figurel-5. Propagation de la CLA en Afrique (a1) et les provinces du Burundi plus touchées

par la CLA (a;) (FAO/MINEAGRI, 2018)

C’est un ravageur polyphage qui attaque plus de 80 especes de plantes dans son milieu

d’origine, causant des dégits a des céréales cultivées d’importance économique avec une

préférence au mais. Il existe deux souches pour le ravageur : la souche « mais » qui est

infeodée principalement au mais, sorgho, canne a sucre, cultures maraicheres et coton.
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La souche « riz » s’attaque surtout au riz et aux graminées spontanées comme le Cynodon

dactylon. Ainsi, jusqu’aujourd’hui, c¢’est la premiére souche qui est connue au Burundi.

Il est pratiquement impossible de distinguer les deux souches a base des criteres
morphologiques, c’est I’analyse moléculaire qui permet de reconnaitre les deux formes de
ravageur. Les agents biologiques bénéfiques comme composés de prédateurs comme les
fourmis, les perce-oreilles, les punaises, etc. Ces derniers limitent sa prolifération (Kasongo,
et al, 2021).

Il y a également des parasitoides comme les microhyménoptéres et des microorganismes
entomopathogénes comme les bactéries, les champignons, les protozoaires, les virus et les
nématodes. Ces nématodes et ces organismes pouvant étre utilisés contre la CLA ne sont
encore explorés ni en Afrique ni au Burundi. I1 est pratiquement impossible de 1’éradiquer, il
faut concevoir un plan stratégique pour gérer cet organisme exotique qui est reconnu comme
redoutable a la culture du mais. C’est ainsi que le Plan d’Action National pour le contrdle de
la chenille 1égionnaire d’automne, Spodoptera frugiperda a été validé (Ndayiragije et al.,
2019).

La chenille légionnaire d’automne pond des ceufs sur les plantes, qui éclosent sous forme de
larves et commencent a attaquer les plantes. De fortes infestations peuvent entrainer des
pertes importantes de rendement. Les plantes infestées présentent un tissu foliaire mangé du
bord vers I’intérieur par les larves et une défoliation étendue avec apparence déchiquetée et

déchirée ; les épis peuvent aussi étre attaqués.

La chenille légionnaire d’automne a typiquement six stades larvaires. Les jeunes larves sont
verdatres avec une téte noire (Fig. 1-7e), la téte devenant plus orange au deuxiéme stade. La
largeur des capsules de téte s’étend d’environ 0,3 mm (stade 1) & 2,6 mm (stade 6), et les
larves atteignent des longueurs d’environ 1 mm (stade 1) a 45 mm (stade 6) (Fig. 1-7f). Dans
le second stade, mais en particulier le troisieme, la face dorsale du corps devient brunatre, et
les lignes blanches latérales commencent a se former. Du quatriéme au sixieme stade, la téte
devient brune rougeatre, tachetée de blanc, et le corps brunatre porte des lignes subdorsales
blanches et latérales. Des pinacles dorsaux apparaissent sur le corps ; elles sont généralement

de couleur foncée et portent des épines.

Le front de la larve mature peut également étre marqué d’un “Y” blanc inversé et 1’épiderme

de la larve est rugueux ou granulaire dans la texture lorsqu’il est examiné de prés (Figure 1-

79).
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Cycle de développement (Fig. 1-7b) de la CLA et les différents stades larvaires de la chenille sont respectivement illustres (Fig. 1-6 et Fig. 1-6)

CYCLE BIOLOGIQUE DE LA CHENILLE LEGIONNAIRE D’AUTOMNE (EN AMERIQUE LATINE)

Les adultes femelles vivent en moyenne
10 jours (mais La durée de 1a phase
adulte peut aller jusqu’d 21 jours).

HASRAIE
M=t LES CEUFS

La femelle dépose une coplague
de 50 5 200 ceufs

PHASE LARVAIRE

(6 stades) 14-22 jours

Les o eclone™t dams

wn dels On 2 3 1 oo

Figure 1-6. Cycle de vie de la chenille l1égionnaire (Ndayiragije et al., 2019)
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Stades larvaires Maragues distinctives des larves

Chrysalide brun rouaeétre Papillon male avec une tache blanche visible

Figure 1-6. Les différents stades larvaires de la chenille d’automne (Prasanna et al., 2018)
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a) Dégats causés par la chenille l1égionnaire

Au Burundi, 12 provinces étaient beaucoup touchées par la chenille Iégionnaire tandis que le
reste était moins touché (FAO, 2018) avec une rapide propagation (Fig. 1-5a).

b) Les moyens de lutte contre la chenille Iégionnaire

D’apres I'ISABU, les moyens de lutte préconisés sont : (i) une plantation et une récolte
précoce et/ou les variétés de maturation précoce (lutte agronomique) ; (ii) un piégeage par des
para-phéromones (lutte mécanique) ; (iii) une pulvérisation a base de pyréthrinoides de
synthese : Dursuban 5G, Imidaclopride, Décis, Orthéne (lutte chimique).

S’agissant d’une culture de subsistance, il est peu probable que les agriculteurs et leurs
familles acceptent d’abandonner le mais. Mais il existe des méthodes de gestion de la chenille

légionnaire d’automne sur le mais, comme cela a été démontré aux Amériques.

I. 2.1.2. Le puceron noir du haricot

Les colonies d’Aphis fabae envahissent les jeunes pousses sur la face inférieure des feuilles,
les pétioles et les jeunes gousses. Les plantes fortement infestées végetent mal, leurs feuilles
se recroquevillent et se boursoufflent. Le miellat poisseux et luisant excrété par les pucerons
recouvre la végeétation, et est colonisé par un champignon saprophyte noir (fumagine) qui
géne les fonctions chlorophylliennes et respiratoires de la plante. Les attaques se développent
surtout en période séche.

L’incidence de cet insecte peut atteindre 15 %. En saison pluvieuse, les colonies denses
d'Aphis fabae sont souvent détruites par des champignons parasites tels que Erynia
neoaphidis ou Neozygites fresenii. Les larves ou adultes de coccinelles et les larves de syrphes
(diptéres) dévorent les pucerons et peuvent également contribuer au contrdle naturel de leur
population.

Le cycle de reproduction du puceron noir de haricot est illustré sur Fig. 1-8.
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Figure 1-7. Cycle de vie du puceron noir (Raval et al., 2006)

La principale méthode de lutte se basera essentiellement sur le respect du calendrier cultural ;
on évitera a tout prix les semis tardifs. Les pulvérisations a base de diméthoate ou d'un
aphicide spécifique comme le pyrimicarbe (200 & 300 g m. a. /ha) qui a l'avantage de
respecter la faune auxiliaire, éliminent rapidement les pucerons. Le délai d'attente entre le

dernier traitement et la récolte est de 14 jours.

Quant aux dégats causés par le puceron, 9 provinces étaient beaucoup touchées par le

puceron noir sur les haricots et les cultures maraichéres (FAO, 2018).

I. 2 .2. Généralités sur les insectes ravageurs des recoltes

I.2.2.1. Les bruches du haricot en stock

Les bruches du haricot sont des coléoptéres de deux especes : Acanthoscelides obtectus et
Zabrotes subfasciatus. Les femelles pondent des ceufs minuscules dans les gousses mures en
champs ou les déposent par paquets sur les graines des haricots entreposées. La larve fait des
creusements dans les graines en se développant, puis elle se rapproche de la surface de la
graine. Devenue adulte, elle souléve un petit opercule circulaire puis s'échappe.
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Les dégats causés par les larves des deux especes sont similaires. Des pratiques agricoles
simples permettent de limiter les risques d'infestation des graines, il faut récolter les gousses
de haricot dés qu'elles sont mures, les seécher et les écosser rapidement. Le nettoyage des
récipients utilisés pour la conservation du haricot et leur désinsectisation sont aussi

recommandés.

Ainsi, les insectes susceptibles de causer des dégats au grain stocké appartiennent a deux
familles principales : les coléoptéres et les Iépidopteres ou papillons (Berhautetal, 2003). Le
bruche du haricot commun, Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera; Bruchidae) (Fig. 1-
9) est ’'une des espéces les plus importantes sur les stocks des haricots communs (Phaseolus

vulgaris L.) On la rencontre en zones tropicales et subtropicales.

