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Résumé

Résumeé

Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

L’ espéce Callosobruchus macul atus provoque de sérieux dégéts sur les graines de pois chiche
Cicer arietinum au niveau des denrées entreposées. Cette étude contribue a une lutte biologique
pour I’ utilisation d’ extrait de haricot contre la bruche du pois chiche Callosobruchus maculatus
(F). En effet, le haricot est doté de composés défensifs généraux en I’ occurrence les lectines leur
permettant de développer une certaine résistance face aux attagues de ce ravageur. Les essais
biologiques sont réalisés dans des conditions de laboratoire (28°C+ 2°C et 70 % HR £ 5 %).

L’ expérimentation comporte trois grandes parties :

Une étude comportementale menée sur graines entiéres de cinq variétés de haricot
sur les parameétres biologiques de Callosobruchus maculatus.

L'effet entomotoxique des graines reconstituées enrichies en farine des cinq variétés
de haricot aux doses proportionnelles (10, 20, 40, 80 et 100 %) sur plusieurs
paramétres biologiques de ce ravageur.

L'effet entomotoxique des graines reconstituées a base d’extrait issu de la

variété jugée la moins sensible suite a I'étude de I'indice de sensibilité aux doses
respectives 50, 100 et 200ml et I'effet de cet extrait sur les tissus du tube digestif de
Callosobruchus maculatus.

L es résultats obtenus montrent que les deux variétés Phaseolus caracalla et S102 semblent étre
les moins sensibles face aux attagues de C. maculatus. En effet, elles raentissent la fécondité,
diminuent considérablement la fertilité ou I’annule et retardent le développement larvaire de cet
insecte.

Sur graines entiéres, les résultats de toxicité ont montrés une grande efficacité de Phaseolus
caracalla suivie par la S102 et affichent un pourcentage de mortalité supérieur a 50% apres
seulement 03 jours d’ exposition.

Sur graines reconstituées de pois chiche, les doses D3= 40% et D4= 80% semblent étre les
plus efficaces. Les DL50 montrent que Phaseolus caracalla est la plus toxique (21.5g) suivie par
la S102 (54.599) puis Pinto (96.54g). Aussi pour des raisons de non disponibilité de Phaseolus
caracalla, nousavonsretenulaS102 pour I’ é&udede’ effet entomotoxique de son extrait delectines
tronquées sur les paramétres biologiques de C. maculatus.

Les résultats obtenus sur graines reconstituées de pois chiche a base d’extrait de lectines
tronquées montrent que celui-ci entraine une diminution de la fécondité au fur et a mesure que
la dose augmente et des pourcentages de mortalités corrigées supérieur a 50% au troisieéme jour
d’ exposition et ce de la plus faible dose a la plus forte dose (mortalité voisine a 100 % ala plus
forte dose). Ces résultats sont confirmeés par laDL50 (35.16ml).

L’ ensemble des résultats, montre que I’ extrait de la variété de haricot S102 est plus efficace
gue les graines reconstituées enrichies en farine de haricot de cette méme variété.

Pour visualiser |'effet des lectines tronquées sur le tractus digestif de C. maculatus, des
coupes histologigues sont pratiquées sur le tube digestif des adules témoins, des adultes élevés sur
graines reconstituées enrichies de farine de la S102 (D3=40%) et sur des adultes élevés sur graines
reconstituées de pois chiche a base d’ extrait de lectines tronquées de la S102 (D1=50ml). Par
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rapport au témoin, nous observons une altération de |’ épithélium et une lyse total e de lamembrane
péritrophique qui joue le réle defiltre.

Dans I’avenir, il serait important d'isoler, de purifier ce facteur entomotoxique présent chez
le haricot responsable de la mortalité de Callosobruchus maculatus, d éudier la génétique de la
résistance par le biais delabiologie moléculaire et d’ éucider |le mécanisme d’ action de ceslectines
extraites de graine de haricot, |égumineuse largement consommeée par I’homme. Cela contribuera
alamise au point d’ une lutte non polluante contre les insectes des denrées stockées.

M otsclés: Coléoptéres—bruche— Callosobruchus maculatusF. - variétés de haricot —lectines
— Substances entomotoxiques — Stockage — Tube digestif.




Abstract

Abstract

Entomotoxic effect of some varieties of bean (Phaseolus vulgaris) on the beetle of the chick-pea
Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

The species Callosobruchus maculatus causes serious damage on chick-pea seeds Cicer
arietinum on the level of the stored food products. This study contributes to a biological fight
for the use of bean extract against the beetle of the chick-pea Callosobruchus maculatus (F).
Indeed, the bean is equipped with general defensive compounds in fact the lectines enabling them
to develop a certain resistance against the attacks of this pest. The biological tests are carried out
under conditions of laboratory (28°C+ 2°C and 70% HR + 5%).

The experimentation comprises three great parts.

A behavioural study undertaken on whole seeds of five varieties of bean on the
biological parameters of Callosobruchus maculatus.

The effect entomotoxic of reconstituted seeds enriched in flour by the five varieties
of bean to the amounts proportional (10, 20, 40, 80 and 100%) on several biological
parameters on this pest.

The effect entomotoxic of seeds reconstituted containing extract resulting from

the variety considered to be the least sensitive following the study of the index of
sensitivity to the respective amounts 50,100 and 200ml and the effect of this extract
on fabrics of the digestive tract of Callosobruchus maculatus.

The results obtained show that the two varieties Phaseolus caracalla and S102 seem to be the
least sensitive against the attacks of C. maculatus. Indeed, they slow down fruitfulness, decrease
considerably the fertility or cancelsit and delay the larval development of thisinsect.

On whole seeds, the results of toxicity showed a great effectiveness of Phaseolus caracalla
followed by S102 and post a percentage of mortality higher than 50% after only 03 days of
exposure.

On reconstituted chick-pea seeds, the amounts D3= 40% and D4= 80% seem to be most
effective. The DL50 show that Phaseolus caracalla most toxic (21.59) is followed by S102
(54.599) then Pinto (96.549).

Also for reasons of no availability of Phaseolus caracalla, we retained S102 for the
entomotoxic study of the effect of its extract of lectines truncated on the biological parameters of
C. maculatus

The results obtained on reconstituted chick-pea seeds containing extract of lectines truncated
show that this one involves areduction in fruitfulness as the amount increases and the percentages
of corrected mortalities higher than 50% at the third day of exposure and this of most low dose
with the strongest amount (close mortality with 100% with the strongest amount). These results
are confirmed by the DL50 (35.16ml).

The whole of the results shows that the extract of the variety of S102 bean is more effective
than reconstituted seeds enriched in bean flour by this same variety.

To visualize the effect of the lectines truncated on the digestive tract of C. maculatus, of
the histological cuts is practised on the digestive tract of adulate pilot, of the adults raised on
reconstituted seeds enriched by flour of S102 (D3=40%) and on adults raised on reconstituted
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chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

chick-pea seeds containing truncated extract of lectines of S102 (D1=50ml). Compared to the
witness, we observe a deterioration of the epithelium and atotal lysis of the peritrophic membrane
which playsthe part of filter.

In the future, it would be important to insulate, purify this factor entomotoxic present at bean
responsible for the mortality of Callosobruchus maculatus, to study the genetics of resistance
by the means of molecular biology and to elucidate the mechanism of action of these lectines
extracted from bean seed, leguminous plant largely consumed by the man. That will contribute to
the development of a non polluting fight against the insects of the stored food products.

K ey wor ds: Beetles— Callosobruchus maculatus F. —varieties of bean —lectines— Substances
entomotoxic substance — Storage — Digestive tract
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

INTRODUCTION GENERALE

Les protéagineux constituent une source de protéines intéressantes en complément des
céréales pour I'alimentation humaine, soit sous forme de graines, soit sous forme de produits
fractionnés enrichis en protéines (Boutin & al., 2006).

Cette portion protéique n’est pas négligeable puisqu’elle présente 70% de la matiére
séche des graines de légumineuses (Boucherit, 1979).

