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Evaluation de la stabilité des huiles essentielles dans une
formulation d’un bioproduit : effet de la variation thermique
sur l’activité biocides de principe actif

Résumé

Ces dernieres années les chercheurs sont orientés vers une nouvelle méthode de lutte
alternative de la lutte chimiques, basée sur l'utilisation des extraits végétaux plus
précisément les huile essentielles dans la protection des végétaux.

Dans le présent travail nous avons estimé I'effet de température de stockage sur la
stabilité d’'un bioproduit formuler a base de I'huile essentielle de menthe pouliot Mentha
pulegium et sur I'expression de l'activité biocide sur les différentes formes biologiques
du puceron noire de la feve Aphis fabae.

Les résultats montrent que I'huile essentielle formulée de menthe pouliot provoque un
effet de choc remarquable sur les larves des insectes traité par rapport a ceux des
adultes. La comparaison des effectifs d’abondance globale présente une différence
significative entre le témoin et les autres blocs expérimentaux, en revanche le type de
stockage n’influence pas I'efficacité des huiles essentielles formulées

Le traitement stocké en températures ambiante et négative présente un taux de
mortalité journaliére plus important par comparaison au bioproduit stocké en
température positive. On remarque aussi que le traitement stocké dans température
ambiante a un effet toxique plus fort que les autres traitements
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Evaluation of the stability of essential oils in a formulation of a
bioproduct: effect of temperature variation on the biocidal activity
of the active ingredient

Abstract

In recent years, researchers are oriented towards a new alternative method control of
chemical control, based on the use of extracts plants more precisely the essential oil
in protection of the plant.

In the present work, we estimated the effect of storage temperature on the stability of
a bioproduct formulation based essentially on oil pennyroyal Mentha pulegium and the
expression of the biocidal activity on different biological forms of black bean aphid
Aphis fabae.

The results showed that the essential oil of pennyroyal causes made a remarkable
impact effect on insect larvae treated compared to those of adults. Comparing the
numbers of overall abundance presents a significant difference between the control
and other experimental blocks, however the type of storage does not influence the
effectiveness of essential oils formulated

Treatment stored in ambient temperatures and negative has a larger daily mortality
rate compared to the bioproduct stored positive temperature On also note that the
treatment stored in room temperature has a toxic effect than the other treatments

Keywords:

Aphis fabae, essential oil, stability, temperature, pennyroyal
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Introduction générale

Avec la révolution dans le domaine agro-alimentaire, I'espéce humaine doit maximiser
sa production alimentaire afin d’assurer une alimentation adéquate de la population
mondiale. Pour se faire elle doit réduire 'abondance des espéces qui sont en
compétition alimentaire avec elle.

Les Aphides sont considérés comme des ravageurs de toute premiere importance
ayant une capacité extraordinaire de multiplication de migration d’'un végétal a un autre
condition qui facilitent d’'une fagon trés importante leur pullulation (Billiotti, 1977 in
Haif ,1997)

La lutte contre les ennemis des cultures est basée sur l'utilisation des pesticides de
synthése. L’usage de ces pesticides chimiques a souvent causé un accroissement de
la résistance des insectes, la disparition des populations d’insectes non cibles, la
neutralisation de la vie du sol et la pollution des eaux de surface et des nappes
phréatigues (Chandrashekar et Srinivasa , 2003 ; Ouedraogo, 2004 ; Camara,
2009).

Les huiles essentielles sont potentiellement efficaces en industries agroalimentaires,
eégalement dans le domaine de la phytoprotection a la place des insecticides et
fongicides chimiques (Negi et al., 2005). Elles constituent donc une source
intéressante de nouveaux composés dans la recherche de molécules bioactives (Sell,
2006).

Il existe beaucoup de factures influencer la composition chimique de I'huile essentielle
Ja température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la composition du sol
sont autant de factures d'ordre environnementale susceptibles d’exercer des
modifications chimique par exemple chez la Mentha piperita les nuits froides favorisent
la formation de menthol alors que les nuits tempérées favorisent celle du
menthofuranne (Bruneton ,1999).

L’objectif de ce travail est d’estimer I'effet de la température de stockage sur la stabilité
d’'un bioproduit formulé a base de l'huile essentielle de menthe pouliot Mentha
pulegium et sur I'expression de I'activité biocide sur les populations d’Aphis fabae

Dans ce contexte nous avons essayé de répondre a certaines questions d’hypothéses

Quel serait 'impact de la variation thermique de stockage des huiles essentielles
formulées sur leur activité biocide ?

Quel serait limpact des huiles essentielles stockées sur les différentes formes
biologiques d’Aphis fabae ?

14
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Chapitre | : Les huiles essentielles

I.1. Historique

Les huiles essentielles sont rencontrées dans diverses familles botaniques, elles sont
largement répandues dans le monde végétal et se trouvent en quantité appréciable
chez environ 2000 especes réparties en 60 familles (Richter, 1993). Ces huiles
essentielles sont des substances naturelles existant depuis I'antiquité ; Les arbmes et
les parfums furent parmi les premiers signes de la reconnaissance qui marquerent la
vie de 'homme (Mengal et al., 1993). La médecine était basée sur une grande
connaissance de I'herboristerie et de la botanique, les quelles permettaient de lutter
efficacement contre les divers maux dont souffraient les patients (Ausloos, 2002).

[.2. Définition

Ce sont des produits odorants de composition chimique complexes renfermant des
principes actifs volatiles et contenus dans les végétaux. Toutes les parties de la plante
peuvent contenir des huiles essentielles dans des vésicules spécialisées (Charpentier
et al., 2008).

Selon Smallfield (2001), les huiles essentielles sont des mélanges de composés
aromatiques des plantes, qui sont extraites par distillation par la vapeur ou des
solvants.

Selon Padrini et Lucheroni (1996), les huiles essentielles, appelées aussi essences,
sont des mélanges de substances aromatiques produites par de nombreuses plantes
et présentes sous forme de minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits,
la résine, les branches, les bois, elles sont présentes en petites quantités par rapport
a la masse du végétal. Elles sont odorantes et trés volatiles.

|.3.Répartition, localisation des huiles essentielle

Les huiles essentielles n'ont pas une présence générale chez les végétaux .environ
1%des especes €laborent des essences .certaine familles se caractérisent par un
grand nombre d’espéces qu'elles regroupent en particulier dans les familles
Myrtaceae , Lauraceae , Lamiaceae , Asteraceae ,Apeaceae , Cupressaceae |,
Poaceae , Zingiberaceae , Piperaceae (Mohammedi ,2006)

La synthése et 'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a
la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante. Les poils glandulaires épidermiques rencontrés
souvent chez les Labiaceae ,Geraniaceae , et Rutaceae , ils produisent les essences
dites superficielles. Les organes sécréteurs sous-cutanés comprenant les cellules et

16



les poches sécrétrices qui sont généralement disséminées au sein du tissu végétale
chez les Ombelliferaceae Apiaceae ou Asteraceae .

Les essences dans les plant peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs
(origan), feuilles (citronnelle, Eucalyptus), écorce (cannelier) , bios (bios de rose,
santal), racines (vétiver), rhizomes (acore, gingembre), séve (encens
,myrte),bourgeons (pin),fruit(badiane) ou graines (carvi ). Plusieurs catégories de
tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une espéce, voire dans un
méme organe (Bruneton, 1999).

|.4.Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont des substances liquides a température ambiante, ayant
une odeur souvent forte et tres caractéristique. En général, elles sont incolores a jaune
pale a quelques exceptions telles que I'huile essentielle de camomille dont la couleur
bleu clair. Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools et dans la plupart des
solvants organiques mais peu soluble dans l'eau (Bernard et al., 1988).

Leurs densité est inférieure a l'unité (eau), I'exception faite des huiles essentielles de
cannelle, de girolle et de sassafras. Elles sont extrémement volatiles et perdent
rapidement leurs propriétés lorsqu'elles sont exposées au soleil ou a la chaleur, elles
doivent étre présentées dans des flacons ombrés pour une meilleure protection
(Bruneton, 1993).