Durée du cvcle de

vie 3022j

Figure 1- 8. Cycle de vie d’A. obtectus (Say) (Djilali, 2012)

l. 2.2.2. Le charangon des mais en stock

Les principaux insectes du mais en stock dans la zone du projet sont I’alucite des céréales,
Sitotroga cerealella (Lepidoptére) et les charancons, Sitophilus oryzae, S. zeamais
(Coléoptéres). Les attaques commencent au champ et continuent dans les milieux de stockage

causant des dégats importants pouvant atteindre 100% (Ndomo et al., 2009).
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Les principaux insectes nuisibles au mais durant le stockage sont les insectes qui
appartiennent a I’ordre des coléopteres et des lépidoptéres.
Au niveau des coléopteres, les principaux insectes nuisibles rencontrés sont :Rhizopertha
dominica, Prostephanus truncatus, Sitophilus zeamais, Trogoderm agranarium, Tribolium

castaneum et T. confusum.
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Figure 1-9. Cycle de vie du charancon de mais (a), Charancon adulte (b) et larvaire (c)

(Kouwelton et al., 2019)
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CHAPITRE Il: MATERIEL ET METHODES
Il. 1. Matériel végétal

I1. 1. 1. Récolte et localisation de la zone d’échantillonnage

a) Matériel de récolte

La récolte des échantillons s’est effectuée. La récolte des échantillons des deux plantes (Fig.
2-11) faisant I’objet de cette étude a été effectuée, a I’aide d’un sécateur, le 20 avril 2022 et le
30 novembre 2022 dans la région naturelle de Bugesera, commune et Province de Kirundo.
La période de récolte et le lieu de récolte sont des parameétres qui influent sur la variabilité
qualitative et quantitative de la composition chimique des plantes (Foutse, 2017). Pour la
conservation de nos échantillons, nous avons utilisé les matériaux ci-aprés : des papiers
journaux pour 1’échantillon a déposer dans 1’herbarium du Département de Biologie, Faculté
de Sciences, de I’Université du Burundi et des sacs en plastique pour le transport des

échantillons servant a 1I’expérimentation.
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Figure 2-10. Matériel : GPS (a) et récolte des différents échantillons de T. diversifolia (b) et
de S. aculeastrum (c)

La récolte était guidée par un agent d’ INADES-Formation de cette localité. Les feuilles de T.
diversifolia ont été récoltées au centre urbain de Kirundo a 02°34° 46, 4°° de longitude et &
030°04°40,0" de latitude avec une altitude de 1460 m.
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Les feuilles et fruits du S. aculeastrum ont été récoltés sur la colline Kinyinya a 02° 35* 15.3”’
de longitude et a 030°05°12.1"" de latitude a une altitude de 1432 m (Fig. 2- 12).

Les plantes portant les feuilles normales et / ou jeunes ou des fruits ont été sélectionnées. Les
feuilles surabondantes ont été prélevées en prenant soin de les sectionner avec un secateur au-

dessus de la base du limbe pour faciliter I’identification.

-2°27.60

-2°31.20° xzmo'

-2°31.20°

Légende

B Lacs

Points d'échantillonnage
# Solanum aculeastrum
A Tithonia diversifolia
Sites d'échantillonnage:

[ Centre-Urbain kirundo

Il Colline Kanyinya

[0 Commune kirundo
Province:

[ Kirundo

Provinces du Burundi:

[ Limites

[ pays limitrophes

-2°34.80"
-2°34.80'

-2°38.40°
-2°38.40"

30°3.60 30°7.20" 30°10.80

Figure 2-11. Carte de localisation de la zone d’échantillonnage

Les coordonnées ont été marquées et les échantillons ont été conservés dans 1’herbier du

Département de Biologie a la Faculté des Sciences de 1’Université du Burundi.
b) Identification des plantes biopesticides récoltées

L’identification des deux échantillons est réalisée a 1’herbier de la Faculté des Sciences,
département de Biologie. Les échantillons récoltés ont été comparés a d’autres échantillons du
méme type déja entierement identifiés et stockés a I’herbier (Foutse, 2017) et surtout pour

I’identification du S. aculeastrum.
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I1. 1. 2. Séchage et préparation des échantillons

Apreés la récolte, le séchage s’est fait sur les séchoirs du laboratoire d’EX- CRUPHAMET de
la Faculté des Sciences (Fig. 2-13). Les conditions de séchage des plantes (luminosité,
température, hygrométrie) peuvent également étre a 1’origine des modifications de la
composition chimique de la drogue végétale (Foutse, 2017). Cependant, nous avons effectué
le séchage a I’air libre a I'ombre et a température ambiante. Le suivi des échantillons était

régulier (Tableau 2-3) afin de suivre la variation de masse.

Figure 2-12. Séchage des échantillons : feuilles de T. diversifolia (a), feuilles de S.

aculeastrum (b), fruits de S. aculeastrum (c)

Tableau 2-3. Variation de la masse des échantillons en fonction du temps du séchage a

I’ombre a ’air libre

Partie de 30-|07- |14- |21- |28- |01- 15-| 22-
Espéce la plante nov|dec |dec |dec |dec |dec | 08-janv| janv| janv

T. diversifolia | Feuille 999,9 | 644,4|288,91209,9|131,2|66,3 |59,9 59,9 (59,9

Feuille 552,2 1363,8|175,5|134,2|93,03|50,7 |50,3 50,3 (50,3

%332’ 1020’ 708,0 3387 | 269.4 %75’ 1755  |1755 275’

S. aculeastrum
Fruit

Les valeurs de ce tableau ont permis de calculer la perte en eau (P.E) pour chaque espéce en

utilisant la formule suivante :

ml-m2

P.E (%) = X100

ml

Ou : m1 : masse de I’échantillon avant le séchage ;

M2 : masse de I’échantillon apres le séchage
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Ainsi, pour les feuilles T. diversifolia (TDF)

999,9-59,9

P.E (%)= 999,9

X100= 94,004 %
Pour les feuilles S. aculeastrum (SAcF)

552,2-50,3

P.E (%) = 5522

X100=190,89 %

Pour les fruits S. aculeastrum (SAcFr)

1332,2-175,5
1332,2

P.E (%) = X100= 86,82 %

Aprés séchage, les échantillons ont été transformés en poudre fine par broyage et cette
derniére a été utilisée pour les tests de détection (screening phytochimique) des substances
éventuellement présentes.

I1. 2. Matériel animal

I1. 2.1. La chenille légionnaire et les pucerons noirs

La chenille légionnaire et le puceron noir ont été traités dans le champ d’expérimentation

préparé et suivi a la FABI a I’Université du Burundi (Fig. 2-14).

Figure 2-13. Champ de haricot pour la culture des pucerons noirs (a), haricots déja infestés
par les pucerons noirs (b), champ de mais infesté par la CLA (c)

I1. 2. 2. Les bruches de haricots et les charangons de mais

Les bruches ont été obtenus a partir de 1’élevage de masse réalisé au niveau du laboratoire C5
du Département de Chimie. L’élevage s’est fait sur les graines de haricots. Quant aux
charangons, ils ont également été obtenus par 1’¢levage de masse qui s’est effectué au niveau

du méme laboratoire C5 sur les graines de mais.
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11. 2. 3. Elevage des insectes ravageurs
L’¢élevage portait sur quatre insectes a savoir la chenille 1égionnaire, les pucerons noirs (Aphis
fabae) (ubudabuda), les bruches de haricot (Acanthoscelides obtectus) et les charangons de

mais (Stophilus zeamais).

Il. 2. 3.1. Elevage des chenilles Iégionnaires
a. Production de larves
L’¢élevage de la chenille légionnaire d’automne a été effectué au laboratoire Ex-

CRUPHAMET. Elle avait comme but de produire une grande quantité des larves (Fig. 2-15).

b

U !\ "',:

Figure 2-14. Processus de ’¢levage de la chenille 1égionnaire d’automne



ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET EFFICACITE BIOPESTICIDE DES EXTRAITS DE TITHONIA DIVERSIFOLIA ET DE
SOLANUM ACULEASTRUM CONTRE LES INSECTES RAVAGEURS DES PLANTES ET DES RECOLTES : CAS DE LA 27
CHENILLE LEGIONNAIRE, DES PUCERONS NOIRS, DES BRUCHES DE HARICOTS ET DES CHARANCONS DE MAIS

La récolte des larves de la CLA (Fig. 2-15b) de préférence du dernier stade dans les champs
infestés par la chenille légionnaire d’automne.

Les larves récoltées ont été placées dans les bocaux en plastique minus des trous d’aération et
contenant des morceaux de feuilles tendres de mais (Fig. 2-15 c et d). La récolte des larves
s’est faite pendant les heures fraiches (le soir) afin de ne pas trop stresser les larves destinées a
I’élevage (Boyombe et al., 2022). Les larves récoltées sur terrain ont été ramenées
immédiatement au laboratoire C5. Pour éviter le cannibalisme, les larves ont été élevées
individuellement dans les boites en plastic bien aéreées.