Au niveau mondial, les légumineuses a grosses graines représentent une culture
extrémement importante avec une superficie de 67 millions d’hectares et une production de
56 millions de tonnes (F.A.O. ,2006).

En Algérie, la superficie et la production moyenne réservées annuellement aux
légumineuses alimentaires sont respectivement de 63.900 ha et 39.000 tonnes pour la
période 2003 — 2006.

Le pois chiche Cicer arietinum, trés appréciée par les algériens, se classe en deuxiéme
position aprés la féve en superficie et en production avec des moyennes respectives de
20.200 ha et 132615 tonnes. Le rendement reste faible et varie au cours de la méme période
entre 3,27 gx/ha et 7,02 gx/ha (MAP , 2006) suite aux nombreux problémes phytosanitaires
dont les plus dommageables sont provoqués par les coléoptéres des denrées stockées
(Multon, 1982). Les dégats provoqués par ces insectes sont d’autant plus graves que
ces insectes possédent un pouvoir de multiplication élevé. En effet, chaque année, les
Iégumineuses a grosses graines subissent des pertes considérables de I'ordre de 800g/kg
de graines en quelques mois (Ouedraogo & al, 1996). Ces dégats sont estimés a 30% en
Afrique (Rodrigues Macedo & al., 2000).

Pour lutter contre ce fléau mondial, I'utilisation de pesticides, bien que trés efficace,
s’est réevélée dangereuse. Ainsi, avec le souci grandissant du respect de I'environnement,
de la santé humaine et animal, la lutte biologique au sens large du terme est appelée a se
développer.

Dans ce contexte, les légumineuses ont su au cours de leur évolution s’équiper de tout
un arsenal de substances végétales entre autre les lectines, leur permettant de se défendre
contre les ravageurs.

Les premiers travaux portant sur lidentification de lectines comme facteurs
biochimiques de résistance des plantes a des insectes concernent essentiellement les
coléoptéres. En 1976, Janzen et Juster montrent que les larves de Callosobruchus
maculatus F. sont incapables d’attaquer les graines de haricot commun Phaseolus vulgaris.
En effet, ce dernier est doté de plusieurs composés défensifs généraux en I'occurrence
les lectines dont les phytohemagglutinines (PHA) qui protégent leurs graines contre les
ravageurs appartenants a des taxons différents.

Depuis quelques années, d’autres travaux ont été réalisés afin de démontrer 'activité
entomotoxique des substances élaborées par les Iégumineuses (Mouhouche et Fleurat
lessard, 2003 ; Mouhouche, 2005). Dans ce contexte, nous évoquons les travaux de Louis
(2004) sur pois cassé et de Mouhouche (2005) sur I'activité biologique des Albumines
entomotoxiques de type 1b des graines de pois chiche.
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INTRODUCTION GENERALE

Sales & al. (2000), ont prouvé l'effet antiappétant des vicilines, légumines et des
arcelines dans la défense des I[égumineuses contre Callosobruchus maculatus.

Notre travail est essentiellement axé sur la bruche du pois chiche C. maculatus F. et
vise a déterminer I'effet entomotoxique des lectines présentes au niveau des graines de
haricot sur C. maculatus F. Notre démarche consiste a :

Etudier la sensibilité de quelques variétés de haricot aux attaques de Callosobruchus
maculatus F.

Etudier par des essais biologiques, I'effet entomotoxique de I'extrait de lectines de la
variété du haricot la moins sensible a I'attaque de cet insecte.

Etudier I'effet de I'extrait de lectines du haricot sur le tube digestif de C. maculatus.
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

Partie | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE | : LES SUBSTANCES ENTOMOTOXIQUES
DES LEGUMINEUSES

1. les substances entomotoxiques non protéiques

1.1 les composés azotés

Les métabolites secondaires azotés de défense dérivent d’acide aminé protéique ou non.

On distingue les alcaloides, les composés cyanogenes, les glycosinolates et les acides
aminés non protéiques.

1.1.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont présents dans la vacuole des cellules sous forme de sels et peuvent
étre extraits par de I'eau acidifiée, de I'éthanol ou par des solvants organiques.

La maijorité des alcaloides dériveraient des acides aminés tels que le Tryptophane, la
Tyrosine, la Lysine, I'Histidine et I'Ornithine (Woolley, 2001).

En plus d’'un réle probable dans le métabolisme de l'azote et son stockage, les
alcaloides présentent un role de défense caractérisé par un effet répulsif ou toxique dans
les relations plantes —insectes. Ainsi les alcaloides de type indole quinine et strychnine sont
répulsifs pour de nombreux insectes.

Les alcaloides poly hydroxylés des Iégumineuses mimant les sucres structurellement,
inhibent le métabolisme des sucres et constituent d’efficaces antiappéttants pour divers
insectes (Fellows & al., 1986). Le 2R, 5R-dihydroxyméthyl-3R, 4R-dihydroxypyrrolidine tue
les larves de Callosobruchus maculatus a une concentration de seulement 0,03 % en
inhibant fortement I'enzyme digestive a-glucosidase (Evans & al., 1985). En plus d’'inhiber
certaines glycosidases, les alcaloides poly hydroxylés interférent avec la biosynthése des
glycoprotéines intracellulaires.

1.1.2. les composés cyanogénes

Les composés cyanogénes sont répandus dans les plantes en l'occurrence les
légumineuses. La cyanogénése, formation d’acide cyanhydrique (HCN) libre est associée
aux cyanoglucosides et cyanolipides.

En plus d’'un rdle probable dan le métabolisme général de I'azote (Hruska, 1988) ;
I'acide cyanhydrique, amer, est un antiappéttants efficace contre divers insectes (Woodhead
& Chapman, 1986).

Par ailleurs, les cyanolipides sont hautement toxiques pour de nombreux insectes dont
les bruches (Mikolajczak & al., 1984).

1.1.3. Les glucosinolates
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Partie | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les glucosinolates sont des composés impliqués dans les relations plantes — insectes
(Louda & Mole, 1991). lIs affectent le développement larvaire, la métamorphose et la prise
alimentaire de nombreux insectes (Wolfson, 1982). En phase poste ingestion, ces derniers
exercent une activité toxique.

1.1.4. Les acides aminés non protéiques

Les acides amines non protéiques sont présents dans un trés grand nombre d’espéces
végetales, particulierement chez les légumineuses. lls jouent un réle important dans la
défense contre la déprédation (Rosenthal, 1982b) et chaque acide aminé non protéique
exerce sa toxicité par divers mécanismes (Rosenthal, 1982a).

Dans les plantes, ces composés se présentent sous forme libre, extractible a 'eau ou
a I'éthanol 80 %. lls peuvent étre répartis dans toute la plante mais les concentrations les
plus élevées sont observées dans les graines (D’Mello, 1991 ; Rosenthal, 1982a).

1.2Les terpenoides

Les composés de ce groupe, sont constitués uniquement de carbone, hydrogéne et
oxygéne.

D’un point de vue des relations plantes — insectes, ces composés peuvent accomplir de
nombreux roles parfois contradictoires, ils sont tantét toxiques ou répulsifs ; tantét attractifs.

Les monoterpénes constituent la majeure partie des huiles essentielles mais ils sont
rares chez les légumineuses. Les fonctions des monoterpénes sont multiples. Certains
protégent la plante des déprédateurs, inhibent la multiplication de bactéries et / ou
champignons. D’autres inhibent I'oviposition des insectes.

Les triterpénes constituent le principal groupe impliqué dans la défense des végétaux
face aux insectes. Le composé clé de la synthése des triterpénes est le squalene. Parmi
ces composés nous citons les saponines. Ces composés tensioactifs trés répandus chez
les végétaux, sont des glucosides terpéniques ou stéroidaux.

Lessaponines triterpénes sont les plus nombreuses. Elles sont essentiellement
présentes chez les dicotylédones tel que le pois chiche et le haricot.

Les saponines stéroides sont surtout représentées chez les monocotylédones tel que
la lentille.