I.5.Composition chimiques

Selon Bones et Rossiter (1996), la composition chimique des huiles essentielles est
assez complexe. Les composés terpéniques et aromatiques représentant les
principaux constituants (Fig. 1). Ce sont des molécules trés volatiles, de structure
extrémement complexe, synthétisées a partir d'unités méthyle-2-buta-1,3-diene
(isopréne) qui possedent non seulement un rdle écologique lors des interactions
végétales, comme agents allélopathiques (c’est-a-dire inhibiteur de la germination)
mais aussi lors des interactions végétal-animal, comme agent de protection contre les
prédateurs tels que les insectes. lls interviennent également, par leurs odeurs
caractéristiques, dans l'attraction de pollinisateurs (Langenheim, 1969).

CH3__
Z

CH2

C—CH=—=CH2

Figure 1: Structure chimique d’un isopréne
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Les diverses combinaisons de ces unités, par réaction d'additions, conduisent aux
terpenes, sesquiterpenes, diterpénes, mais aussi a leurs produits d'oxydation tels que
les alcools, aldéhydes, cétones, éther et ester terpéniques, qui jouent un rble
prépondérant dans l'efficacité de leurs activités biologiques. Parmi les composants
majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les terpénoides (Isman, 2002 et
Hernandez, 2007).

|.6.Facteurs influencant la composition chimique

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivent devers
condition : [l'environnement climatique, la localisation, le génotype, [lorigine
géographique, la période de récolte, le séchage, le lieu de séchage, la température et
durée de séchage, les parasites, les virus et mauvaises herbes (Svaboda et
Hampson, 1999)

C’est ainsi que I'action des huiles essentielles est le résultat de I'effet combiné de leurs
composés actifs et inactifs, ces derniers (composés inactifs) pourraient influencer la
disponibilité biologique des composés actifs et plusieurs composants actifs pourraient
avoir un effet synergique (Azalenko, 2005). Ajouter a la complexité d’huiles volatiles
(Svaboda et Hampson, 1999). Les proportions des différents constituants d’une huile
essentielle peuvent varier de fagcon importante tout au long du développement, aussi
les chimiotypes ou races chimiques sont trés fréquents chez les plantes aromatiques ;
exemple : on compte pour Thymus vulgaris espéce morphologiquement homogéne
sept chimiotypes différents (Bruneton, 1999).

|.7.Stabilité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont volatiles et généralement trés sensibles aux phénomenes
d’oxydation. Elles sont souvent associées a d’autres substances, telle que les gommes
et les résines et tendant méme a se résinifier par exposition a 'air. Ces phénomeéenes
d’altération modifient fortement la composition chimique des huiles essentielles. Les
procédés qui conduisant a I'altération naturelle sont en général les activités causées
par la chaleur et 'oxygéne (O2) de I'air et sont catalysées par la lumiére et la présence
de certains métaux .les procédés conduisant a I'altération naturelle sont en général les
activités causées par la chaleur et 'oxygéne de l'air et sont catalysées par la lumiére
et la présence de certains métaux .ils conduisent a une multitude de produits oxygénés
souvent tres différents (Chiron, 1996).

1.8.Méthodes d’extractions

[.8.1. Entrainement a la vapeur d’eau
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Le matériel végétal est soumis a I'action d’'un courant de vapeur. Les vapeurs saturées
en composée volatils sont condensées puis décantées avant d’étre séparées en une
phase aqueuse et une phase organique (H.E.). L’absence de contact direct entre I'eau
et la matiére végeétal, puis entre I'eau et les molécules aromatiques, évite certains
phénomeénes de dégradation comme les hydrolyses. (Bruneton, 1999)

1.8.2. Hydrodistillation
L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter
dans un alambic rempli d’'eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs

hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare
par différence de densité (Brunton, 1993) (Fig.2).

Wl 0
®

Al

® eau —

Figure 2 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillations (Lucchesi,

2005)

1-chaufe ballon, 2-ballon, 3-thermométre, 4-réfrigérant, 5-entrée et sortie d’eau, 6-erlenmeyer, 7-la
matiére végétale, 8-la couche d’HE

1.8.3.Expression a froid

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
importance dans l'industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des
produits fragiles en raison de leur composition en terpenes et aldéhydes. C’est
pourquoi, spécifiquement pour cette catégorie de matiére premiere, est utilisé un
procédé totalement différent d’une distillation classique, qui est I'expression a froid. Le
principe de cette technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois des
sacs oléiferes contenues dans I'écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces
sacs sur les parois (Martini et Seiller ,1999).
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1.9. Activités biologiques des huiles essentielles

L’activité biologique d’'une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman et Deans , 2000).
Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongiques (Moleyar et
Narasimham, 1986 ; Soliman et Badeaar, 2002 ; Jazetdoongmo et al., 2009),
antibactériens (Bourkhiss et al., 2007 ; Magina et al., 2009) antioxydants (Bouzouita
et al., 2008) et insecticides (Erler et al., 2006 ; Tang et al., 2007 ; Cheng et al., 2009).

1.9.1. En phytothérapie

Elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses
d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires (Pellecuer et
al., 1980) ou au niveau de la microflore vaginale (Viollon et Choumont, 1994) et
d’origine fongique contre les dermatophytes (Choumont et Leger, 1989).Cependant,
elles possedent également, des propriétés cytotoxiques (Sivropoulou et al., 1995) qui
les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents
antimicrobiens a large spectre.

[.9.2. En agroalimentaire

Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composeés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection
contre les champignons phytopathogenes (Zombonelli et al., 2004) et les
microorganismes envahissant les denrées alimentaires (Mongena et Muyima, 1999).

Les effets antimicrobiens de différentes espéces d’herbes et d’épices sont connus
depuis longtemps et mis a profit pour préserver les aliments (Bekhechi, 2008). Ainsi,
les huiles essentielles et leurs composants, actuellement employés comme arémes
alimentaires, sont également connus pour posséder des activités antioxydantes et
antimicrobiennes sur plusieurs bactéries responsables de la pollution des aliments et
pourraient donc servir d'agents de conservation alimentaires (Kim et al., 1995).

Les huiles essentielles ont également des propriétés fongicides (Mahadevan, 1982)
et tres efficaces contre les moisissures responsables de la détérioration des denrées
alimentaires lors de leurs stockages (Mejholm et Dalgaard, 2002).

Les huiles essentielles extraites des feuilles des plantes aromatiques ont également
révélé des propriétés insecticides trés intéressantes contre une grande variété
d’insectes ravageurs des stocks des denrées alimentaires (Tapondjou et al., 2003 ;
Kellouche et Soltani ,2005).
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[.10.Formulation des huiles essentielles

D’aprés Guichard (2005), les formulations des substances actives et I'ajout éventuel
d’adjuvants lors de la préparation de la bouillie qui visent a améliorer I'efficacité du
produit, peuvent avoir des effets négatifs ou contradictoires sur les risques de pertes.

Les adjuvants ont un rdle dans I'amélioration, la performance des principes actifs en
permettant notamment une réduction des doses d’emploi, limitant ainsi leur impact sur
la faune et la flore. Pour pallier aux problémes de pertes lors de I'utilisation des produits
phytosanitaires, il est nécessaire d’en modifier les propriétés physico chimiques. Il est
également intéressant et utile d’améliorer la sécurité et la commodité d’emploi de ces
produits, leur stabilité et éventuellement leur capacité a pénétrer dans le végétal
Holloway (1993).

Selon Holloway (1990) on peut classer ces adjuvants en fonction de leur utilisation et
de leur mode d’action. Par exemple les agents modifiants peuvent étre additionnés au
produit afin de modifier les propriétés physico-chimiques de celui-ci. lls agissent
essentiellement en abaissant la tension superficielle du liquide. lls seront utilisés pour
limiter les problémes d’évaporation et pour améliorer le pouvoir mouillant (glissement
et rétention) des solutions.
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Chapitre Il : Présentation de Mentha pulegium (L.)

[I.1.Description de Mentha pulegium

Mentha pulegium (L.) est une plante odorante qui appartient a la famille des
Lamiacées, est trés répandue dans le nord de [I'Europe, dans la région
méditerranéenne et dans I'Asie (Quezel & Santa, 1963 ; Marotti et al., 1994).