Ces larves étaient alimentées par les morceaux de feuilles tendres de mais (Boyombe et al.,
2022) jusqu’a I’obtention des chrysalides (Fig.2-15e). Chaque jour, les boites étaient
nettoyées et de nouveaux morceaux des feuilles de mais mis dans les boites afin de maintenir
le milieu d’¢élevage propre et éviter ainsi la mort des chenilles tout en suivant le protocole
d’¢élevage de la chenille légionnaire d’automne du Laboratoire d’entomologie appliquée et
fonctionnelle (LENAF) (Boyombe et al., 2022).

b. Conditionnement des chrysalides

Les chrysalides ont été retirées des boites d’¢élevage suivant le rythme de métamorphose des
larves. Ces chrysalides sont placées en petit nombre dans les tubes a essai couvert d’ouate ou
encore dans une grande boite en plastique bien aérée puis placée dans un endroit frais (a
température ambiante) et calme aussi bien aéré (Fig. 2-15 f, g et h).

Le suivi d’émergence des papillons a été fait régulierement. L’humidité des boites pendant les
journées trop chaudes a été gardé en aspergeant légerement un peu d’eau distillée sur le coton
(Fig.2-15g) qui couvre les tubes a essai et en plongeant la base de ces tubes dans un récipient
contenant un peu d’eau froide pendant quelques heures afin de protéger les chrysalides contre
les chocs thermiques (Fig.2-15h).

Apres 1’éclosion des papillons, ces derniers ont été retirés des tubes a essai et placés dans des
grosses boites en plastic bien aérées. Des gros morceaux de feuilles fraiches de mais qui vont
servir d’abri et de lieu de ponte y ont été déposés. Des couples ont été identifiés et mis chacun
dans une boite dont la paroi est recouverte de quelques gouttes de miel servant de nourriture
pour les papillons. Toute manipulation des papillons a été faite sous une moustiquaire (non
imprégnée d’insecticide) afin d’éviter la fuite des papillons.

Cependant 1’élevage des chenilles n’a pas reussi du fait que les papillons n’ont pas pu

s’accoupler.
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Ce non-aboutissement serait dd aux conditions environnementales : 1’espace limité qui aurait
occasionné 1’absence de la parade nuptiale qui précéde 1’accouplement), climatiques
(température, humidité, ...) et alimentaires (I’usage de miel constitué du nectar et de pollen
comme nourriture). Aprés ce constant d’échec, nous avons procedé au traitement de la

chenille légionnaire au niveau du champ.

11. 2. 3.2. Elevage des characons des mais (Stophilus zeamais)

Le but de cet élevage est d’obtenir une population homogéne et suffisante d’insectes adultes
pour les différents tests aux pesticides biologiques. Ainsi, un élevage de masse (Fig.2-16) a
été réalisé avec des insectes adultes collectés dans le stock des mais d’un marchand de la zone
Gihosha. Sur des graines de mais acheté chez un marchand, cet élevage a été réalisé a
I’obscurité et dans les conditions de température ambiante du laboratoire C5 ou le test de

toxicité a été réalisé.

Figure 2-15. Elevage des charangons de mais
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I1. 2. 3.3. Elevage des bruches de haricot (Acanthoscelides obtectus)

Dans le souci d’obtenir une population homogéne et suffisante d’insectes adultes pour les
différents tests d’extraits biologiques, un élevage de masse (Fig.2-17) a été effectué a
I’obscurité a une température ambiante avec des insectes adultes collectés dans des haricots

infestés achetés au marché.

Figure 2-16. Elevage de bruche de haricot

I1. 3. Préparations d’extraits des plantes étudiées

I1. 3.1. Préparation d’extrait aqueux des feuilles fraiches

Les feuilles relativement saines et fraiches de T. diversifolia et de S. aculeastrum ont été
utilisées pour la préparation des extraits aqueux (Fig. 2-18). 250g des feuilles de T.
diversifolia récoltées a été broyé dans un mortier puis la pate obtenue a été mise dans un
récipient dans lequel 1 litre d’eau de robinet a été ajouté. Aprés avoir bien mélange, le tout a

été laissé macérer pendant 24h.

Ensuite, I’enlévement des débris de feuilles ont été effectués par filtrage du mélange a travers
un tissu fin (Fig. 2-18a) et enfin nous avons obtenu 1 litre d’extrait des feuilles de T.
diversifolia. Le procédé a été le méme pour la préparation d’extraits aqueux des feuilles
fraiches de S. aculeastrum. Pour obtenir des solutions a pulvériser, une dose de 250 g de
feuilles dans un litre d’eau (dose 1) a été préparée. Deux autres doses (dose 2 : 125 g/L et
dose 3 : 62.5 g/L) ont été obtenues par dilution. (Fig. 2-18c).
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Figure 2-17. Extraction a 1’eau (a), Extraits aqueux de 250 g/L (b), différentes doses des

solutions aqueuses (c)
I1. 3. 2. Test de toxicité des extraits frais sur la chenille Iégionnaire et les pucerons noirs
I1. 3. 2. 1. Test de toxicité sur les chenilles légionnaires

a) Visite et delimitation de champ

L’incidence et la sévérité des dégats occasionnés par la chenille a été observée (Fig.2-19 a et

b) lors d’une visite effectuée avant le traitement.

Les essais de lutte étaient intervenus aprés cette visite. La densité d’infestation par parcelle de
mais n'était pas sur I’ensemble du champ expérimental. Le traitement des mais infectés a eu
lieu le soir (Fig. 2-19) afin d’épargner les chenilles de stress car pendant la journée, ils se
réfugient dans les endroits cachés des feuilles tendres. Le test a été donc réalisé sur les plants
d’un champ de mais se trouvant dans la Faculté d’Agronomie et Bio-ingénierie (FABI) de

I'Université du Burundi.
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Figure 2- 18. Subdivision du champ (a), pied des mais attaqué par la CLA (b), préparation

des lots (c) a traiter et pulvérisation (d)

Quant aux solutions a pulvériser, il s’agit d’une dose de 250 g de feuilles dans un litre d’eau
(dose 1) et deux autres doses (dose 2 : 125 g/l et dose 3 : 62.5 g/l) sont obtenues par dilution.
Les solutions obtenues étaient immédiatement appliquées sur les mais attaqués dans chaque
lot de mais a traiter tout en respectant les traitements suivant le dispositif expérimental utilisé.
Les lots de mais témoins bien qu’infestées par la CLA au méme titre que les autres lots de

mais de la parcelle, n’ont subi aucun traitement insecticide.
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b) Traitement des lots infestés

Ce traitement consistait a mouiller les parties de la plante par la solution biopesticide a I’aide
d’un pulvérisateur (Fig.2-19d). Ce traitement a été fait le soir afin que le produit se conserve
longtemps sur la plante sans étre séché ou détruit par le soleil. Le lendemain, aprés 24h, le
dénombrement des chenilles mortes commencait. Ce dénombrement s’est réalisé jour aprés
jour jusqu’au dixieme jour. Trois essais pour chaque dose ont été realisés afin de mieux
¢évaluer I’efficacité de ces doses. Pour ce qui est de I’efficacité de la lutte, pour chaque

traitement, nous avons évalué le nombre de larves mortes et le taux de mortalité.

11.3.2.2. Test de toxicité sur le puceron noir

Le test a été realisé aux champs de haricot se trouvant dans la Faculté d’Agronomie et Bio-
ingénierie (FABI) de I'Université du Burundi. Avant le traitement, le nombre de pucerons sur
la feuille ou la tige de haricot était dénombré a 1’aide d’une loupe pour ne rester que quinze
pucerons sur la feuille ou tige de haricots a traiter. Le dénombrement a été effectué¢ a I’aide
d’une loupe binoculaire (Fig. 2-20). Un papier en aluminium était étendu en bas de la partie

pulvérisée de la plante pour faciliter le dénombrement et une bonne visualisation de pucerons

morts. Le suivi et le dénombrement est fait aprés chaque 24h jusqu’au dixiéme jour.

Figure 2-19. Dénombrement des pucerons noirs
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11. 3. 3. Préparation des extraits des parties seches des plantes

I1. 3. 3. 1. Les solvants utilisés

Quatre solvants de différente polarité par 1’ordre croisant : n-hexane, dichlorométhane, acétate
d’éthyle et méthanol ont été utilisés. Plusieurs extractions avec des solvants organiques de
polarité croissante (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et le méthanol) ont été

effectuées en vue des études phytochimiques et biopesticides.

11.3.3.2. L’extraction de différents groupes chimiques

Lors de I’extraction, 50 g de poudres des feuilles de T. diversifolia et de S. aculeastrum ont
été successivement mis dans une ampoule a décanter (Fig. 2-21a) ou nous avions
préalablement introduit une petite quantité de coton filtrant stérilisé. La macération a duré 24h
et nous avons obtenu des extraits. De méme, 1’extraction d’une masse de 31,163 g de fruits de
S. aculeastrum a suivi la méme procédure. Tous les extraits obtenus ont été concentrés, puis

pesés pour connaitre le rendement de chaque extraction. Enfin, les extraits sont conservés

dans des flacons a 1’abri de la lumiére et de I’humidité.