De ce fait, lessaponines s’avérent toxiques et antiappéttants pour de nombreuses
espéces d’insectes (Ishaaya & al., 1969). Leur toxicité est due a leur liaison avec les stérols
libres du tube digestif réduisant ainsi le taux d’assimilation de ces stérols dans ’'hémolymphe
ce qui interfére avec le processus de mue (Rahbé & al., 1988).

1.3 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances possédant un cycle aromatique portant au
moins un groupement hydroxyle. Aussi, de trés nombreuses données témoignent de leur
réle écologique.

Parmi ces composés, on retrouve les tannins qui se subdivisent en deux groupes
a savoir les tannins hydrolysables et les tannins condensés. Ce sont ces derniers qu’on
rencontre dans les graines de légumineuses principalement localisés dans les téguments
des graines (Crevieu, 1999).

13
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Ces composés ont une action protectrice contre les attaques des microorganismes en
se déposant dans les parois cellulaires. De plus, les tannins ayant la propriété de précipiter
les protéines réduiraient la valeur nutritionnelle de certains tissus végétaux. lls affectent
également la digestion des insectes en ce liant aux mucoprotéines de leur cavité orale
(Harborne, 1988 ; Crevieu, 1999).

D’autre part, nous avons les quinones qui se combinent aux sucres. Ces composés
ont la faculté de complexer irréversiblement les acides aminés de protéines rendus inactifs
(Gilbert & Norris, 1968).

Enfin, les isoflavonoides, composés trés actifs présents chez les légumineuses
responsables de la moindre prise alimentaire et de la toxicité envers les |épidoptéres
nocturnes (Neupane & Norris, 1990).

1.4 Les phytates

Les phytates paraissent étre la principale forme du phosphore présent dans les graines de
Iégumineuses (Griffiths, 1982). lls ont des propriétés chélatantes et forment des complexes
avec les minéraux, mais aussi avec les protéines.

Cependant, 'association des protéines avec les phytates dépend de I'accessibilité
des acides aminés (O’'dell & De Boland, 1976). Ainsi les phytates ont un effet sur la
protéolyse, cet effet pourrait étre inhibiteur (Knuckles & al., 1989) ou activateur (Deshpand
& Damodaran, 1989 b).

2. Les substances entomotoxiques de nature protéique

Les protéines entomotoxiques des légumineuses sont diverses. Nous nous limiterons ici aux
principales protéines anti insectes des légumineuses, puis aux principaux peptides (petites
protéines de moins de 100 acides aminés) riches en cystéines et impliqués dans la défense
des légumineuses.

2.1. Les lectines

Il faut remonter aux années 1888 et 1889, pour que Stillmark décrive pour la premiére fois
les propriétés d’agglutination d’une lectine. A partir d’extraits de graines de ricin (Ricinus
communis L.).

Selon Kocourek (1986); les lectines sont des protéines (ou des glycoprotéines)
d’origine non immune capables de reconnaitre spécifiquement les sucres terminaux de
glycoprotéines et d’autres glycoconjugués et de s’y lier avec une haute affinité de maniére
réversible sans altérer la structure covalente d’aucun des résidus (ligands) glycosyl
reconnus.

Les lectines de légumineuses sont connues pour leur pauvreté en acides aminés
soufrés (Sharon & Lis, 1990) et ne développent aucune activité enzymatique en vers le
sucre lié (Hamelryck & al., 1996). Leur affinité pour les sucres est modérée avec les simples
monosaccharides et plus élevée avec les sucres plus complexes (Yamamoto & al., 2000a).
De ce fait, les lectines sont utilisées comme des indicateurs dans 'analyse des hydrates de
carbones et des glycoprotéines (Yamamoto, 1994).

Les lectines se ressemblent dans leurs propriétés physico-chimiques (Yamamoto & al.,
1992) bien qu’elle différent dans leur spécificité a lier les sucres (Chrispeels & Raikhel,
1991 ; Hirabayashi, 1997).
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La structure globale des lectines de Iégumineuses montre que ces derniéres se
composent de deux ou quatre sous unités comprenant chacune un emplacement liant un
hydrate de carbone (Yamamoto & al., 2000 b), avec une masse moléculaire relative a 30
KDa. Ainsi, L’'agglutinine d’Urtica dioica L.(Utida, 1954), la lectine la plus petite isolée a ce
jour, a une masse moléculaire de I'ordre de 8 a 9 KDa. (Broekaert & al., 1989) alors que
celle de I'une des lectines isolées de Phaseolus lunatus L. est de 245 KDa.

La spécificité osidique des lectines se définit en terme de concentration minimale de
monosaccharides nécessaires pour inhiber I'agglutination ou la réaction de précipitation des
cellules animales induite par ces molécules (Goldstein & Hayes, 1978 ; Goldstein & Portez,
1986).

Les propriétés biologiques des lectines sont décrites en détail par Lis & Sharon
(1986). La réaction d’agglutination est sous la dépendance de nombreux facteurs tels que
les propriétés moléculaires des lectines (hombre de sites de fixation aux sucres, masse
moléculaire), les caractéristiques de la surface cellulaire (nombre et accessibilité des sites
de fixation, fluidité de la membrane cellulaire) et I'état physiologique des cellules.

La réaction d’agglutination de cellule est la manifestation la plus facile & observer et
représente le résultat d’'une interaction spécifique entre la lectine et un sucre présent a la
surface de celle —ci.

La phytohemagglutinine, la lectine du haricot commun (Phaseolus vulgaris), est en
particulier une lectine mitogéne qui provoquerait une transformation des cellules apres
connaissance d’un récepteur spécifique a sa surface.

Toutes les lectines de légumineuses possédent deux ions métalliques « un ion calcium
Ca 2 et un ion de manganése Mn? » par monomeére a proximité du récepteur de sucre
(Hamelryck & al., 1996).

Cependant, I'un des dispositifs les plus propres aux lectines de légumineuses est leur
variable structure quaternaire. En effet, bien que les structures de leurs monomeéres soient
fortement similaires, elles peuvent s’associer en tétraméres et diméres.
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

C : Lectine de Dvlichos biflorus, D : Arceline (Arc 5) de Fhaseolus
vulgania

E: Lectine de Lerns culinaris.

Figure 1 : Schéma représentatif de la structure globale de certaines
lectines de Légumineuses. A, B, C (Brinda, 2004) D, E (Hamelryck & al., 1996)

Actuellement, quatre différents types de tétraméres et trois différents types de diméres
ont été identifiés (Hirabayashi, 1997) et plus de 70 lectines de différentes graines de diverses
Iégumineuses ont été identifiées (Chrispeels & Raikhel, 1991 ; Yamamoto & al., 2000 a)
dont 10 ont été résolues et raffinées Fig1.

De nombreuses fonctions des lectines dans la plante sont évoquées entre autre :
fonction dans I'élongation des parois cellulaires ; fonction de co-facteurs enzymatiques
agissant avec des enzymes glycoprotéiques, intervention dans le transport des glucides
et dans leur mise en réserve dans les graines, contréle de la division cellulaire et de la
germination, intervention dans les processus de reconnaissance de cellule a cellule (Etzler,
1986 ; Kaminski & al., 1987 ; Chrispeels & Raikhel, 1991 ; Louis, 2004).

En nutrition, Les lectines de Iégumineuses font partie du régime alimentaire de I’'homme.
Ces derniéres sont étonnamment résistantes a la dégradation protéolytique pendant leur
passage dans l'intestin (Bardocz & Pusztai, 2004).
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De ce fait, les lectines avant d’étre ingérées, doivent étre dénaturées par la cuisson a
une températures de 80°C pendant 10 a 20 minutes (Grant & al., 1982 ; Liener, 1986) car
ces glycoprotéines perturbent le fonctionnement des cellules épithéliales intestinales (Loris,
1999 ; Goossens & al., 2000 ; Sales & al., 2000 ; Louis, 2004).