C’est une plante de 10 -30 cm a inflorescence formée de nombreux verticillatres
denses, feuillés et distants (Quezel & Santa, 1963) (Fig.3.). Sa saveur est fortement
aromatique et son odeur est intense. Le nom de pulegium vient de latin de pulex, la
puce car la plante a la propriété d’éloigner les puces (Bekhechi, 2008).

Figure 3 : Mentha pulegium (originale 2015)
[I.2.Noms vernaculaires

Mentha pulegium est connue dans le monde sous les noms vernaculaires suivants :
En francais : Menthe pouliot (Lemordant et al., 1977).

En arabe : Feliou (Quezel & Santa, 1963), Fliou (Lemordant et al., 1977 ; Bellakhdar,
1978).

I1.3. Position systématique

D’aprés Quezel et Santa (1963) ; Guignard & Dupont (2004), la systématique de
Mentha pulegium est la suivante :

- Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
- Sous-embranchement : Angiospermes

- Classe : Dicotylédones

- Sous-classe : Gamopétales.

- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiacées
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- Genre : Mentha
- Espéce : Mentha pulegium (L.)

Il.4. Lieux de végétation et culture

Les menthes sont des plantes vivaces, susceptibles de se produire a partir de
rhizomes et par marcottage. Dans leur ensemble, les menthes apprécient des
situations fraiches, moyennement éclairées, des soles riches en bases et en éléments
nutritifs, plutét de pH neutre. La menthe ne peut se multiplier par I'intermédiaire de ses
stolons. En Algérie Mentha pulegium est tres abondante et pousse spontanément
(Quezel & Santa, 1963).

[1.5. Les huiles essentielles de menthe

Bien que la menthe est connue au moins de deux mille ans ainsi qu’elle est cultivée et
utilisée actuellement dans le monde entier, elle occupe une place trés appropriée chez
les chercheurs scientifiques ainsi que chez les consommateurs. De nombreux travaux
ont été effectués sur les différentes espéces de menthe pour connaitre la composition
chimique et les propriétés physico-chimiques de I'essence extraite.

[I.6.Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles de M. pulegium a fait I'objet de
plusieurs travaux (Pino et al., 1996, Baser et al., 1999; Chalchat et al., 2000 et
Lorenzo et al., 2002;) et la pulégone a été obtenu comme constituant majoritaire avec
un pourcentage variant de 25-92%.(Voutchkov et Yontchev,1979, Cravo ,1991)
(Tableau 1).

Tableau 1 : Composition des huiles essentielles extraites de Mentha pulegium
(en %)

Lawrence Sivropoulou Beghidja et Bekhechi
. al. (2007) (2008)
Composés (1978) et al. (1996) ial d Rédion d
Espagne Grece Jije (r.OL.”e € Regionde
Bejaia) Pierre du chat
a-pinéne 0,3 - 0,18 0,3
B-pinéne 0,4 - 0,4 0,2
Sabinéne 0,3 - 0,14 -
Myrcene 0,1 - 0,12 -
Limonéne 0,7 - 1,17 0,7
1,8-cinéole 0,4 - 0,18 0,2
p-cyméne 0,2 - 0,04 0,1
Isomenthone 8,6 4,5 0,02 0,4
Pipéritone 0,2 1,9 0,3 0,5
Pipériténone 2,5 - 0,28 3,9
Menthone 16 1,0 0,6 10,9
Pulégone 79,4 44,7 87.3 75,8
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I1.7. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles de menthe

A la température de 15°C toutes les essences de menthe sont liquides. L’'odeur est
particulierement caractéristique ; les essences fraichement extraites ont généralement
une odeur moins forte que celles qui ont déja subi pendant quelques temps I'action de
'oxygéne de l'air. La saveur est le plus souvent forte et aromatique laissant une
sensation de fraicheur. Par ailleurs, il est tres difficile de formuler les limites de valeur
pour les constantes physiques de I'essence de menthe vue 'existence de nombreuses
variétés et l'influence de certains facteurs sur les caractéres comme la saison de
récolte, le degré de maturité et le mode d’extraction (Zombonelli et al., 2004 ).

11.8. Utilisation des menthes
[1.8.1. Utilisation en parfumerie et cosmétique

Depuis I'antiquité, on utilise la menthe pour parfumer le corps et les temples. Les Grecs
utilisaient cette plante comme étant un signe de bienvenue. En Inde, elle est utilisée
comme un symbole des marchands de parfum. Actuellement, elle est utilisée dans la
fabrication des dentifrices, des déodorants, des parfums, des eaux de parfums et des
savons de toilette (Benayad ,2008).

[1.8.2. Utilisation dans la pharmacopée traditionnelle

La menthe est utilisée en infusion comme analgésique, antiseptique des voies
respiratoires et digestives, contre la grippe et le rhume, les nausées, les maux de dents
et les piqUres d’insectes. M. pulegium est utilisée en médecine traditionnelle en tant
gu’'antispasmodique, carminative, diaphorétique, emménagogue, sédative,
aromatique, stimulant et stomachique (Simon ,1983).Vu son odeur trés agréable,
I'huile essentielle de M. pulegium est utilisée en cosmétique.

Si elle est avalée, elle peut étre toxique et causer des nausées, vomissements,
diahrées, dépression, stimulations et convulsions. L'essence de Mentha pulegium est
utilisée comme aromatisant et pour son parfum (savons, dentifrice, etc.) ainsi que
comme répulsif d’'insectes (shampooings et poudres pour animaux, essence pure,
etc.). La pulégone, composé majoritaire de Mentha pulegium, est utilisée comme
matiere premiere pour la synthése du menthol (Sivropoulou et al., 1996).

[1.8.3. Utilisations culinaires
Les menthes sont utilisées dans les boissons : alcools, liqueurs, sirops, vinaigres,
aromatisant le vin, parfumant le thé en Afrique et au Moyen Orient. Comme elle peut

étre utilisé dans les condimentaire : grillades, salades, fromages frais, pates et
accompagnement des viandes et des |légumes, Dessert : accompagnement des fruits,
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glaces, aromatisant les confitures, Sauce : sauce a la menthe en Angleterre et sauces
épicées en Inde (Brada, 2007).

[1.8.4. Utilisations en agriculture
Les menthes sont utilisés en agriculture comme agent de protection contre les insectes
des denrées stocke, selon Benayad (2008), les huiles essentielles de menthe ont une

activité insecticide certes qui été testé sur deux espéces d’insectes : Sitophilus oryzae
et Rhizopertha dominica.

25



Chapitre lll : Présentation du puceron noire Aphis fabae

[ll.1.Position systématique

Aphis fabae scop., appartient au super ordre des héminoptéroides, et a I'ordre des
homoptéres. lIs forment un groupe important, non en raison de I'importance numérique
des espéces mais surtout pour leurs nombreuses particularités biologiques et pour leur
importance économique qui découle de leur pullulation (Grasse, 1951). au sous ordre
des Aphidini, a la super famille des Aphididoidés, a la famille des Aphidés qui renferme
la majorité des espéces que nous rencontrons sur les plantes cultivés, les plantes
adventices des vergers et des cultures (Balachowsky et Mesnil, 1935) , a la sous
famille des Aphidinés, a laquelle appartient 'espéce Aphis fabae scop . (Heie, 1986)

[11.2.Description morphologique
[11.2.1. Forme apteére

La forme aptere du puceron noir de la féeve A. fabae mesure environ 2mm (Hullé et
al., 1999). Elle est de couleur verte olive foncé a noir mat et recouverte d'une forte
sécrétion cireuse blanche. Les cornicules sont coniques nettement plus longues que
la cauda Cette derniére est digitiforme et trapue (Leclant, 1999) (Fig. 4).

Figure 4 : Forme aptere d’Aphis fabae Gr 10x4 (originale 2015)
[11.2.2. Forme ailée

Sous sa forme ailé, A. fabae est plus allongée que I'aptére. Elle est de couleur sombre,
avec des antennes courtes et qui représentent environ les deux tiers de la longueur
du corps (Hullé et al., 1999). D'aprés Leclant (1999), le troisieme article antennaire
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porte un grand nombre de sensoria secondaires disposés irrégulierement. Parfois |l
existe quelques sensoria sur le quatrieme article antennaire. L’abdomen de I'ailé est
souvent orné de bandes pigmentées a contour irrégulier mais jamais fusionnées pour
former une plaque (Fig. 5).