Figure 2- 20. Photos d’ampoules a décanter lors de 1’extraction (a) et d’évaporateur rotatif (b)
Les feuilles de T. diversifolia sont préalablement séchées et broyées dans un mortier et
tamisées par un tamis de maille de 0,80 mm N°3903061 (ISO 565. DIN 3310-1) pour avoir
une poudre beaucoup plus fine. Les poudres fines des feuilles et fruits secs de T. diversifolia

et de S. aculeastrum ont été utilisés pour la préparation des extraits.



ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET EFFICACITE BIOPESTICIDE DES EXTRAITS DE TITHONIA DIVERSIFOLIA ET DE
SOLANUM ACULEASTRUM CONTRE LES INSECTES RAVAGEURS DES PLANTES ET DES RECOLTES : CAS DE LA

; 34
CHENILLE LEGIONNAIRE, DES PUCERONS NOIRS, DES BRUCHES DE HARICOTS ET DES CHARANCONS DE MAIS

I1 est, en effet, fréquent d’épuiser la drogue végétale, a 1’aide de I’utilisation successive de

solvants de polarité croissante (Foutse, 2017).

Les extraits de feuilles S. aculeastrum ont été préparés suivant le méme mode opératoire que
celui de T. diversifolia. Les fruits sont a leur tour moulu dans un moulin et tamisés avec le
méme tamis de 0,80 mm avant que leurs poudres soient macérées. Cependant, le choix des
solvants est important car I'efficacité des molécules bioactives differe selon le type d'extrait.
En effet, différentes masses des poudres des échantillons ont été macérées successivement
avec quatre solvants a savoir le n-hexane, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le
méthanol selon le degré croissant de leur polarité. Pour chaque extrait, le solvant a été évaporé
sous pression réduite a 39°C a ’aide d’un évaporateur rotatif (Fig.2-21b). L’évaporation
totale du solvant dans les extraits a été réalisée a 1’air libre, a 1’abri de la poussiére et de la
lumiére jusqu’a obtention d’un résidu sec. Ce dernier est conservé au réfrigérateur a + 4 °C

jusqu’a son utilisation ultérieure.

Pour passer d’un solvant a ’autre ; un test de révélation par UV visible a été effectué sur la
plaque de silice. En effet, la présence d‘une tache a une longueur d’onde de 254 nm et /ou a
365 nm, montre la présence encore des substances a extraire. En revanche, 1’absence de taches
brillantes, a la fois, a une longueur d’onde de 254 nm et celle de 365 nm est suivi d’un autre

test, test de révélation, consistant a pulvériser la plaque avec 1’acide sulfurique.

Apres ce test de révélation, a la température ambiante s’il n’y a pas de tache, le marc est séché

puis macéré ensuite par le solvant de polarité supérieure (Ngezahayo, 2016).

Nous avons obtenu douze extraits & base des quatre solvants organiques (hexane,
dichlorométhane, acétate d’éthyle et le méthanol) sur les trois échantillons (poudres des

feuilles de T. diversifolia, poudre des feuilles et celle de fruits de S. aculeastrum).

Il. 3.4. Test de toxicité des differents extraits au contact des charancons de mais et des
bruches de haricots

Les tests ont été effectués dans des boites de pétri au laboratoire EXx-CRUPHAMET. Les
extraits sont dilués dans du DMSO. Six insectes étaient mis dans chaque boite de Pétri. Les
parametres analyses étaient le nombre d’insectes tués ainsi que leur taux de mortalité
respectif. Le contr6le negatif est fait sur six insectes traités par 1’eau distillée. Le contrble

positif est fait a son tour sur six insectes traités par le DMSO.
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Il. 3.4.1. Préparation des solutions

Les solutions d’extraits ont été préparées a la concentration de 4 mg/mL (Ngezahayo, 2016).
D’autres études sur test de pouvoir insecticide des extraits des plantes ont été effectuées avec
une dose 0,002 g/mL soit 2 mg/mL (Tshimenga et al., 2018). En se référant sur cette dose,
deux autres doses : dose de 2 mg/mL et celle de 1 mg/mL par dilution multiple. Le solvant de

dilution utilisé a été le DMSO pour tous les extraits.

En effet, les solutions d’extraits présumés insecticides étaient préparées en diluant séparément
0.2 g avec un volume inférieur ou égal a 2.5 mL de DMSO de chaque extrait dans un
erlenmeyer de 50 mL. Puis, nous avons porté au trait de jauge avec de I’eau distillée ce qui a
donné une solution de 4 mg/L (solution-mere). De cette solution, deux autres doses ont été
préparées par dilution : une dose de 2 mg/mL et celle de 1 mg/mL. Les solutions ainsi

obtenues ont servi de solution présumée insecticide a pulvériser.

1. 3. 4. 2. Test de toxicité proprement dit

1 ml de chaque extrait a été ajouté et mélangé dans chaque boite de pétri avec les graines (de
mais pour les charancons ou de haricots pour les bruches). Nous avons introduit six insectes
(charangons de mais ou bruches de haricots) par boite de Pétri en verre de 90 mm de diametre

contenant 8 g de graines (mais ou haricots).

Nous avons effectué trois essais pour chaque dose. Deux témoins n’ayant pas recu de
traitement, ont été parallélement réalisés : 1’un avec une boite de Pétri ou le DMSO a été
ajouté) et I’autre dans une boite ou I’eau distillée a été ajoutée. L exposition des denrées au
rayonnement solaire intense favorise le départ des insectes adultes qui ne supportent pas les
fortes chaleurs ni la lumiére intense en stock. Les insectes se cantonnent souvent dans les
zones sombres (Savadogo et al., 2016). Cependant, I’ensemble des boites de Pétri a été
couvert par des tissus qui ne laissent pas passer la lumiére pour que ces boites restent dans

I’obscurité.

I1. 4. Calcul du taux de mortalité et de DLso
Le pourcentage de mortalité (Pc) est calculé selon le rapport du nombre d’individus morts

observé sur le nombre total de charangons préalablement introduit dans la boite de pétri.

Pc = [mortalités observées/nombre total de charangons] x 100.
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DLsg est determinée sur base de dose-mortalité en utilisant la méthode arithmétique de Karber

et Behrens (1935) avec comme formule :

DLso=DL10o-X (a X b)/n

a : différence entre deux doses successives,

b : moitié de la somme des charangons morts entre deux doses successives
n : effectif total des charangons dans la boite de Pétri.

I1. 5. Analyses statistiques
Les données ont été analysées avec le logiciel SPSS version 16.0 en utilisant I’analyse de

variance (ANOVA) pour comparer les moyennes au seuil de significativité de 5 %.

L’analyse des données sera réalisée pour comparer les extraits et deux hypothéses seront

posees :
* Ho : tous les extraits ont les mémes effets toxiques.
* Hjy : au moins un des extraits présente un effet toxique différent.

Il. 6. Le criblage phytochimique des extraits frais et secs des feuilles et des fruits des
plantes étudiées

Plusieurs études faites sur les plantes ont révélé que certaines plantes possédent des
substances chimiques, des métabolites secondaires dont les fonctions sont treés diversifiées.
Certains métabolites grace a leurs propriétés biopesticides représentent une source importante
de molécules utilisables pour I’homme dans différents domaines tels, médical, et
agroalimentaire, mais aussi dans la protection des végétaux (Poisot, 2018). Le screening
phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et d'analyse des
substances organiques naturelles de la plante. Ces techniques permettent de detecter, dans la
plante, la présence des produits appartenant a des classes de composes physiologiquement
actifs. Les tests de caractérisation sont basés en partie sur I’analyse qualitative, soit sur la
formation de complexes insolubles en utilisant des réactions de précipitation, soit sur la

formation de complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration (Badiaga, 2011).
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L’étude phytochimique a été réalisée sur les extraits des feuilles et fruits de S. aculeastrum et
sur ceux de feuilles de T. diversifolia. Elle a permis de détecter la présence ou I'absence des
constituants chimiques des différents extraits organiques et aqueux par les différents tests de
caractérisations. Les douze extraits sont utilisés pour les tests de détection des diverses

substances.

Ces tests de détection ont porté sur la recherche des alcaloides par révélation par le réactif de
Dragendorff® ; des flavonoides par le test a la soude ; des saponines par I’indice de mousse ;
des tanins par réaction au chlorure ferrique 1 % ; des terpénoides par réaction a 1’anhydride

acétique et acide sulfurique concentre.

Quant au protocole de détection, la procédure suivie a été effectué sur les différents extraits
comme décrit ci-dessous selon Evans (2009). Pour les saponines, on ajoute de I'eau distillée (5
mL) a l'extrait (1 mL) dans un tube & essai et la solution est secouee vigoureusement pour

observer une mousse persistante stable sur une période de 30 minutes.