2.1.1. Les hemilectines et protéines inhibitrices de ribosome (PIR)

Ces protéines, contrairement aux lectines typiques multivalentes sont désignées comme
hemilectines (Carlini & Guimaraes, 1991) ou chimerolectines (Peumans & Van Damme,
1995). Elles sont composées de deux chaines polypeptidiques aux propriétés distinctes.
L'haptomére ou chaine B (Binding) interagit avec un sucre ou composé glycosylé de
la membrane cellulaire. L’héffectomére ou sous unité A est I'agent toxique a activité
enzymatique. Aprés internalisation, la protéine est activée par une protéolyse limitée
entraine la séparation des deux chaines. L’héffectomeére activé traverse la membrane de la
vésicule golgienne et agit sur les constituants du cytoplasme provoquant les effets toxiques
envers les insectes (Montecucco, 1998 ; Olsnes & al., 1999).
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

Tableau 1 : Toxicité des lectines de légumineuses sur
les différents ordres d’insectes Carlini & Grossi de Sa (2002).

Ces composés sont toxiques pour de nombreuses espéces d’insectes. En effet, ils
inhibent la synthése protéique par les ribosomes cellulaires chez les insectes.

2.1.2. Les arcelines :

Les protéines de stockage sont des globulines insolubles dans I'eau et sont présentes dans
les graines de légumineuses (Shewry & al., 1995) Fig1.

Les arcélines sont des protéines insecticides (Louis, 2004) propres aux graines
stockées (Goossens & al., 2000). Ce sont des isolectines caractérisées par une faible
propriété agglutinante (Hamelryck & al., 1996). En revanche, une stabilité biochimique
élevée est démontrée (Goossens & al., 2000).

Auparavant, ces glycoprotéines étaient considérées comme des protéines typiques aux
variétés sauvages du haricot.

Actuellement, il s’est avéré que ces protéines sont présentes au niveau de plusieurs
variétés du genre Phaseolus (Mirkov & al., 1994).

Les arcélines constituent des formes tronquées de phytohemagglutinines (Loris, 1999 ;
Shih- chieh & al., 2002).

A leur niveau, la boucle obligatoire pour I'attache des ions métalliques est supprimée
(Hamelryck & al, 1996 ; Mourey & al., 1998).

Par conséquent, ces protéines de défense ne lient pas les sucres simples (Loris, 1999 ;
Louis, 2004) mais on reléve la présence de chaines complexes d’oligosaccharides au
niveau du N- Terminal liant les glycanes (Young & al., 1999).

Cependant, le mécanisme de toxicité des arcélines envers les insectes n’est pas
clairement élucidé. Osborne et ses associés (1988), les estiment toxiques alors que Minney
et ses collaborateurs (1990) les considérent comme inhibiteurs de la digestion. Toutefois,
leurs propriétés insecticides pourraient étre liées a leur interaction avec les glycoprotéines
ou autres composants du tube digestif (Cordeiro & al., 2000).

Jusqu’ici sept variants alléliques ont été identifiés (Osborn & al., 1986 ; Lioi & Bollini,
1989 ; Santino & al., 1991 ; Acostagallegos & al., 1998) de masses moléculaires allants de
30 a 42 Kda (Acostagallegos & al., 1998).

Les membres de cette famille ont une structure tertiaire semblable, mais leurs
propriétés biologiques, leur structure quaternaire et leur spécificité sont différentes. Elles
existent sous forme de diméres 'Arc 2’, tétramere ‘Arc3 et 4’ ou les deux ‘Arc1’. Arc5 a été
observé sous forme de dimére en solution et de monomére en cristal.

Les variants Arc1 et Arc5 semblent étre les plus prometteurs pour fournir des lignées
résistantes contre les bruches (Cardona & al., 1990 ; Kornegay & al., 1993 ; Goossens &
al., 1994 ; Fory & al., 1996 ; Loris, 1999).

Les niveaux de résistance sont maintenus dans les lignées issues des croisements
avec les parents Arc1 ou Arc5.

Toutefois, chaque variant est en réalité représenté par plusieurs polypeptides spécifiés
par différents génes (Hartweck & al., 1991) et il n’est pas clair que ces diverses isoformes
aient la méme efficacité contre les ravageurs (Goossens & al., 2000).
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2.2. Canatoxine et uréase

Les graines de Canavalia ensiformis contiennent non seulement la lectine concanavaline
A, mais également de I'uréase ainsi que La protéine canatoxine, un puissant neurotoxique.

Cette derniére représente 0,5% du poids sec de la graine. Elle agit comme une
hémilectine mais en interagissant avec des glycoconjugués plus complexes comme les
gangliosides (Carlini & Guimaraes, 1981).

La canatoxine présente une forte homologie de séquence avec l'uréase des mémes
graines et ne posséde que 30% de l'activité uréolytique de l'uréase. L'uréase présente
également certaines propriétés biologiques de la canatoxine, comme la toxicité sur les
insectes, I'activité hémilectine ou encore I'activation des plaquettes du sang (Follmer & al.,
2001).

Les homologues de la canatoxine sont trés bien répartis au sein des légumineuses, et
méme chez les espéces comestibles (Carlini & al., 1988).

Parallélement, la canatoxine est mortelle par ingestion pour I'espéce Callosobruchus
maculatus (Carlini & al., 1997).

2.3. Les inhibiteurs enzymatiques

La présence des inhibiteurs d’enzymes provoque un déréglement du métabolisme de
'organisme concerné. Le déreglement peut entrainer un retard de croissance, de
développement voire la mort des individus.

En plus de lintérét de leur étude pour la nutrition et la toxicologie alimentaire, les
inhibiteurs d’enzymes sont des outils potentiellement important pour la protection des
végétaux.

2.3.1. Les inhibiteurs de protéases (IP)

Les protéases sont les enzymes responsables de la dégradation des protéines. Les
endoprotéases sont classés en quatre groupes a savoir :

Les protéases a sérines.

Les protéases a cystéines.

Les protéases acides.

Les métalloprotéases

. Parailleurs, les inhibiteurs de protéases sont classés par rapport au type de protéase qu’ils
inhibent.

a. Les inhibiteurs de protéases a sérines

Une classification de ces inhibiteurs en fonction du mécanisme d’inhibition, permet de
distinguer trois principaux groupes (Laskowski & Kato, 1980) dont les inhibiteurs canoniques
sont les seuls présents chez les végétaux.

Richardson (1991), a défini sept familles d’'IP a sérine. Les deux familles les plus
connues sont les inhibiteurs de la famille BOWAN-Birk ayant deux sites actifs (Birk, 1976)
et de la famille Kunitz.

Ces derniers d’environ 20KDa, possédant un seul site actif et renfermant deux ponts
disulfures.
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Certains inhibiteurs de protéases a sérines sont bifonctionnels, agissant également sur
des a-amylases.

b. Les inhibiteurs de protéases a cystéine

Les inhibiteurs de protéases a cystéine de plantes phytocystatines ont la particularité de ne
pas posséder de ponts disulfures (Nagata & al ., 2000).

Les phytocystatines présentes dans diverses mono et dicotylédones, ont une masse
moléculaire de 5 a 87 KDa.

c. Les inhibiteurs de métalloprotéases et de protéases acides

A ce jour, trés peu d’inhibiteurs de métalloprotéases ou de protéases acides sont connus.
Ainsi, un inhibiteur de protéase acide a été caractérisé chez la courge (Christeller & al.,
1998). Cet inhibiteur de protéase est capable d’'inhiber une protéase acide synthétisée par
un champignon pathogéne des cucurbitacées, suggérant un rble possible dans la défense
de la plante contre les pathogénes.

2.3.2. Les inhibiteurs d’alpha amylases (lA)

Les alpha amylases sont les enzymes digestives principales de nombreux insectes se
nourrissants exclusivement de graines durant leur vie larvaire et / ou imaginale.

Les inhibiteurs d’a- amylases (IA) protéiques font partie des mécanismes de défense
de nombreuses plantes et sont particulierement abondants dans les céréales (Abe & al.,
1993 ; Feng & al., 1996 ; Yamagata & al., 1998 ; lulck & al., 2000) et les Iégumineuses (Giri
& Kachole,1998 ; Melo & al., 1999).