Figure 5 : Forme ailée d’Aphis fabae Gr 10x4 (originale 2015)

111.3. Plantes hbtes

Ce puceron est tres polyphage. Il peut vivre sur plus de 200 plantes hétes. Les hotes
primaires sont principalement des arbustes : Fusain d'Europe (Euonymus europaeus),
la boule de neige (Viburnum opulus) et seringat (Philadelphus coronarius). Ses plantes
hétes secondaires peuvent appartenir aux Fabacées, Chénopodiacées, Astéracées,
Brassicacées, Solanacées, ainsi que diverses cultures florales et ornementales (Hullé
et al., 1999).

I11.4. Cycle biologique

Le puceron noir de la feve est doecique (Bohec et al., 1981; Hullé et al.,1999).l|
alterne son développement entre son héte primaire, en général le Fusain, et ses hotes
secondaires, des plantes herbacées appartenant a de tres nombreuses familles
botaniques. Dés le mois de mars, aprés I'éclosion des ceufs d'hiver, plusieurs
générations parthénogénétiques se développent sur I'hdte primaire. La proportion
d'ailés augmente alors au sein des colonies. Les premiers ailés s’observent au cours
du mois d'avril. Ces individus seront a l'origine de colonies en manchons parfois tres
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denses sur les plantes hotes secondaires sauvages et cultivées. Les ailés impliqués
dans la reproduction sexuée apparaissent a I'automne et regagnent I'hote primaire. La
fécondation et la ponte intervenant au courant du mois d’octobre. La reproduction
sexuée n'est pas toujours obligatoire chez ce puceron. Dans les régions a climat doux,
des populations peuvent de maintenir tout I'hiver sur des hétes secondaires en
continuant a se multiplier par parthénogenése (Hullé et al., 1999) (Fig. 6).

Males et femelles
fécondables

Automne Hiver

Sexupares

Fondatrices
Eté Printemps

Femelles
parthénogénétiques

Figure 6 : Cycle de vie d’Aphis fabae (Anonyme, 2006)
[11.5. Dégats

La présence de milliers d'individus sur une méme plante peut causer des dégats
importants. La croissance de la plante s'en trouve altérée et les fleurs avortent sous
I'effet de la salive. La production du miellat provoque aussi des brilures sur le feuillage
et favorisent le développement de la fumagine (Hullé et al., 1999). De plus, le puceron
noir de la féeve peut transmettre plus de 30 virus pathogenes (Blackman et Eastop,
2007).

[11.6. Moyens de lutte
Une population de puceron peut doubler tous les deux jours (Dreyer et Campbell,

1987), et souvent elle est favorisée par la destruction sélective de leurs ennemis
naturels (hyménoptéres) (Driouchi et Buycks, 1990) donc les mesures de lutte sont
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destinées a prévenir les dégats sur les fruits et sur les jeunes pousses, et en particulier
a empécher la formation d’individus ailés, qui disséminent les virus (Kranz et al, 1977)

[11.6.1. Moyens culturaux

Il est utile de penser a la destruction des mauvaises herbes. Ces derniéeres servent de
refuge a I'espéce en hiver et en été.

[11.6.2. Moyens biologique

Les ennemis naturels, prédateurs et parasites ont un réle important dans la régulation
naturelle des populations de pucerons Cela est possible si les conditions sont
favorables pour I'accomplissement de leurs actions. Selon Iperti (1966), parmi les
prédateurs il y a les coccinelles (Coléoptere), larves et adultes qui jouent un role tres
important dans la décimation des colonies des pucerons, a noter que 65% des
coccinelles sont aphidiphage. Elles attaquent les pucerons au moment de leur plein
développement. Au printemps les coccinelles aphidiphage (Coccinella septempuctata
(L)) déposent fréquemment leurs ceufs a proximité immédiate d’'une colonie des
pucerons. Toutes les descendances évaluent dans le champ jusqu’a la derniére
génération annuelle (Duffey, 1980). Episyrplus balteatus, les chrysopes, les
cécidomyies jouent des roles le plus important dans la régulation (Dahmane, 1991).
De méme parmi les parasites il existe de petits hyménoptéres appartenant a deux
familles, a celle des Aphididae et des Aphilinidae dont les femelles pondent a
l'intérieure des pucerons, le développement larvaire s’effectue aux dépond de
I'hémolymphe et de différents tissus et organes de I'aphide.

[11.6.3-Moyens chimiques

Les applications des traitements phytosanitaires doivent étre effectuées trés tét, des
I'installation des premiéres colonies pour réduire le nombre des pucerons et aussi pour
protéger leurs ennemis naturels. Dans le cas d’'une intervention tardive, on doit utiliser
des aphicides spécifiques. L’épandage doit étre particulierement soigné, car les
pucerons sont protégé par les feuilles, dont ils ont provoqué la déformation, d’ou la
nécessité d’utiliser des insecticides systémiques. Plusieurs traitements peuvent étre
nécessaires certaines années. On aurait intérét a changer fréequemment la famille de
la matiére active. Cela permet d’éviter le phénoméne d’accoutumance (Chaboussou,
1997 ; Anonyme, 2006).
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

IV.1.0bjectif

L’objectif de ce travail consiste a estimer I'effet de température de stockage sur la
stabilité de la formulation et sur I'expression de I'activité biocide du bioproduit formulé
a base d’huiles essentielles de menthe pouliot sur les populations d’Aphis fabae.

IV.2.Présentation et climat de la région d’étude

La Mitidja est une vaste plaine, située a une altitude Nord moyenne de 36 a 48° et une
altitude moyenne de 30 et 50 métres. Elle s’"étend sur une longueur de 100 kilométres
et une largeur de 5 et 20 kilometres. Elle couvre une superficie de 150 000 ha et
correspond a une dépression allongée d’Ouest en Est. Elle est limitée a 'Ouest par
'Oued Nador, a I'Est par 'Oued Boudouaou et bordée par deux zones élevées ; le
Sahel au Nord et I'Atlas Tellien au Sud. Elle ne s'ouvre que sur quelques kilométres
sur la mer Méditerranée (Loucif et Bonafonte, 1977).

—-—Limites de wilaya
—— Oued

« Barrage

1 La Mitidja

I Piémonts de |'Atlas
I Monts de |'Atlas

i ot
0Km 500 Km 1000 Km

Figure 7 : Localisation géographique de la plaine de Mitidja
Source : d’aprés le Programme d'Aménagement Cotier (PAC) 2006.
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D’aprés I'Office Nationale de Météorologique de Dar El Beida (O.N.M.) L’analyse des
températures de la région de Mitidja, fait ressortir que les températures minimales sont
enregistrées aux mois de janvier et février. Les températures maximales sont notées
durant les mois de juillet et ao(t. A partir du mois du février les températures
augmentent et atteint le maximum au mois d’aout, et a partir de ce mois les données
enregistrées durant 'année de I'expérimentation nous révelent que la température la
plus élevée a été observée au mois Aout (30,45°C) de 'année 2014 et la température
minimales a été enregistrée au mois de février (11,15°C).

La pluviométrie constitue un facteur écologique dimportance fondamentale. Le
renferme les données pluviométriques enregistrées a Boufarik en millimetres. Le total
des précipitations cumulées durant 'année expérimental est de 669,40 mm. Les mois
les plus pluvieux sont Mai (145,6 mm), Janvier (106,5 mm) et Février (98,1 mm).

IV.3. Présentation du site d’étude et conditions expérimentales

Les essais de la présente étude ont été réalisés au niveau de la station expérimentale
de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université de Blida1 durant la
période allant du 16/02/2015 au 02/04/2015. Les essais de l'activité biocide des
différentes huiles essentielles ont été conduits sous serre (Fig 8).