Pour détecter les tanins, on ajoute 20 ml d'eau distillée & I'extrait (1 mL) dans un tube & essai
puis on fait bouillir. Le mélange est ensuite filtré et quelques gouttes de FeClz 0,1 % ont été
ajoutées au filtrat et des observations sont faites. Une coloration bleu-noire indique la

présence de tanins.

Pour les flavonoides : A I'extrait (1 mL) dans un tube a essai est ajouté de I'ammoniac dilué (5
mL) suivi d'acide sulfurique concentré (2 mL). Le mélange est chauffé pendant 2 minutes.
L'apparition d'une couleur jaune indique la présence de flavonoides. La détection des
glycosides est faite comme suit : I'extrait (0,1 g) est mélangé avec du chloroforme (2 mL) et
de I'acide sulfurique concentré (2 mL) est ajouté avec précaution en agitant doucement. Une

couleur brune rouge indique la présence d'un cycle stéroidien (partie aglycone du glycoside).

Concernant les alcaloides, I'extrait (0,1 g) est mélangé avec 1mL de HCI a 1 % dans un tube a
essai. Ce mélange est chauffé doucement et filtré. Puis, 3 gouttes de la solution de

Dragendorff sont ajoutées au filtrat. La couleur jaune persistante s‘est formée.

Par ailleurs, les stéroides sont détectés en ajoutant du chloroforme (2 mL) a I’extrait (2 mL)
suivi d'acide sulfurique concentré (2 mL) et le mélange est secoué. Une couche de

chloroforme rouge apparait et la couche acide montre une fluorescence jaune verdatre.

Détection des phénols : A I’extrait (1 mL) mis dans un tube a essai, sont ajoutées 2 gouttes de

2 % de FeCls pour détecter les phénols. Une coloration noire indique la présence de phénols.
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CHAPITRE 111 : PRESENTATION ET INTERPRETATION DES RESULTATS

I11. 1. Présentation des résultats

I11.1. 1. Rendement d’extraction des principes actifs de T. diversifolia et de S.

aculeastrum par les solvants organiques

Le rendement, en pourcentage par rapport au poids du matériel de départ (Tableau 3-4), est

déterminé par la formule suivante :
R (%) = poids sec extrait (g) X 100 / poids sec de la poudre (g)

Cette formule nous a permis de quantifier la part des métabolites secondaires compatibles
avec les quatre solvants utilisés (n-hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et le méthanol)
selon I’ordre croissant de leur polarité. Ce rendement a varié¢ en fonction de 1’espéce et de la
partie de la plante, ainsi que du solvant utilisé. L’étude a montré que les rendements peuvent
varier en fonction des conditions environnementales (Ait Taadaouit et al., 2012) chez la méme

espece.

Pour chaque drogue végétale, 4 extraits ont été obtenus soit 12 extraits pour les trois

échantillons. Les rendements d’extraction sont présentés dans le Tableau 3-4

Tableau 3-4. Rendements d’extraction avec les différents solvants organiques

Plantes Extraction Extrait obtenu
Espéce Oraane Solvant Masse de | Masse Rendement
P g I’échantillon (g) extraite (g) | (%)
Hex 50,004 2.907 5.81
T. diversifolia Feuille DEM_ 147,097 1.312 2.78
' AcEt 45,785 1.626 3.55
MeOH | 44,159 3.102 7.02
Hex 31,163 2,718 8.72
) DCM |28,445 1,828 6.08
Feuille
AcEt 26,617 1.994 3.54
MeOH (24,623 2.574 6.12
S. aculeastrum
Hex 50,005 2,326 4.65
. DCM [47,679 1,176 2.46
Fruits
AcEt 46,503 1.701 3.65
MeOH |44,802 5.047 11.26
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D’apres les données du Tableau 3-4, pour les fruits S. aculeastrum, I’extrait méthanolique a

donné le rendement élevé (11.26 %) suivi par 1’extrait hexanique (4.65%).

Pour les feuilles de S. aculeastrum, I’extrait hexanique a un rendement élevé 8.72% suivi de

I’extrait méthanolique avec 6.12%.

Pour les feuilles de T. diversifolia, I’extrait méthanolique a donné un rendement plus élevé

(7.02 % suivi par I’extrait hexanique 5.81%.

Les rendements les plus faibles sont enregistrés pour les extraits de DCM respectivement

2.46% pour les fruits de S. aculeastrum et 2.78 %. pour les feuilles de T. diversifolia

I11.1. 2. Effet insecticide des extraits aqueux de T. diversifolia et de S. aculeastrum sur la
chenille légionnaire (Spodoptera frugiperda)

Les extraits aqueux issus des feuilles de ces deux plantes ont agi sur les larves de la CLA
(Tableau 3-5) de maniere différente. Pour la méme dose (250 g/L), les extraits TDFAQ ont été
plus efficaces que ceux de SAcFA(q aprés 4 jours d’observation (Tableau 3-5). Il n’y avait pas
de variation de taux de mortalité aprés le quatriéme jour (Tableau 3-5).

Tableau 3-5. Mortalité observée pour la CLA en fonction du temps

Jours

JIr  [2Jdrs [3Jdrs [4Jdrs |5Jrs |6jrs [ 7Jdrs [8Jrs [9Jrs | 10Jrs
Type d’extrait

(g/L)

TDFAQ: 62,5 g/L 0 11,1 11,1 11,1 11,12 (11,2 11,1 |11,1 (11,1 (111
TDFAQ: 125 g/L 11,1 |11,1 (22,2 (22,2 |33,3 |33,3 |44,4 (44,4 (44,4 (44,4
TDFAQ: 250 g/L 22,2 |55,6 |77,8 188,9 |88,9 [889 (88,9 |88,9 |88,9 [88,9

SACFAQ: 62,5 g/L 0 0 11,1 11,1 11,1 11,1 111 11,1 11,1 111

SACFAQ: 125 g/L 11,1 122,2 |33,3 (33,3 (33,3 |33,3 |33,3 (33,3 [33,3

0
SACFAQ: 250 g/L 0 11,1 (33,3 |66,7 |66,7 [66,7 |[66,7 |66,7 |66,7 (66,7
T-:00/L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nous constatons que le taux de mortalité varie de 11.1 % avec une dose de 62.5 g/L a 88.9 %
avec une dose de 250 g/L pour les extraits TDFA(Q et de 11.1 % avec une dose de 62.5 g/L a
66.7 % avec une dose de 250 g/L pour les extraits SAcFAqQ pendant 10 jours d’observation.
Les extraits aqueux TDF sont plus efficaces que ceux de SACF.

La figure 3-22 montre 1’évolution journaliére de la mortalité % des CLA en fonction des

concentrations des extraits aqueux de T. diversifolia et de S. aculeastrum.
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Figure 3-21. Evolution journaliére de la mortalité (%) des chenilles l1égionnaire en fonction

des concentrations des extraits aqueux de T. diversifolia et de S. aculeastrum

D’apres la Figure 3-22, il est clair que la dose de 250 g/L est optimale apres quatre jours de
traitement. Pour une méme dose et pour la CLA, les extraits aqueux TDF sont plus efficaces
que ceux de SACF.

L’extrait a base des feuilles de Tithonia a été le plus efficace que celui du S. aculeastrum
apres quatre jours d’application. En effet, I’extrait de feuilles de Tithonia a provoqué entre
11,1 et 88,9 % de mortalité tandis que celui de S. aculeastrum entraine entre 0 et 66.7 % de
mortalité. En revanche, les chenilles ont présenté une résistance au traitement avec une dose

de 62.5 g/L par une faible mortalité observée soit 11,1 %.

I11.1. 3. Détermination de la dose létale 50 de I’extrait aqueux de TDf pour les chenilles
Iégionnaires

La dose létale 50 a été déterminée en fonction des différentes doses de 1’extrait la plus
efficace. Cette dose a été calculée a base de la formule suivante : DLso=DL1oo-X (a X b)/n et
les résultats sont reportés dans le Tableau 3-6.
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Tableau 3-6. Paramétres de calcul de DLsg

Doses Moyenne des nombres
(g/L) n | de chenilles mortes % de mortalité a b (axb)
62.5 310,33 11,1+0,2 62,5 (0,83 51,875
125 311,33 44,4+0,07 125 |2 250
250 32,67 88,9+0,04

h) 301,875

DLso=DLioo-X (a X b)/n=

1 mg/ml x (250-301.875/3) =149.375 g/L

Le DLso est de 149.375 g/L.

Les analyses statistiques ont montré qu’il y a eu des différences numériques entre les résultats
de I’effet insecticide de ces extraits végetaux. La dose qui a causé un taux de mortalité élevée

est celle de 250 g/L de I’extrait aqueux de T. diversifolia.