Les inhibiteurs d’alpha amylases sont des inhibiteurs d’amylase présents chez
différentes variétés du genre Phaseolus. Les lectines phytohemagglutinines, les inhibiteurs
d’alphas amylases et les arcélines constituent une famille de protéines de défense des
graines de Phaseolus.

Ces inhibiteurs sont toxiques pour divers insectes ravageurs (Grossi De Sa & al., 1997).
Ainsi, le pois transgénique exprimant l'inhibiteur d’alpha amylase présente une résistance
totale aux bruches.

2.4. Les peptides de défense

Les peptides de défense des plantes sont trés nombreux et variés, ici nous nous limitons a
présenter les principales familles structurales de peptides insecticides. lls sont sans activité
enzymatique (Boman, 1995) et de structure riche en cystéine formant des ponts disulfures
qui les rendent compact et stables.

2.4.1. Chitinases et protéines affines de la chitine

La chitine est un composant structural essentiel des parois cellulaires fongiques, de la
cuticule des insectes et de I'enveloppe des ceufs de nématodes. De ce fait, elle constitue
une cible spécifique de grand intérét pour le développement des pesticides.

Les lectines de spécificité Glc NAc interférent avec la synthése de la chitine des insectes
(Cohen, 1993).
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Les vicilines de Iégumineuses lient les structures a base de chitine dont celle du tube
digestif de Callosobruchus maculatus et Zabrotes subfasciatus (Firmino & al., 1996) et les
parois et membranes cellulaires des levures et champignons (Gomes & al., 1998).

D’autres protéines s’attaquent a la chitine en I'hydrolysant. Ce sont les chitinases.
Toutes les plantes en possédent et les expriment dans les tissus les plus vulnérables ou
en réponse a une attaque de pathogénes, en tant que protéine PR (Pathogenesis Related)
(Collinge & al., 1993 ; Samac & Shah, 1991).

Les produits de la dégradation de la chitine induisent la production de composés de
défense ou Phytoalexines (Brunner & al., 1998).

2.4.2. Les thionines

Les thionines appelées ainsi a cause de leur riche teneur en soufre (Balls & al., 1942) sont
des peptides de 45 — 47 acides aminés avec trois ou quatre ponts disulfures. Leur structure
tridimensionnelle ressemble & la lettre grecque tau I' (Clore & al., 1986).

Les thionines sont cytotoxiques pour les cellules des insectes.

2.4.3. Les défensines

Les défensines des plantes sont des peptides de 45 — 54 acides aminées (environ 6KDa)
(Fossdal & al., 2003). Elles possedent des activités biologiques diverses et sont divisées en
quatre groupes d’aprés leur activité antimicrobienne.

Selon Chen & al. (2002) ; une nouvelle défensine de Vigna radiata a été caractérisée
pour son activité entomotoxique contre les bruches. Ainsi, des graines artificielles
contenants 0,2 % du peptide s’avére mortelles pour les larves de Callosobruchus maculatus
(Thomma & al., 2002).

2.4.4. Les knottines

Ces peptides possedent de 26 a 48 résidus dont six cystéines formant trois ponts disulfures.

Les knottines animales bloquent les canaux tandis que les peptides végétaux agissent
sur les enzymes. L’activité insecticide d’'une knottine a été caractérisée. Il s’agit de I'albumine
PA1b du pois toxique pour les charancons des céréales (Delobel & Grenier, 1999).

2.4.5. Les protéines de transfert de lipides (LTP)

Plusieurs protéines non spécifiques de transfert de lipides (nsLTP) ont été identifiées dans
environ 60 espéces. On distingue deux sous familles. Celle de type | comporte 90 a 95
acides aminés. Les LTP du type 2 sont constituées de 70 acides aminés (Kader, 1996).

Les deux types de nsLTP sont considérés comme des peptides de défense des plantes
de part leur expression induite par des stress tant abiotiques que biotiques (Gomes & al.,
2003 ; Yubero-Serrano & al., 2003) comme l'activité antibactérienne et antifongique (Douliez
& al., 2000).

CHAPITRE Il: SYNTHESE DES DONNEES SUR LE
HARICOT COMMUN Phaseolus vulgaris
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

1. Origine et historique

L'origine américaine du haricot n’est plus contestée (Hopquin, 1994, Anonyme, 2005). Le
pro géniteur de I'espéce Phaseolus vulgaris serait une forme de Phaseolus aborigenus, une
liane tropicale (Hopquin, 1997), autogame, a gousses déhiscentes et a petites graines non
dormantes.

Le haricot était déja domestiqué au Pérou et au Mexique il y a environ 7000 ans
(Anonyme, 2007a ; Anonyme, 2007b ; Hopquin, 1997). Son nom viendrait de I'appellation
aztéque « aya colt » (Anonyme, 2004, Anonyme, 2007d).

Selon Capelle (2003), les deux principaux centres de haricot sauvage sont les centres
meéso- américains et sud andins. Les populations sont situées entre 500 et 2500 mettre
d’altitude.

En 1542, le botaniste Fuchs décrira la plante avec précision (Anonyme, 2004). Son
introduction en Europe est due a C. colombe. Il apparait officiellement en France en 1553,
puis se répand dans tout le bassin méditerranéen (Hopquin, 1998 ; Hopquin, 1997).

A la fin du XVIII &. Siecle, les Italiens du sud commencent & consommer le haricot a
I'état de gousses tendres, encore immatures (Anonyme, 2004 ; Anonyme, 2005).

Les frangais découvrent ce mode d’utilisation en Algérie (Hopquin, 1998).

Au cours des dix derniéres années, la production mondiale de haricots secs a fluctué,
mais la tendance est légérement a la hausse. Pendant cette période, la production a
varié d’'un creux de 16 millions de tonnes (Mt) en 2002-2003 a un sommet de 19,2 Mt en
2005-2006.

2. Importance économique du haricot

2.1 Dans le monde

La production mondiale de haricots est estimée a 25,7 millions de tonnes (F.A.O, 2006).

Soixante quinze pour cent de la production mondiale de haricots secs est attribuable
aux dix principaux pays producteurs, soit I'lnde, le brésil, les Etat-Unis, la Chine, Myanmar,
le Mexique, I'lndonésie, I'’Argentine, ’'Ouganda et le Canada (Fig2).

2.2. En Algérie

Au cours de la derniére décennie, La production algérienne du haricot est concentrée au
niveau des hauts plateaux. Cette premiére a connu beaucoup de fluctuations malgré les
programmes subventionnés par I'Etat.

En effet, on enregistre une hausse prononcée en 2001, atteignant 10790 gx, un sommet
pour la décennie.

En 2003, la production a chuté a 4190 gx Elle a ensuite augmenté considérablement,
pour passer a 10960 gx en 2006 (Fig3).

Le rendement des cultures de haricot sec a varié au cours de la période 1993 — 2006.
Il a atteint 8.67 gqx / ha en 1993. Il a ensuite reculé |égérement pour passer a 7, 73 gx / ha
en 1995. En 2003, le rendement a chuté a 3,27 gx / ha.
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Pour 2006, le rendement a considérablement augmenter atteignant ainsi 7,02 gx / ha
en raison d’'une augmentation de la superficie ensemencée (Fig4). « MAP : Ministére de

I'agriculture et de la péche, 2006».
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Figure 2 : La production mondiale des haricots secs durant 'année 2006 (FAO, 2006).
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Figure 3 : Evolution des superficies de la culture
de haricot en Algérie entre 1993 et 2006. MAP (2006)
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chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).
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Figure 4 : Evolution de la production et des rendements de
la culture de haricot en Algérie entre 1993 et 2006 (MAP, 2006).

3. Variabilité génétique

Le haricot commun P. vulgaris L. est une légumineuse appartenant a | tribu des Phaseolae
comme Vigna ou Glycine.

Deboucq (1988), recense 56 espéces dans le genre Phaseolus.

Dans toute la tribu, le nombre chromosomique est de 2n = 22, sauf une espéce a 2n
= 20 (Hopquin, 1997).