Cite
2ite

expérimentale

Pépartement

Figure 8 : Présentation du site d’étude expérimentale
Source support: Google Earth, 2015
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IV.4. Matériel biologique:
IV.4.1 Obtention des plantules de féve

Les graines de la féve (variété ; Aguadulce) sont imbibées dans de I'eau pendant 24h.
Le semis est effectué le 08/02/2015 dans des alvéoles contenant la tourbe (Fig.9a),
au stade deux feuilles nous les avons transplantées dans des pots (250cm) contenant
un mélange de terre et de tourbe (1:2). Les pots sont places sous serre sur un paillage
plastique noire pour éviter 'enherbement de dispositif de I'essai. Les pots sont
entretenus et irrigué selon les besoin de la plante(Fig.9b).

Figure 9 : Présentation de matériel biologique végétale
IV.4.2. Obtention des populations infectantes du puceron noire de la féve

Chaque plantule a été infestée artificiellement par un fragment de féve qui porte des
individus de puceron noire (Aphis fabae) (Fig.10).

Figure 10 : Infestation artificielle des plantules de féve
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IV.4.3. Obtention des huiles essentielles

Les parties aériennes de la mente pouliot ont été récolté des champs et des prairies
de la commun de LARABAA wilaya de Blida durant la période allant du 01/02/2015 au
08/03/2015. (Fig.11).

Figure 11 : Partie récoltée de la menthe pouliot (originale 2015)
IV.4.3.1. Séchage de plante

Le séchage de plante a été effectué au niveau de laboratoire phytopharmacie dans
une I'étuve ventilée (Memmert) sous température constante de I'ordre de 40C°.

IV.4.3.2. Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur

L’extraction des huiles essentielles de la menthe pouliot ce fait par le procédé
d’entrainement direct a la vapeur d’eau, en faisant passer un courant de vapeur d’eau
a travers 100 g de la matiére végétale sans macération préalable. Les vapeurs
saturées en composés organiques volatils (HE) sont condensées et passe par un
réfrigérons puis récupérés par décantation.

IV.5. Formulation de traitement :

Les huiles essentielles de menthe pouliot ont été formulées en bioproduit dont la
matiére active est concentrée a 6%. La préparation de ce bioproduit a été faite par le
protocole établi par Moussaoui et al. (2014).

IV.6. Méthodes d’étude :
IV.6.1. Dispositif expérimentale

Nous avons estimé l'effet des températures de stockage sur la stabilité de la
formulation et sur I'expression de I'activité biocide du bioproduit formulé a base d’huiles
essentielles de menthe pouliot sur les populations d’Aphis fabae. Le bioproduit formulé
a été stocke dans trois paliers thermiques (température ambiante = 20°C, température
négative = -20C°, température positive = +40C°) avant son application sur les
populations de puceron noire de la feve. Apres épuisement de la durée de stockage
(12h), le bioproduit a été diluée a raison de 4ml/l (bioproduit : eau courante) dans le
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but de tester son activité biologique. Les essais sont réalisés en bloc homogenes et
les traitements sont apportés par voie foliaire selon le schéma suivant :

Traitement ]

3

N

HE de menthe pouliot
P fﬁ/

S e _

— — —_—

Témoin lil_ﬂ.mhiante) ‘i:_ -20°C ) 'f; +40°C _> B

J

|
|
‘n
J
‘n
J

ReR B
RaReB e
ReR R eR<R

10 ST si a0 5 JEp i s 9

Suivi temporelle de population

Figure 12 : schéma représentatif de la logique de traitement appliqué

Les appréciations touchant a 'abondance et a la structuration des populations d’Aphis
fabae ont été noté quotidiennement sur une période étalé sur 9 jours

IV.6.2. Echantillonnage

Les prélevements sont réalisés avant et apres application du bioproduit a un intervalle
de 24 heures durant la période d’étude. Un fragment linéaire de 10cm de long a été
prélevé a partir de deux pots choisis aléatoirement de chaque bloc expérimental. Les
échantillons sont placées dans un sac en plastique, portant toutes les informations
nécessaires (date de prélévement, N° du bloc, ...etc.). Au laboratoire, le comptage des
différentes formes biologiques des populations d’Aphis fabae a été réalisé sous loupe
binoculaire (Gx80)(Fig.13).
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Figure 13 : forme biologique d’Aphis fabae (originale 2015)

(A et B) population d’Aphis fabae , (a ):larve , (b) :adulte aptéere , (c) : adulte ailée

IV.6.3. Estimation du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre le volume
d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traiter (Belyagoubi,
2006). Le rendement en huile essentielle (exprimé en pourcentage par rapport au 100
g de matiére seche) a été calculé par la relation suivante :

Rd HE (%) = (V/ M MV) x 100
Avec :
Rd HE (%) : rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage.

V : volume d'huile essentielle en ml.
M MV : La masse de la matiére végétale utilisée (séche).

IV.6.4. Estimation de la densité

La densité linaire des populations globale et larvaire d’Aphis fabae est définie par le
rapport du nombre d’individu comptés sur la longueur de la tige.
IV.6.5. Estimation de la mortalité journaliere

L’évaluation de I'effet toxique des traitements ont été estimés selon la courbe de survie
est une courbe figurant la proportion d'individus vivants en fonction du temps (ou d'une
dose de traitement).
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IV.6.6. Estimation des populations résiduelles

L’évaluation de l'effet toxique des traitements biologiques ont été estimés par la
comparaison des populations résiduelles (P.R.) selon le Test de DUNNETT (Magali,
2009).

Produit avec effet Produit sans effet
toxique significatif toxique significatif
calcul de la population residuelle
ER
PR < 30% 30%=<PR=<60%
! ! +
Toxique I'k-'Io}'mmement Neutre ou faiblement toxique

Toxique

_ Nb de formes mobiles (NFM) par traitement X 100

Nb de formes mobiles par temoin (eau)

PR

IV.6.7. Estimation de la fécondité

La fécondité des adultes (aptere et ailée) d’Aphis fabae est définie comme étant le
rapport du nombre des larves (L1) sur le nombre des adultes.

IV.7. Analyse statistique des données

Lorsque le probleme est de savoir si la moyenne d’une variable quantitative varie
significativement selon les conditions (Températures de stockage du bioproduit, forme
biologique, abondance, mortalité journaliere et populations résiduelles), il est
préconisé de réaliser une analyse de variance. Dans les conditions paramétriques
(ANOVA pour ANalysis Of VAriance), la distribution de la variable quantitative doit étre
normale.Dans les cas ou plusieurs facteurs sont en jeu, il peut arriver que toutes les
interactions entre facteurs ne soient pas pertinentes a tester. Nous avons alors utilisé
le modéle linéaire global (G.L.M.). Par exemple, si on désire connaitre I'effet des
facteurs A, B et C et seulement linteraction entre A et C, il suffit de sélectionner
explicitement ces catégories.

Le test de Wilcoxon et de Monte Carlo ont été adopté pour estimer les taux des formes
biologiques, d’abondance, de mortalité journaliere et des populations résiduelles
journalierement au niveau des différents blocs expérimentales. Les tests statistiques
ont été déroulé par le logiciel PAST version 3.1 (Hammer et al., 2001). Le seuil de
5% a été retenu pour tous les tests.
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Chapitre V : Résultats

Les résultats relative a l'effet de la variation thermique sur la stabilité de huile
essentielle formuler de la menthe pouliot et leur effet toxique sur les déferent forme
biologique de puceron noire de la feve Aphis fabae sont présenté dans ce chapitre.

V.1.Evaluation du rendement de I’huile essentielle

A partir de la matiére séche de I'espéce étudié mentha pulegium, on a obtenu un taux
de rendement (%) en huile essentielle de 2,5%.

V.2. Evaluation de I'effet biocide des huiles essentielles de Menthe pouliot sur
I’'abondance des populations d’Aphis fabae .

Les graphes de la (Figl4) présente I'évolution temporelle des populations d’Aphis
fabae sous I'effet des huiles essentielles formulées de menthe pouliot stockées dans
différentes températures.

L’abondance des populations globales, larvaires et des jeunes larves d’Aphis fabae
(Fig 14(a, b, c)) révélent une diminution numérique remarquable sous l'effet du
traitement stocké dans la température ambiante jusqu’au 4°™M€ jour avec réduction
stable sous I'effet du traitement stocké dans une température négative. En revanche,
'abondance globale enregistre une diminution tardive des le 2™ jour d’exposition
sous l'effet du traitement stocké en température positive.