I11.1. 4. Effet insecticide des extraits aqueux de T. diversifolia et S. aculeastrum sur le
puceron noir

Nous avons pulvérisé différentes doses de nos extraits avec les extraits aqueux des feuilles de
T. diversifolia et de S. aculeastrum sur les pucerons noirs. Les extraits issus des feuilles de ces
deux plantes ont agi difféeremment sur les pucerons et cela selon les doses (Fig. 3-23). Dans
I’ensemble, le taux de mortalité des pucerons a varié de 35 a 91,1 % pour les extraits de T.

diversifolia et 5 a 77,8 % pour S. aculeastrum




ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET EFFICACITE BIOPESTICIDE DES EXTRAITS DE TITHONIA DIVERSIFOLIA ET DE
SOLANUM ACULEASTRUM CONTRE LES INSECTES RAVAGEURS DES PLANTES ET DES RECOLTES : CAS DE LA

CHENILLE LEGIONNAIRE, DES PUCERONS NOIRS, DES BRUCHES DE HARICOTS ET DES CHARANCONS DE MAIS 42

100,0
é:, 80,0
Pt
}—B 60,0
|
o @ @ @ ® ® ®
S
% 40,0 —
© i i i i |
x
o}
£ 20,0

0,0 S 1 ‘ 1 %“I,‘ 1 ‘ 1 1 1 1 1 ‘_I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Temps ( J)

—=—TDFaq: 62,5 g/L TDFaq: 125 g/L TDFaq: 250 g/L. —+—SAcFaq: 62.5 g/L
—eo—SAcFaq: 125 g/L SAcFaq: 250 g/L T-:0,049/l

Figure 3-22. Evolution journaliere de la mortalité (%) des pucerons noirs en fonction des
concentrations des extraits aqueux de T. diversifolia et de S. aculeastrum

Le taux de mortalité le plus faible était observé avec la dose de 62.5 g/L pour TDFaq aprés 5
jours d’application et avec la dose de 62.5 g/L pour SAcFaq apres quatre jours de traitement.
Le taux de mortalité des pucerons noirs a varié de 5 a 91,1 %. L’extrait des feuilles & 250 g/L
de Tithonia a été plus efficace que celui du S. aculeastrum et a provoqué entre 40 et 91,1% de
mortalité. Cependant, les pucerons ont présenté une réesistance au traitement avec une dose de

62.5 g/L par une faible mortalité observée soit 35,6 % pour T. diversifolia et 5% pour S.
aculeastrum.

I11.1. 5. Détermination de la dose létale 50 des extraits aqueux des feuilles de T.
diversifolia sur les pucerons

La dose létale 50 a été déterminée en fonction des différentes doses de 1’extrait la plus
efficace. Cette dose a été calculée a base de la formule suivante : DLsp=DL100o-Z (a X b)/n et
les résultats sont reportés dans le Tableau 3-7.
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Tableau 3-7. Paramétres de calcul de DLsg

Doses [n | Moyenne des nombres de pucerons |%o de a b (axb)
(g/L) morts mortalité
62,5 |15 (5,33 35,6+0,13|62,5|7,165 |447,8125
125 (15 (9 60+0,03 |125 |11,335 |1416,875
250 |15 (13,67 91,1+0,06

) 1864,6875

DLso = DL1oo-Z (a X b)/n=
1mg/ml x (250-1864, 69 /15) =125, 68 g/L
La DLsp est 125,68 g/L

Les analyses statistiques ont montré qu’il y a eu des différences numériques entre les résultats
de I’effet insecticide d’extraits. La dose qui a causé une mortalité élevée est celle de 250 g/L
des extraits aqueux de T. diversifolia. La dose létale est de 125,68 g/L.

I11.1. 6. Effet insecticide de différents extraits secs de T. diversifolia et S. aculeastrum sur
le charancon de mais

Les tests de toxicité ont été réalisés en utilisant les solutions préparées a base des extraits secs
obtenus a partir des quatre solvants organiques utilisés a tour de rdle par macération selon le
degré de leur polarité. Ces tests sont effectués sur les charangons de mais et sur les bruches de

haricot.

I11. 1. 6. 1. Effet insecticide des extraits de TDF, SAcF et SAcFr sur les charancons de
mais en fonction de temps

Les figures suivantes Fig. 3-24, Fig. 3-25 et Fig. 3-26 illustrent 1’évolution des taux des
mortalités cumulées en fonction du temps et de la dose de différents extraits organiques des
feuilles de T. diversifolia (TDF), des feuilles de S. aculeastrum (SAcF) et des fruits de S.
aculeastrum (SAcFr) sur les charancons de mais. Les courbes de taux de mortalité des
charancons montrent un effet biopesticide qui croit difféeremment selon le type d’extrait pour
une méme concentration. On observe une variation du taux de mortalité avec la dose des
extraits et le temps. La plus forte dose (4mg/ml) occasionne une mortalité élevée (83,3%) des
charangons traités avec 1’extrait hexanique des feuilles T. diversifolia au cinquiéme jour de

contact. Aucune mortalité n’a été observée chez les témoins pendant les dix jours de contact.
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Figure 3-23. Courbe de mortalité des charancons traités par les différents extraits de TDF de

concentration de 4 mg/ml en fonction du temps
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Figure 3-24. Courbe de mortalité des charancons traités par les différents extraits organiques

de SACF de concentration de 4 mg/ml en fonction du temps
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Figure 3-25. Courbe de mortalité des charangons traités par les différents extraits de SAcFr

de concentration de 4mg/ml en fonction du temps

Ces figures (Fig. 3-24, Fig. 3-25 et Fig. 3-26) montrent que 1’évolution des mortalités n’est
pas identique. De plus, les courbes montrent également que les extraits hexaniques présentent
une forte activité biopesticide par rapport aux autres extraits pour une dose de 4 mg/mL.

I11. 1. 6. 2. Comparaison des especes de plantes en fonction de leur toxicité

Pour savoir ’espéce la plus efficace, nous avons fait une étude comparative des taux de
mortalité des charangons traités par des extraits de TDF, SAcF et SAcFr a 4 mg/mL. D’apreés

la Figure 3-27, il est clair que I’extrait hexanique de TDF est trés toxique par rapport aux
extraits d’autres solvants (DCM, AcEt et MeOH).
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Figure 3-26. Comparaison de la toxicité des différents extraits organiques des deux especes

de plante a une concentration de 4 mg/mL DMSO
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I11. 1. 6. 3. Comparaison des moyennes de mortalités journalieres pour les différents
extraits organiques

Le tableau 3-8 montre les différentes moyennes des taux de mortalités journalieres pour les

différents extraits a une dose de 4 mg/mL.

Tableau 3- 8. Moyennes de mortalités journalieres pour les différents extraits a une dose de 4
mg/mL

Espéce Type d'extrait Taux de mortalités journalier (%o)
TDF TDF Hex 8,4+0,11
TDF DCM 5,1+0,07
TDF AcEt 3,4+0,06
TDF MeOH 540,10
SAcF SACF Hex 5,1+0,06
SAcF DCM 3,4+0,06
SACF AcEt 3,4+0,06
SAcF MeOH 5,1+0,07
SACFr SACFr Hex 6,8+0,03
sAcFr DCM 3,4+0,06
SACFr AcEt 5,1+0,07
SAcFr MeOH 3,4+0,06

Ce tableau montre que les extraits hexaniques ont une moyenne de taux de mortalité

journaliere plus élevee.

I11. 1. 6. 4. Comparaison des doses de TDF E Hex en fonction de leurs effets toxiques
Pour identifier la dose la plus efficace de I’extrait le plus toxique (TDF E Hex), une étude
comparative des pourcentages des moyennes de mortalité pour différentes doses a été
effectuée (Tableau 3-9).

Tableau 3-9. Résultats des moyennes de mortalités en fonction des doses de TDF Hex

Doses (mg/ml) Moyennes de mortalités (%)
4 83.310,11
2 22.2+0,07
1 11.1+0,55

Les résultats de ce tableau montrent que le taux de mortalité augmente proportionnellement
avec la dose ou il atteint 83,3 % de mortalité pour les charancons traités a la plus forte dose (4

mg/mL).
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Les analyses statistiques ont montré qu’il y a eu des différences numériques entre ces des
extraits de TDF, SAcF et SAcFr a 4mg/mL, mais statistiguement, aucune différence

significative (P>0.05) n’a été observée entre ces traitements.

I1l. 1. 6..5. Détermination de la dose létale 50 de I’extrait hexanique des feuilles T.
diversifolia sur les charangons

La dose Iétale 50 a ¢été déterminée en fonction des différentes doses de 1’extrait la plus
efficace. Cette dose a été calculée a base de la formule suivante : DLso=DL1go-X (a X b)/n et
les résultats sont reportés dans le Tableau 3-7.