Chez Phaseolus vulgaris, la variabilité génétique est extrémement importante. Elle se
caractérise par le port des plantes, la forme, la taille, la couleur des graines, des fleurs et
des gousses et bien d’autres traits morphologiques ou physiologiques.

4. Composition biochimique globale des graines de haricot

Soltner (1990), estime que les protéines végétales coltent deux fois moins chéres que les
protéines animales.

De ce fait, ce sont les légumineuses qui sont les plus prometteuses pour produire
'immense complément de protéines végétales dont le monde a besoins dans le futur
immeédiat (Labeyrie, 2005).

La composition biochimique globale des graines de haricot (Tab. 2) montre que cette
légumineuse constitue une excellente source de protéines alimentaires ( 20 — 30 %) ; en
plus d’étre riche en fibres et en glucides complexes pour les pays en développement.

Tableau 2: Composition biochimique (g/100g de graines) et valeur énergétique (Calories / 100g) des
graines de Phaseolus vulgaris (Iserin, 1997).
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Légumineuses Protéines lipides |glucides fibres Matiére |eau |calorie
minérale
Phaseolus vulgaris | 20-27 1-2 60-65 4-5 4-5 11 341

Compte tenu de la teneur protéique et de la qualité des protéines des haricots. Ces
derniers peuvent servir d’allongeur ou de substituts pour la viande.

4.1. Composition en acides amines indispensables

En plus de leur forte teneur en protéines, les graines de haricot renferment les 24 acides
aminés indispensables a l'alimentation humaine (Tab.3). Ceci rend les légumineuses
indispensables pour équilibrer I'alimentation céréaliére (Appert, 1992 ; Mourey, 2004).

Tableau 3: Composition (mg/g) en acides aminés essentiels des protéines de haricot (Hojjati, 1976).

Acides amingérg Cys Iso Leu Lys Met Phe  Thr Try Val

Phaseolus vulgéris 1,9 4,2 7,6 7,2 0,0 7,7 4,0 0,5 4.6

L'ensemble des valeurs résumées dans le tableau ci-dessus, montrent que le haricot
commun Phaseolus vulgaris est riche en Phe, Leu et en Lys avec des valeurs respectives
de 7,7 ;7,6 et 7,2 mg/ g . Aussi, on remarque I'absence de la méthionine et de I'arginine.

4.2. Principales protéines de réserve de la graine de Phaseolus vulgaris

Les plantes ont su au cours de leur évolution s’équiper de tout un arsenal leur permettant
de se défendre contre les pathogénes environnants. En cas de stress d’ordre physique,
chimique ou biologique ; les plantes synthétisent un certains nombre de protéines au niveau
du péricarpe regroupées sous le nhom générique de « Pathogenesis- Related » ou PR.
(Catala, 1998 ; Goossens & al., 2000 ; Rougé & al., 2004).

Plusieurs auteurs soulignent que les protéines de défense typiques aux graines
de haricot commun Phaseolus vulgaris sont essentiellement représentées par :
phytohemagglutinine, la phaseoline, les arcélines (Hamelryck & al., 1996 ; Lioi et al., 2003)
et les alpha amylases inhibiteurs (Rougé & al., 2004).

4.2.1. La phaséoline

La phaseoline est une globuline de stockage et constitue la fraction protéique la plus
importante du haricot. Cette fraction correspond a la protéine majeur 7S par son coefficient
de sédimentation (Rougé & al., 2004).

Cette protéine est a chaine unique, dépourvue de ponts disulfure (Mosse & Pernollet,
1982 ; Rougé & al., 2004).

Par ailleurs, I'agrégation des phaséolines forme des triméres de sous unités dont la
masse moléculaire varie entre 45 et 53 daltons (Shewry & al., 1995). Ces triméres peuvent
étre identiques ou non, plus ou moins modifiés par des protéolyses post- traductionnelles
et/ ou des glycosylations (Crevieu, 1999).

La phaséoline est codée par un grand nombre de génes (Shewry & al., 1995).

4.2.2 Les phytohemagglutinines
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La phytohemagglutinine est la premiére protéine pour laquelle on a attribué des propriétés
insecticides (Rougé & al.2004).

Cette leuco agglutinine des graines de Phaseolus vulgaris (Hamelryck & al., 1996) se
lie aux glycanes de la muqueuse intestinale des mammiféres et agit comme un mitogéne
(Higgins & al., 1998). Cette protéine comprend deux formes différentes :

a) Les vraies lectines

Les lectines de défense sont des antinutritionnels de nature protéique propres aux graines
de légumineuses, en I'occurrence celles du haricot commun. Ces lectines sont élaborées
au cours de la germination (Prabu & al. , 1998) et jouent un réle important dans la protection
des graines contre les ravageurs, en contribution avec les lectines tronquées (Stamopoulos
& Huignard, 1980).

Selon Kigel, (1999), cette protéine entomotoxique représente 10% de la teneur en
protéines. Elle semble étre fortement liee aux membranes des corps protéiques (Pusztai
&al., 1979).

Cette lectine a la faculté de se fixer sur la muqueuse intestinale de nombreuses espéces
et empéche ainsi le développement normal des microvillosités. Il s’en suit des difficultés
d’absorption des nutriments qui se traduisent par une perte de poids, un retard de croissance
et de développement (Grant, 1991).

Phytohemagglutinine - L

La phytohemagglutinine —L est une lectine leuco agglutinine propre aux graines de
Phaseolus vulgaris L. dont le poids moléculaire est de 34.000 Da. (Hamelryck & al., 1996).

Phytohemagglutinine- E

La phytohemagglutinine comme son nom I'indique, est une lectine de poids moléculaire de
36.000 Da pouvant agglutiner les érythrocytes du sang (Loris, 1999).

b) Les lectines tronquées

Dans les formes tronquée s de phytohemagglutinine, nous retrouvons I’ arceline et

L'inhibiteur de l'alpha amylase ou respectivement, une et deux boucles jouant un réle
obligatoire dans la liaison des sucres sont absentes.

Inhibiteur d’alpha amylase

Les polypeptides de l'inhibiteur de I'alpha amylase sont constitués de 244 acides aminés.
Ces derniers sont identiques a 43 % aux lectines du haricot nain et a 55 % a I'arcéline du
haricot sauvage (Lee & al., 2002).

Selon Wato & al. (2000), il existe deux types d’inhibiteurs d’alpha amylase, le premier
est un complexe tetramérique formé de deux sous unités a et B appelé inhibiteur alpha
amylase a chaleur stable ‘aAl-s’ alors que le second est constitué de trois sous unités a,
et A appelé inhibiteur alpha amylase a chaleur labile ‘aAl-u’. Ce dernier correspond a une
sous unité de la protéine arcéline.

Chez Phaseolus vulgaris, ces inhibiteurs de [lalpha amylase empéchent le
développement des larves de Callosobruchus maculatus F. (Shih- chieh & al., 2002 ;
Santimone & al., 2004).
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Arceline

Des comparaisons de séquences de plusieurs légumineuses montrent que les arcélines du
haricot commun appartiennent a la famille des protéines « type lectine » qui comporte les

deux types de sous unités des phytohémagglutinines PHA- L et PHA- E et les inhibiteurs

d’alpha amylases (Chrispeels & Raikhel, 1991).

Les arcelines sont des protéines de réserve assez abondantes au niveau des
génotypes de Phaseolus vulgaris L. (Zambre & al., 2005). Ce sont des isolectines
caractérisées par une faible propriété agglutinante (Hamelryck & al., 1996). En revanche,

leur stabilité biochimique est élevée (Goossens & al., 2000).

L’arcéline présente une forme intermédiaire de I'inhibiteur alpha amylase (Sparvoli & al.,
2001). Auparavant, ces glycoprotéines étaient considérées comme des protéines typiques

aux variétés sauvages du haricot.

Actuellement, il s’est avéré que ces protéines sont présentes au niveau de plusieurs
variétés du genre Phaseolus (Mirkov & al., 1994) et constituent des formes tronquées de

phytohemagglutinines (Loris, 1999 ; Shih- chieh & al., 2002).