La reprise biocénotique reste moins importante chez les populations soumises au
traitement stocké en température négative par rapport aux autres traitements.

Le test de Wilcoxon confirmé par le test de Monte Carlo est avancé dans le but
d’apprécier la variation d'abondance dans chaque point d'échantillonnage. La
comparaison des effectifs dans chaque point temporel montre que 'abondance globale
présente une différence significative entre le témoin et les autres blocs expérimentaux,
en revanche le type de stockage n’influence pas I'efficacité des huiles essentielles
formulées (Tableau 2).
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Figurel4 : Evaluation temporelle de I’effet biocide de I’huile essentielle

formulée de menthe pouliot stockée a différentes températures
tem : témoin, tem* : traitement stocké dans des température ambiant, tem- : traitement stocké dans
des température négative, tem+ : traitement stocké dans des température positive.
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Tableau?2 : Evaluation de la toxicité des huiles essentielles formulées du menthe
pouliot sur I’abondance globale des populations d’Aphis fabae.

tem | tem* tem tem- tem tem+ tem* tem- | tem* tem+
temps (j) 10 10 10 10 10
Moyenne : 230,72 | 155,53 230,72 158,97 230,72 | 171,43 | 155,53 | 158,97 | 155,53 | 171,43
Médiane : 232,88 |150,13| 232,88 175,5 232,88 | 155,75 | 150,13 | 175,5 | 150,13 | 155,75
test de . . . 0,3862™
0,0050 0,0069 0,0125 0,6462™
WILCOXON
test de . . . 0,4301™
0,0020 0,0039 0,0098 0,6816"
Monte Carlo

* : probabilité significatif

ns: probabilité non significatif, tem : témoin, tem* : traitement stocké dans des
températures ambiant, tem- : traitement stocké dans des températures négative, tem+ : traitement
stocké dans des températures positive.

Le test de Wilcoxon signale une différence d’abondance larvaire significative entre le
témoin et les blocs soumis aux traitements des huiles essentielles stockées sous
différents régimes thermique (tem*, tem-, tem+). Le méme test signale I'existence
d’'une différence non significative concernant la variation temporelle des abondances
larvaires entre traitements a base d’huiles essentielles méme si les conditions de
stockages soient différentes (Tableau3 et Tableau 4)

Tableau3 : Evaluation de la toxicité de huiles essentielles formulées du menthe

pouliot sur ’'abondance des populations larvaires d’Aphis fabae.

tem | tem* | tem | tem- | tem | tem+ |tem* | tem- | tem* | tem+
temps (j) 10 10 10 10 10
Moyenne : 756,5(490,1|756,5(492,1|756,5| 519,1 [490,1| 492,1 | 490,1 | 519,1
Médiane : 766,5| 431 |766,5| 526 |766,5| 498,5 | 431 526 431 | 498,5
Test de Wilcoon 0,0050" 0,0050" 0,0050" 0,7212" 0,7212"
Test de Monte Carlo 0,0018" 0,0020" 0,0021" 0,7708" 0,7686"

* : probabilité significatif

des températures ambiant, tem- :

s probabilité non significatif, tem : témoin, tem* : traitement stocké dans

traitement stocké dans des températures positive.
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Tableau 4 : Evaluation de la toxicité de huiles essentielles formulées du menthe

pouliot sur I’abondance des jeunes larves d’Aphis fabae.

tem | tem* [ tem | tem- | tem | tem+ |[tem*| tem- |tem* | tem+
10
Temps () 10 10 10 10
Moyenne : 597 | 404,7 | 597 | 401,1 | 597 422,8 |404,7| 401,1 |404,7| 422,8
Médiane : 556 | 365,5 | 556 | 388,5 | 556 400 365,5| 388,5 |365,5| 400
Test de Wilcoxon 0,0050" 0,0069" 0,0069" 0,9593" 0,7212"
Test de Monte Carlo| 0,0019° 0,0038" 0,0040" 1ns 0,7701"

* : probabilité significatif " : probabilité non significatif, tem : témoin, tem* : traitement stocké dans

des températures ambiant, tem- : traitement stocké dans des températures négative, tem+ :

traitement stocké dans des températures positive.

Les graphes de la (figl5) présente I'évaluation temporelle des adultes d’Aphis fabae
sous l'effet d’huile essentielle formulé de menthe pouliot stockées sous différents

régimes thermiques.

L’abondance des populations des adultes aptéres et ailées d’Aphis fabae (Fig 15(a, b,
c)) montre une chute d’abondance des adultes hativement des le 2¢™¢ a 3°™€ jour avec
une période de stabilité qui ne dépasse pas 3 jour. Bien que I'abondance diminue
naturellement durant cette période.
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Figurel5 : Evaluation temporelle de I'effet biocide d’huile essentielle formulée
de menthe pouliot stockée a différentes températures sur les adultes d’Aphis

fabae
tem : témoin, tem* : traitement stocké dans des températures ambiant, tem- : traitement stocké
dans des températures négative, tem+ : traitement stocké dans des températures positive.
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Une lecture horizontale de I'effet comparé des huiles essentielles formulées signale
globalement l'existence d'une différence non significative concernant la variation
temporelle des abondances des populations adultes entre traitements méme soumis
a différents régimes thermique de stockage (Test de Wilcoxon & Test de Monte Carlo,
p>5%) (Tableau 5, 6 et 7).

Tableau 5 : Evaluation de la toxicité de huiles essentielles formulées du menthe
pouliot sur I’'abondance des adultes d’Aphis fabae.

tem | tem* | tem | tem- | tem | tem+ | tem* | tem- | tem* | tem+
Temps (j) 10 10 10 10 10
Moyenne : 164,38 | 137,5 | 164,38 136,13 |164,38|152,13|137,5|136,13|137,5|152,13
Médiane : 155 | 119,5| 155 126 155 | 172,5 |119,5| 126 |119,5| 1725
Test de Wilcoxon 0,1609"™ 0,2626" 0,6744" 0,9441" 0,3269"
Test de Monte Carlo 0,1881"™ 0,3127" 0,7431"™ 0,9761"™ 0,3808"
Tableau 6 : Evaluation de la toxicité de huiles essentielles formulées du menthe
pouliot sur I’'abondance des adultes aptéres d’Aphis fabae.
tem | tem* | tem | tem- | tem | tem+ | tem* | tem- | tem* | tem+
Temps (j) 10 10 10 10 10
Moyenne : 148,8| 121,8 |148,8| 125,6 |148,8| 130,1 |121,8| 125,6 |121,8|130,1
Médiane : 153 111 153 115 153 151 111 115 111 | 151
Test de Wilcoxon 0,1533"™ 0,2618™ 0,4445" 0,4445" 0,5745"™
Test de Monte Carlo 0,1679" 0,2884" 0,4901" 0,4907" 0,6089"
Tableau 7 : Evaluation de latoxicité de huiles essentielles formulées du menthe
pouliot sur I’'abondance des adultes ailées d’Aphis fabae.
tem [tem*| tem | tem- | tem | tem+ [tem*| tem- [tem*| tem+
Temps (j) 10 10 10 10 10
Moyenne : 18,375 | 5,25|18,375|15,875|18,375|12,125|5,25|15,875|5,25 12,125
Médiane : 12 4 12 12,5 12 8,5 4 12,5 4 8,5
Test de Wilcoxon 0,0279" 0,8886" 0,4400" 0,6120" 0,0924"
Test de Monte Carlo 0,0320° 0,9442" 0,4985™ 0,6852" 0,0999"

* : probabilité significatif " : probabilité non significatif, tem : témoin, tem* : traitement stocké dans

des températures ambiant, tem- :

traitement stocké dans des températures positive.
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V.3. Disponibilité comparée des populations d’Aphis fabae sous I’effet du régime
de stockage des bioproduits formulés

Chez les populations larvaires, I'analyse de la variance expriment globalement
'existence d’'une différence significative concernant la capacité des bioproduits a
réduire les populations larvaires. La comparaison par paire établie par le test de Tukey
fait ressortir la présence d’une différence significative spécifiquement entre les taux
larvaires enregistrés chez le témoin et chez les populations larvaire exposées au
bioproduit stocké dans les conditions ambiantes. Cette remargue est valable pour les
différentes populations larvaires (jeunes et agées). La boite a moustache montre aussi,
gue le bioproduit stocké dans une température négative influence sensiblement les
populations larvaires par comparaison au bioproduit stocké dans une température
positive (Fig. 16)

Chez les populations adultes d’Aphis fabae, la boite a moustache signale I'absence
d’une différence significative entre la capacité réductrice des bioproduits soumis a
différentes conditions de stockage thermique (Test One Way ANOVA, p> 5%),
néanmoins, la sensibilité des adultes présente un tendance en vers le bioproduit
stocké dans les conditions ambiantes (Fig. 16).