Tableau 3-10. Données des parameétres de calcul de DLso

Doses N Moyenne des nombres de % de mortalité |a |b (@xb)
(mg/mL) charangons morts
1 610,67 11,1+0,55 1 |1 1
2 611,33 22,2+0,07 2 13,165]6,33
4 615 83,3+0,11

) 7,33

DLso=DL1go-X (a x b)/n =1 mg/mL x (4-7, 33 /6) =2, 77 mg/mL

La dose létale 50 est de 2,77 mg/mL aprés une période de 10 jours d’observation. Cette valeur
de la DLso & 4 mg/mL calculée aprés 10 jours de contact confirme le degré élevé de toxicité

de ces extraits sur les graines vis-a-vis de ces charangons.

I11.1. 7. Effet insecticide de différents extraits de T. diversifolia et S. aculeastrum sur le
bruche de haricot Acanthoscelides obtectus (Say)

I11. 1. 7. 1. Effet de toxicité par contact sur les bruches de haricots

Les figures 3-33, 3-34, et 3-35 illustrent 1I’évolution des taux des mortalités cumulées en
fonction du temps et de la dose de différents extraits organiques des feuilles de T. diversifolia
(TDF) et des feuilles de S. aculeastrum (SAcF) et des fruits de S. aculeastrum (SAcFr) sur les
bruches de haricots. Il apparait comme dans le cas précedant une augmentation du
pourcentage de mortalité des bruches de haricot en fonction du temps et de la dose des
différents extraits de TDF et SACF&Fr.

Aucune mortalité n’a été observée chez les témoins pendant les dix jours de contact. La plus
forte dose (4 mg/mL) des extraits hexaniques a occasionné une mortalité élevée (de 100 %
avec les extraits de TDF (Fig. 3-33), 83,3 % avec SAcF (Fig. 3-34) et 100 % avec SAcFr (Fig.

3-35) des bruches au 8eme jour de contact.
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Figure 3-27. Courbe des taux de mortalité des bruches de haricots traités par les différents

extraits de TDF de concentration a 4 mg/mL en fonction du temps
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Figure 3-28. Courbe de taux de mortalité des bruches de haricots traités par les différents

extraits de SAcF de concentration de 4 mg/mL en fonction du temps
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Figure 3-29. Courbe de taux de mortalité de bruches de haricot en fonction de temps pour les
extraits SAcF de concentration 4mg/L

Les figures (Fig. 3-7, 3-8 et 3-9) montrent que I’évolution de taux de mortalité n’est pas
identique. De plus, les courbes montrent également que les extraits hexaniques présentent une

plus forte activité biopeticide par rapport aux autres extraits pour une méme dose de 4
mg/mL.

I1l. 1. 7. 2. Comparaison des différents extraits des deux plantes en fonction de leurs
effets toxiques

Pour identifier I’extrait le plus efficace parmi les extraits utilisé, une étude comparative du
taux de mortalité pour 10 jours d’observation a été réalisée. La figure 3-31 montre que les
extraits hexaniques sont les plus efficaces par rapport aux extraits du dichlorométhane,
d’acétate d’éthyle et du méthanol.
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Figure 3-28. Moyennes de taux de mortalité des bruches de haricot pour différents extraits

I11. 1. 7. 3. Comparaison des moyennes des taux de mortalité journaliere pour les

différents extraits

Le tableau 3-8 montre les différentes moyennes de mortalités journaliéres pour les différents

extraits a une dose de 4 mg/mL.

Tableau 3-11. Moyennes de mortalités journaliéres pour les différents extraits a une dose de 4

mg/mL

Espece Type d'extraits Taux de mortalité

TDF TDF Hex 10+0,13
TDF DCM 8,3+0,13
TDF AcEt 8,4+0,11
TDF MeOH 8,5+0,08

SACF SACF Hex 8,510,13
SAcF DCM 5,1+0,07
SAcF AcEt 8,4+0,01
SAcF MeOH 6,7£0,11

SACFr SAcFr Hex 10+0,11
SAcFr DCM 6,8+0,08
SAcFr AcEt 6,8+0,09
SAcFr MeOH 8,4+0,11

Les resultats de ce tableau montrent que les extraits hexaniques ont une moyenne de mortalité

journaliere élevée par rapport aux autres extraits.
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1. 1. 7. 4. Comparaison des différentes doses de TDF Hex en fonction de leurs effets
toxiques

Pour identifier la dose la plus efficace de I’extrait le plus toxique de 1’extrait hexanique de T.
diversifolia, une étude comparative des moyennes de mortalité pour les différentes doses de
I’extrait hexanique a été réalisée pendant 10 jours d’observation (Tableau 3-12)

Tableau 3-12. Moyennes des taux de mortalité pour différentes doses de TDF Hex

Doses (mg/ml) Moyennes de mortalité (%)
4 100+0,00
2 55,6+0,5
1 16.7+0,9

Les résultats de ce tableau montrent que le taux de mortalité augmente proportionnellement
avec la dose. Il atteint 100 % de mortalité pour les bruches de haricots traitées a la plus forte
dose (4 mg/mL) (Tableau 3-12).

Les analyses statistiques ont montré qu’il y a eu des différences numériques entre les extraits
de TDF, SAcF et SAcFr a 4 mg/mL, mais statistiquement, aucune différence significative

(P>0.05) n’a été observée entre les traitements.

I11. 1. 7. 5. Détermination de la dose Iétale 50
La dose létale 50 a été déterminée en fonction des différentes doses de 1’extrait la plus
efficace. Cette dose a été calculée a base de la formule suivante : DLso = DL1go-X (a X b) /n et

les résultats sont reportés dans le Tableau 3-13.

Tableau 3-13. Paramétres de calcul de DLso

?n?;?fn 0 n m}éiggino?t? nombres  de o 4o mortalité |a|b (axb)
1 61 16,7209 1215|215
2 6(3.3 55605 2265 |93
2 66 1000,00
> 11,45

DLso=DL10o-X (a X b)/n=

1 mg/ x (4-11, 45 /6) = 2, 09 mg/mL
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La dose létale 50 est de 2,09 mg/mL apres une periode de 10 jours. Cette valeur de la DL 50 (4
mg/mL) a été calculée aprés 10 jours de contact confirme le degré élevé de toxicité de ces

extraits sur les graines vis-a-vis de ces bruches de haricot.

I11.1. 8. Résultats du criblage phytochimique

L’étude phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires aux niveaux des feuilles de T. diversifolia et de S. aculeastrum. La détection de
ces composés est basée sur des réactions de changement de couleur spécifique et de

précipitation. Les résultats sont reporteés dans les tableaux 3-14 et 3-15.

Le criblage phytochimique réalisé sur les différents extraits organiques de feuilles de T.
diversifolia et S. aculeastrum a révélé la présence de différents principes actifs comme le

montre le tableau 3-14.

Tableau 3-144. Résultats du criblage phytochimique des extraits agqueux

Extraits Principes actifs
Gluc. Sap. Flav. Tan. Phén.
TDF + + + + +
SAF + + + - i

Légende : Sap.: saponosides Flav.: Flavonoide Tan.: Tanins Glyc.: Glycosides

Phen. : Phénol +: présence - : absence

Les résultats de ce tableau montrent que I’analyse phytochimique de 1’extrait aqueux des
feuilles de T. diversifolia révéle la présence des saponosides, des glycosides, des flavonoides,
des tanins et des phénols tandis que I’extrait aqueux de S. aculeastrum révélant la présence

des glycosides, des saponosides et des flavonoides.

Les essais phytochimiques effectués sur les extraits secs des feuilles de T. diversifolia et de S.
aculeastrum ainsi que ceux des fruits de S. aculeastrum ont révélé la présence de différents

composés selon le solvant d’extraction comme le montre le tableau 3-15.
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Tableau 3-155. Résultats de la caractérisation des groupes chimiques dans les extraits

organiques des parties de T. diversifolia et S. aculeastrum

Types d’extrait

Principes

actifs

Alc.

Sap. Flav.

Stér.

Tan. |Glyc. Phen.

TDF Hex

TDF DCM

TDF AcEt

TDF MeOH

SAF Hex

SAF DCM

SAF AcEt

++ |+ +

SAF MeOH

SAFr Hex

+ 4|+ |+ |+ +]|+|+]|+

SAFr DCM

SAFr AcEth

=+

SAFr MeOH

1
+ ||| ||| |||+

+
+ |+ |+
+

Légende : Alc. : alcaloides, Sap

.. saponosides, Flav.