Smartt (1970), a cité plusieurs exemples de croisements interspécifiques dans le genre
Phaseolus. Les croisements interspécifiques entre P. vulgaris et les autres espéces sont

difficiles a réaliser et n’ont été que peu utilisées en sélection (Higgins & al., 1998).

5. Intérét médical

Des recherches médicales montrent que les haricots secs offrent des aliments riches en
éléments nutritifs. En effet, une portion de 1/3 de tasse de haricots secs cuits fournit environ
80 calories et beaucoup de glucides complexes ; les haricots offrent toutefois une valeur
d’indice glycémique faible. Autrement dit, les glucides des haricots ne provoquent pas une
augmentation aussi rapide du taux de sucre dans le sang que plusieurs autres aliments

riches en glucides.

Les haricots sont également une bonne source de vitamines B, y compris I'acide folique.
Les haricots fournissent aussi les minéraux suivants : le fer, le potassium, le sélénium, le
magnésium et méme un peu de calcium. Les haricots secs sont aussi de bonnes sources
de fibres insolubles, ce qui favorise la santé de I'appareil digestif et soulage la constipation.
Les haricots fournissent également des fibres solubles, ce qui peu contribuer a réduire le

niveau de lipides dans le sang.

Les haricots ne contiennent que de trés peu de gras et pas de cholestérol du tout.

(Anonyme, 2007b).

Cependant, les haricots insuffisamment cuits sont toxiques pour 'lhomme du a la

présence de certains facteurs antinutritionnels (Loris, 1999).

CHAPITRE IlI: DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES SUR
LA BIOECOLOGIE DE Callosobruchus maculatus L.
ET LES MOYENS DE LUTTE.
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1. Apercgu bioécologique sur Callosobruchus maculatus F.

1.1. Caractéres généraux de la famille des bruchidae

Les bruchidae forment une famille assez homogéne parmi les phytophaga. Ces derniers
sont de forme ovale légérement tronquée aux deux extrémités, leur taille varie entre 1.3 et
5 mm. (Balachowsky, 1962 ; Southgate, 1983).

Cependant, les coléoptéres bruchidae, dont les larves ne consomment et ne se
développent que dans les graines (Caswell, 1961), ont été 'une des trés rare familles a
avoir coloniser les graines mures des légumineuses.

Par suite de la spécificité des lectines des différentes espéces de Iégumineuses, les
larves d’'une espéce de bruches ne consomment généralement que les graines d’'une
espéce déterminée d’'une plante (Janzen, 1977 ; Sales et al., 2000). Ainsi I'éthologie de
nombreuses espéces de bruchidae est différente et leur comportement permet de les
classer en deux groupes (Delobel & Tran, 1993).

Le premier renferme les bruches univoltines se développant au champ dans les graines
vertes tels que la bruche du pois Bruchus pisorum, la bruche de la féve Bruchus rufimanus
ou la bruche de la lentille Bruchus lentis .

Le deuxieéme groupe renferme les espéces de bruches polyvoltines qui évoluent a
l'intérieur des entrepbts de stockage, dans les graines murs ou séches, c’est le cas de
Callosobruchus maculatus (la bruche du pois chiche), C. chinensis (la bruche chinoise) ;
Acanthoscelides obtectus (la bruche du hricot) ; Caryedon serratus (la bruche de I'arachide).

1.2. Origine et répartition géographique

L'espéce Callosobruchus maculatus est originaire d’Asie et d’Afrique (Southgate, 1978) ; a
affinité climatique tropicale et subtropicale (Lepesme, 1944 ; Fleurat lessard, 1980).

Cette espéce est devenue un ravageur cosmopolite avec I'accroissement du trafic
international (Ridet, 1992) des graines de légumineuses dans de nombreuses régions
subsahariennes de I'Afrique de I'ouest (Fleurat lessard, 1980 ; Caswell, 1981).

1.3. Position systématique

L'espéce Callosobruchus maculatus, appelée communément la bruche de pois chiche est
un déprédateur des grains de légumineuses appartenant a :

Embranchement : Arthropodes.
Sous embranchement : pterygotes.
Classe : Insectes.

Section : Néoptéres.

Sous section : Néoptéres endoptérygogénes.
Ordre : Coléopteres.

Sous ordre : Phytophaga.

Super famille : Phytophagoidae.
Famille : Bruchidae.

Sous famille : Bruchinae.

Genre : Callosobruchus.

Espéce : Callosobruchus maculatus.
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(Balaschowvsky, 1962)
1.4. Description

1.4.1. Les ccufs

Les ceufs de Callosobruchus maculatus F. sont asymétriques, arrondis a la base,
sub-conique a l'extrémité. Fraichement pondus, ces ceufs sont de couleur jaunatre et
translucide ; ils deviennent ensuit blanc opaque a maturité. lls mesurent 0,4 x 0,7 mm de
long sur 0,3 x 0,45 mm de large. lls adhérent aux graines par un liquide adhésif qui se
solidifie au contact de l'air (Fig5)

1.4.2. Les larves

Les larves néonates sont de type chrysomelien. Elles sont visibles par transparence a
travers le chorion de I'ceuf. Le développement larvaire se déroule entierement a I'intérieur
du grain.

Pour pénétrer dans la graine, la larve s’appuie sur la face interne du chorion puis creuse
sa galerie. Au moment de la pénétration, elle rejette en arriére de la poudre de grain qui
s’accumule sous le chorion de I'ceuf qui devient opaque (Kellouche, 2005).

Southgate (1983), démontre que les larves de Callosobruchus F. n’ingérent pas les
matériaux enlevés pour pénétrer I'enveloppe de la graine, mais les rapent et les poussent
de coté sans les faire passer par leur tube digestif.

1.4.3. Les nymphes

La nymphose a lieu le plus souvent a l'intérieur méme des graines attaquées, dans une
petite loge aménagée sous I'épiderme de la graine. Avant de se nymphoser, la larve
découpe avec ses mandibules, d’'une maniéere circulaire I'épiderme de la graine. L'adulte
souléve cet opercule pour se libérer.

1.4.4. Les adultes

L’adulte de Callosobruchus maculatus mesure 2.8 a 3.5 mm de long et est de forme courte ;
ramassee et globuleuse.

La téte est noire, les antennes et le prontum sont de couleur rouge clair ou brun. Le
corps est de coloration rougeétre.

Les males ont des antennes noires avec les quatre premiers articles roux, chez les
femelles ; ils sont entierement rouges (Balachowsky, 1962) (Fig. 6& 7).
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Figure 7 : Adulte méle de Callosobruchus maculatus F., vue dorsale. (Gr. 10 x 8)

Chez la femelle, on observe la présence de deux formes ; une apte au vol
appelée ‘femelle de la phase bonne voliére’ ; caractérisée par une faible fécondité et une
dense pilosité. La seconde forme, inapte au vol 'femelle de la phase non voliére’ dont les
femelles sont caractérisées par un abdomen partiellement recouvert. Elles sont rencontrées
dans les magasins de stockage (Utida, 1954)

Recouverts d’une pilosité fine, les élytres sont fortement sclérifiés et ne sont utilisés
que lors du vol. lls protégent ainsi les ailes membraneuse et la plus grande partie de

L'abdomen, sauf chez la femelle dont le dernier tergite abdominal reste découvert
(Gaitan, 1990).

Delobel & Tran (1993), soulignent que les individus qui viennent juste d’émerger
présentent des soies dorées et blanches. Leurs élytres sont noirs avec des zones rousses
revétues d'une pubescence blanche et dorée.

1.5. BIOLOGIE :
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Callosobruchus maculatus F. contamine les graines au champ et une fois introduite dans
les entrepdts, elle continue a se multiplier (Singh & Taylor, 1978 ; Sales & al., 2000).

La ponte a lieu deux heures apres I'accouplement qui se produit de jour ou de nuit

Il peut exister 5 a 6 générations successives par an au niveau des entrepdts chauffés
(Fleurat lessard, 1980).