V.4. Evaluation de I'effet biocide des huiles essentielles de menthe pouliot sur
la densité des populations et des formes biologiques d’Aphis fabae

Le graphe de la (Fig. 17) représente la fluctuation temporelle de la densité des
populations globale et larvaire d’Aphis fabae sous I'effet des bioproduits a base d’huile
essentielle formulée de menthe pouliot stockés a différents régimes thermiques

Graphiquement, la fluctuation temporelle des densités d’Aphis fabae parait étre
conditionnée par l'effet tyrannique des bioproduits par comparaison aux densités
témoins. Cette différence dans les densités est confirmée par le test de One Way
ANOVA, qui signale une réduction significative des densités aux profits des traités.
Dans le méme sens, le test de Tukey favorise significativement la capacité réductrice
de la densité sous l'effet des bioproduits stockés dans les conditions ambiantes et
sous température négative (p< 5%).
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V.5. Evaluation de I’effet biocide des huiles essentielles de menthe pouliot sur
la mortalité journaliere des populations d’Aphis fabae

V.5.1. La mortalité journaliére de populations globale

Les graphes de la (Fig.18) représentent la mortalité journaliere des populations globale
sous l'effet du bioproduit formulé a base de I'huile essentielle de menthe pouliot

La population globale d’Aphis fabae présente un taux de mortalité important sous I'effet
du traitement stocké aux températures ambiante et négative (Fig.18 b,c) jusqu’au 3¢m¢
jours par rapport au traitment stocké en une température positive qui présente une
diminution tardif des population dés le 5™ jours.
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Figurel8 : la mortalité journaliére de population globale
(a: témoin ; b : traitement stoker dans des températures ambiant, ¢ : traitement stoker dans des
températures négative, d : traitement stoker dans des températures positive.)
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V.5.2. La mortalité journaliére des jeunes larves

Les graphes de la (Fig.19) représentent la mortalité journaliere des jeunes larves
d’Aphis fabae sous l'effet d’'un bioproduit formulé a base de l'huile essentielle de

menthe

Les bioproduits stockés dans les températures ambiante (Fig. 19b) et négative (Fig.
19c¢) semblent avoir un pouvoir réducteur appréciable sur les populations du puceron.
Par projection des fluctuations de la mortalité journaliére des populations témoin et
celles exposées au bioproduit stocké en température positive, les résultats montre une
certaine similarité en taux des mortalités journaliéres. Il est a signaler que le taux de
mortalité journaliére des traitements stockés en températures ambiante et négative
reste le plus important par comparaison aux populations témoin et celles exposées au

pouliot

bioproduit stocké en température positive.
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V.5.3. Mortalité journaliére des populations globales des adultes

Les graphes de la (fig20) présente la mortalité journaliere des adultes d’Aphis fabae
sous l'effet d’'un bioproduit formulé a base de 'huile essentielle de menthe pouliot

Pareillement, chez les populations globales des adultes on enregistre les mémes
tendances d’effet des produits stockés en températures ambiante (Fig. 20b) et
négative (Fig. 20c) que chez les populations larvaires les résultats montrent des taux
de mortalité journaliére des traitements stockés en températures ambiante et négative
reste le plus important par comparaison aux populations témoin et celles exposées au
bioproduit stocké en température positive.
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Figure20 : la mortalité journaliére des adultes
(a : témoin ; b : traitement stoker dans des température ambiant, c : traitement stoker dans des
température négative, d: traitement stoker dans des température positive.)
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V.6. Evaluation de I'effet biocide des huiles essentielles de menthe pouliot
sur les populations résiduelles d’Aphis fabae

L’application de huile essentielle formulée de la menthe pouliot (mentha pulegium) sur
les populations d’Aphis fabae nous a permet d’estimer l'efficacité des bioproduits
apportés on se référant a I'évaluation des populations résiduelles par le biais du test
de DUNNET.

L’évaluation temporelle des populations résiduelles ont montré une toxicité précoce
dés les 24h d’application dans tous les traitements.

Le traitement stocké dans des températures ambiantes a un effet toxique plus fort que
les autres traitements. Les molécules commencent a perdre sa toxicité des le 5¢™¢ au
6°™Me jour dans les traitements stockes dans des températures ambiant et des faibles
températures et le 3eme jour dans le traitement stoker dans des hautes températures
pour que deviennent faiblement toxique.

L’effet du traitement sur les différents stades de populations résiduelles (population
globales, les larves et les adultes) d’Aphis fabae nous montre que les larves sont les
plus exposé a la toxicité des traitements, le traitement stocké dans des hautes
températures présenter une durée de toxicité moins que les autres traitements (Fig
21).
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Figure21 : Fluctuation des populations résiduelles sous I'effet du bioproduit stock



V.7. Evaluation de I'effet biocide des huiles essentielles de menthe pouliot sur
la fécondité des femelles d’Aphis fabae

Le graphe de la figure 22 présente I'évolution temporelle de fécondité d’Aphis fabae
sous l'effet d’'un biocide d’huile essentielle formulé de menthe pouliot stocké différents
régimes thermique. La fécondité semble ne pas avoir étre affecté par l'effet du
stockage du bioproduit. Cette similarité d’effet sur la fécondité est confirmée par le test
de One Way ANOVA, qui signale la présence d’une différence non significative (Fig.
22).
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Figure22 : Effet du bioproduit stocké a différents régimes thermique sur la
fécondité d’Aphis fabae

tem : témoin , tem* : traitement stoker dans des température ambiant , tem- :traitement stoker dans
des température négative , tem+ :traitement stoker dans des température positive
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Chapitre VI : Discussions générale

Actuellement les huiles essentielles sont parmi les principales méthodes de lutte utilisé
dans le marché mondiale car les problemes de résistance qui été développé a partir
I'utilisation massive et intensive des produits chimique pour cette raison I'étre humain
orienté I'es dernier étude sur les moyenne de lutte propre et qui n’a pas des effets
secondaire sur la faune et la flore et I'environnement

Les huiles essentielles des plantes font partie ces dernieres années des voies les plus
explorées dans la régulation des ravageurs et des pathogenes (Monge et al., 1988 ;
Tilman et Downing, 1994). D’aprés Isman (2006), plusieurs huiles essentielles ont
été intensivement étudiées pour évaluer leurs propriétés répulsives comme ressource
naturelle valable.

La présente étude s’inscrit dans le cadre de 'évaluation de l'effet de température de
stockage sur la stabilité de la formulation et sur I'expression de l'activité biocide du
bioproduit formulé a base d’huiles essentielles de menthe pouliot sur les populations
d’Aphis fabae

Les résultants acquis dans cette étude montrent que le bioproduit formulé a base de
huiles essentielles de la menthe pouliot stockés a different régime thermique présente
un effet toxique sur linsecte traité, la réduction de I'abondance du puceron noire
présente une similarité de toxicité chez tous les traitements (température ambiante,
température négative, température positive). Les mémes résultats montrent aussi que
le bioproduit stocké dans une température négative exprime une toxicité assez
importante par comparaison aux autres types de stockages.

De ce qu'il vient d’étre rapporté, on peut émettre 'hypothése que le stockage du
bioproduit dans les conditions de hautes températures induit systématiquement la
détérioration des constituants chémotypique du principe actif (Huiles essentielles)
dans la formulation. Cette Hypothése rejoint de copieux travaux qui stipulent la
précarité des huiles essentielles aux mauvaises conditions de stockage.