: flavonoides, Stér. : stéroides

Tan. : Tanins, Glyc: glycosides, Phen. : Phénols, + : présence, - : absence
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I11. 2. Discussion et interprétation des résultats

Un fort taux de mortalité pour les CLA (88,9 %) et pour les pucerons noirs (91,1 %) a été
causé par la concentration la plus élevée (250 g/ L) et le faible taux de mortalité (11,11 %
pour les deux insectes) a été provoqué par la plus faible concentration (6.25 g/ L). Cette
mortalité serait due a la présence des saponosides, flavonoides, tanins des glycosides et des
phenols dans les extraits aqueux des feuilles de T. divsersifolia. Par ailleurs, des saponosides,
des flavonoides, et des glycosides sont présents dans les extraits aqueux des feuilles de S.
aculeastrum. L’efficacité de T. diversifolia en tant que termiticide a été démontrée (Diby et

al., 2015). Cela serait di a la présence des glycosides, saponosides et flavonoides.

La rémanence de I’extrait aqueux du T. diversifolia a été plus efficace. Cela serait dd a la

présence des glycosides, saponosides et flavonoides.

Un fort taux de mortalité (83,3 % pour les charancons de mais et 100 % pour les bruches de
haricots) a été remarqué avec le traitement par la concentration la plus élevée (4 mg/ mL) et le
faible taux de mortalité (11,11 % pour les deux insectes) a été provoqué par la plus faible

concentration (1 mg/ mL).

Cela peut étre expliqué par la présence, dans cet extrait, de certains métabolites secondaires
tels que les polyphénols, les alcaloides et les tanins dont la toxicité vis-a-vis des insectes a été
démontrée dans plusieurs travaux (Bouchelta et al., 2005 ; Nsambu et al., 2014). De plus,
certaines espéces de plantes ont des propriétés insectifuges ou insecticides (toxique, répulsive,
anti-appétant) vis-a-vis d’une large gamme de bioagresseurs (Boni et al., 2017) et sont de ce

fait utilisées par la population dans la lutte contre les insectes (Savadogo et al., 2016).

La présence des métabolites secondaires et surtout des flavonoides peuvent aussi avoir un
effet négatif comme substances antiappétantes, comme réducteurs de la digestion et comme

toxines (Sylvie et al., 2011).

Etant donné que les composes phénoliques sont connus pour avoir des propriétés ovicides,
larvicides, nymphocides et adulticides contre différentes espéces d’insectes (Akono et al.,
2012) ; leur présence dans les extraits préparés aurait été la cause des mortalités des bruches

de haricots et des charangons de mais.

Les travaux de Regnault-Roger (2008) qui montrent que les polyphénols ubiquitaires dans la

nature, provoquent une perturbation de la motricité naturelle de I’insecte. Par ailleurs, les
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tanins présentent un effet direct toxique pour certaines espéces d’insectes (Toumnou, et al.,
2011).

Le S. aculeastrum fait partie des Angiospermes. Ce qui pourrait expliquer ses effets
insecticides car les Angiospermes contiennent des alcaloides qui sont des métabolites
secondaires constitués des atomes d'azote secondaire, tertiaire ou quaternaire dans leurs
structures (Bruneton, 2014). Ils sont métaboliquement actifs et jouent un réle important dans
la physiologie des plantes ou des organismes. Les alcaloides possédent des propriétés

répulsives ou anti-appétantes a 1’égard des insectes ravageurs (Diouf et al., 2020).

L’extrait aqueux de T. diversifolia contiendrait des sesquiterpénes lactones et composés
phénoliques (tanins) (Adoyo et al., 1997 ; Ziemons et al., 2005). Sa toxicité serait due a la
présence de ces métabolites. Ces derniéres seraient a 1’origine de la faible valeur de la DL 50
(4 mg/ml) calculée aprés 10 jours de contact confirme le degré élevé de toxicité de ces extraits
sur graines vis-a-vis de ces bruches. La faible valeur de la DL so (4 mg/mL) calculée aprés 10
jours de contact confirme le degré élevé de toxicité de ces extraits sur les graines vis-a-vis des

charangons.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail a porté sur I’étude phytochimique et le pouvoir biopeticide de T. divsersifolia
(feuille) ,S. aculeastrum (feuille et fruit) dans le but de contribuer a la valorisation des
biomolécules responsables de 1’activité biopesticide de leurs extraits utilisés par les
agriculteurs dans la lutte contre les insectes ravageurs des cultures dans les champs cas de
Spodoptera frugiperda, Aphis fabae ) et des récoltes en stock cas de charancons de mais

Stophilus zeamais et les bruches du haricot Acanthoscelides obtectus.

Etant donné la menace des ravageurs des plantes aux champs et dans les stocks, la toxicité des
pesticides synthétiques ainsi que la résistance de certains de ces ravageurs a ces insecticides,

I’utilisation biopesticides est une nécessité.

Les échantillons des deux plantes faisant 1’objet de cette étude ont été collectés le 20 avril
2022 et le 30 novembre 2022 dans une région naturelle de Bugesera, commune et Province de
Kirundo. Ces échantillons ont été soumis a 1’extraction par macération dans différents
solvants (eau pour les feuilles fraiches et ’hexane, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le
méthanol pour les parties seches) afin d’obtenir deux extraits aqueux (de feuilles fraiches de
T. diversifolia et de S. aculeastrum) et les douze extraits qui ont servi a leur tour a 1’étude

phytochimique ainsi qu’aux différents tests de toxicite.

L’étude phytochimique sur I’extrait aqueux de T. divsersifolia nous a donné cing groupes
chimiques qui sont les glycosides, les saponosides, les flavonoides, les tanins et les phénols.
Le méme screening sur I’extrait aqueux de feuilles de S. aculeastrum a révélé aussi la

présence de trois groupes chimiques qui sont les glycosides, les saponosides, les flavonoides.

Les tests de toxicité avec les différents extraits de ces deux plantes biopesticides contre les
quatre insectes (la chenille légionnaire, le puceron noir, les charangons de mais et les bruches
de haricots) ont montré la mortalité est en fonctions de 1’espéce, de la concentration et du

temps.

Les extraits aqueux de T. divsersifolia ont montré une toxicité elevée de 88,9 % contre les
chenilles Iégionnaires et celle de 91,1 % contre les pucerons noirs des haricots pour la dose de
250 g/L. La dose létale 50 des extraits aqueux des feuilles de T. divsersifolia est de 125,68 g/L
contre les pucerons noirs et 149.37 g/L contre la chenille Iégionnaire.



ETUDE PHYTOCHIMIQUE ET EFFICACITE BIOPESTICIDE DES EXTRAITS DE TITHONIA DIVERSIFOLIA ET DE
SOLANUM ACULEASTRUM CONTRE LES INSECTES RAVAGEURS DES PLANTES ET DES RECOLTES : CAS DE LA 27
CHENILLE LEGIONNAIRE, DES PUCERONS NOIRS, DES BRUCHES DE HARICOTS ET DES CHARANCONS DE MAIS

Cette mortalité serait due a la présence des saponosides, flavonoides, tanins, des glycosides et
des phénols dans les extraits aqueux de T. divsersifolia. L’efficacité de T. diversifolia serait d0
a la présence des glycosides, saponosides et flavonoides.

Les tests insecticides des douze extraits organiques des feuilles et fruits des deux plantes
montrent que les extraits hexaniques donnent un meilleur taux de mortalité sur les bruches de
haricots et les charangons de mais. Les extraits hexaniques de T. divsersifolia ont entrainé une
toxicité élevée de 83.3 % contre les charancons de mais Stophilus zeamais et de 100 % contre
les bruches de haricots Acanthoscelides obtectus avec une concentration de 4 mg/mL. La dose
Iétale 50 est de 2.77 mg/mL contre Stophilus zeamais et 2.09 mg/mL contre Acanthoscelides
obtectus. Cette mortalité serait due a la présence des métabolites secondaires qu’ils

contiennent surtout la présence des alcaloides et flavonoides.

Néanmoins, nous ne pouvons pas dire que notre recherche a été épuisée, une étude plus
approfondie sur les espéces de plantes biopesticides en général et en particulier T. diversiforia
et S. aculeastrum pourrait étre envisagée. Cette étude pourrait permettre d’isoler et identifier
les différents principes actifs responsables du pouvoir pesticide et déterminer leurs structures

moléculaires.
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SUGGESTIONS ET PERSPECTIVES

SUGGESTIONS
Pour les agriculteurs

e Visiter leurs champs et contrdler leurs récoltes fréquemment pour observer et prendre

des mesures adéquates en cas de présence des insectes ravageurs.
Pour le gouvernement :
e Financer les recherches et vulgariser les plantes insecticides

Multiplier les occasions pour la sensibilisation des petits exploitants agricoles sur

I’importance de 1’usage des produits phytochimiques en agriculture.

PERSPECTIVES
Pour les chercheurs :

e Continuer les recherches pour isoler et déterminer les structures moléculaires des
principes actifs responsables du pouvoir pesticides se trouvant dans ces deux especes
de plantes

e Formuler des nouveaux produits phytochimiques pour faire face aux insectes
ravageurs types

e Déterminer le calendrier d’application pour aider les agriculteurs de savoir la bonne

période de traitement
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