Selon Lemdani (2013), les résultats relatifs aux traitements biologiques par les deux
huiles essentielles formulées et testées ont enregistrées une efficacité tardive et
progressive durant toute la période du suivi. Cependant I'huile essentielle issue de la
plante du thym a montré une tres forte toxicité vis-a-vis du charangon du riz d’ou une
meilleure efficacité par rapport a I'huile essentielle d’agrumes sur la mortalité de
Sitophilus oryzae

Quant a l'effet température, les résultats obtenus ont montré que le carvacrol formulé
a marqué une meilleure efficacité pour la température 19°C et 28°C, le thymol a
enregistré une toxicité importante a 25°C. En revanche, le limonéne a affiché la plus
faible efficacité de tous les chémotypes testés au cours de notre expérimentation

54



Peu de travaux ce sont consacrés a 'etude de la stabilité des formulations des huiles
essentielles, mais en revanche nous éditons ci-dessous les résultats de recherche
(Nguemtchouin Mbouga, 2012), qui S’est intéressée a la formulation d’insecticides
en poudre par adsorption des huiles essentielles de Xylopia aethiopica et d’Ocimum
gratissimum sur des argiles camerounaises modifiées. L’étude c’est consacrée a
'évaluation de la composition qualitative de huile essentielle apres conservation a
25°C, 40°C, et 100°C entre la 1¢" et la 8™ semaine.il ressort de cette étude que I'huile
essentielle, conservée pendant 8 semaine a 25°C ne subit pas de modification de sa
composition. Cependant, a 40°C on observe déja la dégradation de certains composés
terpéniques apres la 4°™¢ semaine tels que : z-B-ociméne,carvacrol et d-cardinéne,ce
qui indique une instabilité de ces composeés terpeniques.

Les résultats montrent que huiles essentielles formulée de menthe pouliot provoque
un effet de choc remarquable sur les larves des insectes traité par rapport a ceux des
adulte. Plusieurs auteurs ont constaté des effets l'insecticide directs sur certains
ravageurs (Kumar & Daniel ,1981 ; Bhatnagar & Sharma ,1995 ; Hussain et al.,
1996;. Kulat et al., 1997).

Les travaux réalisés sur la caractérisation et I'effet biocide des huiles essentielles. Ont
montré que beaucoup dhuiles essentielles possedent des activités neurotoxiques
établis contre les insectes (Sanon et al., 2002). Selon Benayad (2008) I'huile
essentielle de M. pulegium se caractérise par son haut taux en pulégone (73,33%),et
de menthone (8,63%).Khelfi (2007) montre la toxicité de neuf huiles essentielles des
plantes algériennes (I'armoise, faux poivrier, genévrier, eucalyptus, origan, la menthe,
romarin, thym, laurier sauce) une forte toxicité enregistré chez la menthe

Une huile essentielle est variable dans sa composition, sur laquelle intervient un grand
nombre de paramétres qu’ils soient d'ordre naturel, intrinséque (génétique,
localisation, maturité), extrinséque (sol, climat,....) ou technologique c’est a dire liés
au mode d’exploitation du matériel végétal (Bernard,et al.,1988).

Selon Chiasson et al. (2001), la composition chimique de I'huile essentielle variée
d’une plante a une autre. D’aprés Dormaun et Deans (2000), le principal facteur
modifiant I'activité insecticide des huiles essentielles est le type et la structure
moléculaire des composants actifs présents. Cependant, ce constat ne doit pas
amener a penser que la toxicité d'une plante est obligatoirement liée a la nature du
composé dominant. La présence de composés synergiques peut renforcer l'activité du
principe actif (Nuto, 1995).

les huiles essentielles a des propriétés insecticides, larvicides, ovicides, stérilisantes,
antiappétents et répulsives ont fait 'objet de plusieurs études (Morallo et Tantengco
,1986 ; Ketoh et al., 1998 ; Djossou,2006 ; Ngamo et Hance,2007 ; Kouninki et al
., 2007 et Ndomo et al.,2009)
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De nombreuses études ont été signalées sur 'activité insecticide de plusieurs espéces
d'huiles essentielles contre les ravageurs. il a indiqué que Artemisia tridentata et A.
vulgaris huiles essentielles ont un importante effet de fumigation contre les adultes,
larves et les ceufs de T. castaneum (Dunkel et Sears, 1998 ; Wang et al., 2006)
.L'huile essentielle de A. annua a montré activité de fumigation contre T. castaneum
(Tripathi et al., 2000).

Les travaux réalisés par Ketoh (1998) sur I'activité biologique de différentes huiles
essentielles ont montré que les huiles essentielles d’Ocimum basilicum et de
Cymbopogon schoenanthus présentaient une action sur tous les stades de
développement de C. maculatus et pouvaient donc étre utilisées pour la protection du
niébé. L’essai de conservation d’'un stock de niébé infesté avec tous les stades de
développement de linsecte, réalisé par cet auteur au laboratoire, a montré que ces
deux huiles essentielles contrélaient parfaitement le développement du bruche dans
un milieu confiné en verre avec une seule application d’huile essentielle. Cependant,
dans une structure de stockage moins étanche, comme le grenier en argile, Ketoh
(1998), a observé que seule une application répétée de I'huile essentielle a réduit de
maniere significative, le nombre d’individus a la génération F1 ainsi que les dégats.
Cet auteur a conclu sur la nécessité de renforcer I'étanchéité des structures
traditionnelles de stockage pour permettre de réduire au cours de la conservation du
niébé, le nombre d’applications des huiles essentielles par fumigation.

Huile essentielle de Vitex negundo pseudo- était également actif contre T. castaneum
(Shahaf et al., 2008). Les larves de T.castaneum étaient tolérantes a fumigent toxicité
d’huile essentielle P. lentiscus chez les adultes. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus a l'autre études (Huang et al., 2000 ; Wang et al., 2006)
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Conclusion général

Au titre de l'évolution de l'effet de température de stockage sur la stabilité de
formulation a base de I'huile essentielle de menthe pouliot et leur I'effet biocide sur
'abondance la densité la reprise biocénotique et la mortalité journaliere des
populations de puceron noire de la féve Aphis fabae, il nous a paru intéressant de
présenter les principaux résultats auxquels nous avons aboutis

La comparaison des effectifs d’abondance globale présente une différence
significative entre le témoin et les autres blocs expérimentaux, en revanche le type de
stockage n’influence pas I'efficacité des huiles essentielles formulées.

L’évaluation temporelle des populations résiduelles ont montré une toxicité précoce
des les 24h d’application dans tous les traitements.

La population globale d’Aphis fabae présente un taux de mortalité important sous I'effet
du traitement stocké aux températures ambiante et négative jusqu’au 3°™€ jours par
rapport au traitment stocké en une température positive qui présente une diminution
tardif des population dés le 5™ jours.

Par projection des fluctuations de la mortalité journaliére des populations témoin et
celles exposées au bioproduit stocké en température positive, les résultats montre une
certaine similarité en taux des mortalités journalieres. Il est a signaler que le taux de
mortalité journaliere des traitements stockés en températures ambiante et négative
reste le plus important par comparaison aux populations témoin et celles exposées au
bioproduit stocké en température positive.

Pareillement, chez les populations globales des adultes on enregistre les mémes
tendances d’effet des produits stockés en températures ambiante et négative que chez
les populations larvaires les résultats montrent des taux de mortalité journaliére des
traitements stockés en températures ambiante et négative reste le plus important par
comparaison aux populations témoin et celles exposées au bioproduit stocké en
température positive. En finalité, le traitement stocké dans da température ambiante a
un effet toxique plus fort que les autres traitements.

L’évolution temporelle de fécondité d’Aphis fabae sous l'effet d’'un biocide d’huile
essentielle formulé de menthe pouliot stocké différents régimes thermique. La
fécondité semble ne pas avoir étre affecté par I'effet du stockage du bioproduit

En perspective, il serait intéressant de voir de plus prés quels seront les composants
constituants I'huiles essentielles qui seraient sensibles aux différents régimes de
traitements thermiques via une caractérisation des bioproduits formulés.
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