Selon Lepesme (1944), Multon (1982) et Khalfi (1983). Les ceufs peuvent étre déposés
hors des graines sur les supports, les planches de bois, les vitres etc.

Chez la femelle gravide, la ponte est déclenchée par un stimulus de nature chimique
présent dans les téguments de la graine (Delobel, 1999).

En régle générale, le développement de I'ceuf dure de 5 a 10 jours a partir du moment
de la ponte. La premiére nécessité pour la larve a I'éclosion est d’accéder a la graine
(Southgate, 1983).

Aprés I'éclosion, la larve pénétre invariablement au point d’adhésion de I'ceuf en s’arc-
boutant dans la partie convexe. Les ceufs mal placés avortent (Multon, 1982).

La larve néonate de type chrysomelien pénétre dans la graine et passe au deuxiéme
stade apode. La nymphose a lieu soit dans la graine elle méme, soit a sa proximité
(Balachowsky & al., 1962).

Le développement larvaire est en fonction de la température ambiante. |l peut étre trés
rapide autour de son optimum de 15 a 20 jours a une température de 32°C si l'insecte
se développe dans des graines qui constituent son habitat préférentiel. Au contraire, il se
prolonge pendant plusieurs mois si les conditions sont défavorables (Delobel, 1999). Selon
Hoffman & Labeyrie (1962) ; le nombre de mue est de deux a quatre.

Khalfi (1983), confirme qu’a une température de 30° C et une humidité relative de 40
%, Callosobruchus macultusF. passe par trois stades larvaires. Selon ce méme auteur et
sous les mémes conditions d’expérimentation, la durée de développement est de 29 jours.
Cette durée varie dans les limites assez larges avec I'espece de la graine héte, son état
d’hydratation et la température (Multon, 1982).
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une durée moyenne

de 29 jours

3 Emergence ¢t accouplement

des adultes

Figure 8: Cycle de développement de I'espece Callosobruchus maculatus (F.)
a une température de 30°C et une hygrométrie de 70 % + 5 % (Mouhouche, 2005).

1.6. Dégats

Bien que la dureté et I'épaisseur du tégument des graines mures soient des barriéres
efficaces contre la pénétration des larves, sa composition chimique joue un réle important
(Janzen, 1977).

Les graines de légumineuses sont fortement attaquées pendant le stockage par
Callosobruchus maculatus(Singh & Emden, 1979 ; Shih- chieh & al., 2002) affectant ainsi
le poids des graines, leur faculté germinative et leur valeur marchande (Kumar & al., 1993)
(Fig9 & 9a et 9b).

Les pertes subies par les graines de légumineuses suite aux attaques de ce ravageur
sont de l'ordre de 80 % en quelques mois atteignant souvent 100 % a des taux de
consommation initiaux de 1 % a 2 % (Caswell, 1961 ; Labeyrie, 1981).

Les dégats provoqués par Callosobruchus maculatus sont dus essentiellement aux
larves qui dévorent les graines (Kellouche, 2005).

L'infestation par les insectes engendre I'apparition des facteurs antinutritionnels comme
I'acide phytique et l'inhibition de l'activité trypsique (Xavier- Filho, 1993) ; de I'acide urique
(Ali & Muzquiz, 1998) mais aussi une perte de poids des graines (Gueguen & Cerletti, 1994).
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Par ailleurs, on observe une modification de la composition en vitamine (Huis & Rooy,
1998) et une augmentation en cellulose (Martin-Cabrejas & al., 1995).

D’autre part, la qualité des protéines subit une diminution de la composition en
méthionine et une augmentation de I'acide urique et de I'azote non protéique ; ce qui rend
les graines impropres a la consommation humaine (Keita & al., 2001).

Figure 9a : Dégats occasionnés par Callosobruchus maculatus
F. sur grains de pois chiche commercial (Original). (Gr. 10 x 4).

® ©
- =

Figure 9b : Trous d’émergence de
Callosobruchus maculatus F. (Original). (Gr. 10 x 4).

2. Stratégies et moyens de lutte contre Callosobruchus maculatus F.

Les insectes sont les ravageurs les plus redoutables, car leur seule présence est nuisible
et déprécie le stock tout entier quel que soit leur nombre (Multon, 1982).
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De ce fait, la protection des graines entreposées a toujours été une polémique,
puisqu’elle peut survenir quand les récoltes sont encore sur pied (Ali & Muzquiz, 1998).

Ainsi, pour lutter contre le ravageur des graines stockées Callosobruchus maculatus
F., deux méthodes sont préconisées ; 'une est préventive qui consiste en une hygiéne
rigoureuse des différents moyens depuis la récolte des graines jusqu’a leur entreposage ;
elle se pratique avant I'installation du ravageur. La deuxiéme méthode est curative utilisée
quand les entrepbts sont déja infestés.

2.1. Méthode préventive

Les moyens prophylactiques sont un élément primordial de lutte. Cette prévention peut étre
envisagée de plusieurs fagons.

2.1.1. Les mesures d’hygiénes

Parmi les moyens prophylactiques élémentaires, la mise en application réguliére des
mesures d’hygiénes constitue le moyen le plus important et le plus efficace pour contréler
Callosobruchus maculatuspour cela, Ducom (1982), préconise plusieurs méthodes a
savoir :

Un nettoyage convenable des locaux de conservation et du matériel déstiné a
'emmagasinage, par un badigeonnage ou une pulvérisation d’insecticides.

Une incinération des déchets de nettoyage.

Une vérification des locaux, des crevasses et des recoins qui peuvent abriter des
insectes ou des grains inaccessibles aux insecticides de contact.

Un tri soigné éliminant ainsi les impuretés, les grains cassés et la poussiére de farine.
Respecter la rotation des stocks en réduisant au minimum les causes de
contamination (Fields, 2001).

2.1.2. Lutte génétique

L'utilisation de variétés résistantes présente actuellement une méthode de contréle efficace
a I'égard de Callosobruchus maculatus.

Selon Gwinner & al. (1996), certaines variétés de pois chiche cultivées présentent une
faible sensibilité vis-a-vis de Sitophilus oryzae et Callosobruchus maculatus tels que Flip
82150C et ILC 3279 (Mouhouche & Fleurat lessard, 2003).

Dans ce contexte, I'objectif des programmes d’amélioration de la résistance des graines
de légumineuses est de combiner dans un méme cultivar la résistance de la gousse et
celle de la graine, ce qui permet d’assurer une protection efficace sur champ et lors des
entreposages (Boutin & al., 2006).

Selon Surech & al. (2006) ; plusieurs produits naturels révélent un effet insecticide, a
titre d’exemple Pisum sativum (pois) qui a été particulierement efficace contre Sitophilus
oryzae L. (Coleoptera : Curculionidae).

2.1.3. Lutte par dépistage
Dépistage ordinaire :

Cette méthode est tres utilisée, elle consiste a surveiller I'état du grain par la mesure de
la température et d’humidité du grain dans la masse, au moyen de détecteurs électriques
installés a demeure (Mills, 1990). Cependant, cette méthode aléatoire reste insuffisante
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pour déceler les formes cachées qui provoquent des dégats considérables au cours de leur
développement.

Dépistage par infrarouge :
Ce procédé permet de détecter les protéines animales des insectes et méme les formes
cachées, il consiste a réaliser une résonance magnétique nucléaire (RMN) pour déceler

la présence des acariens et éventuellement les fragments d’insectes (Wilkin & Chambers,
1987).

Dépistage électroacoustique :

Le principe de cette opération, est de pouvoir détecter 'activité des insectes et de surveiller
le niveau de population présente dans la denrée, par des microphones sensibles. Cette
technique permet de réduire le colt de l'inspection et les traitements (Mankin & al., 1998).

Le son des insectes, peut étre décelé par la méthode de simulation par ordinateur sans
pour cela réaliser des prélévements au niveau du stock. Un logiciel informatique permet la
détermination de I'insecte et son niveau d’infestation (Hagstrum & al., 1990).

Méthode immuno-enzymatique :

C’est une analyse minutieuse, qui donne une estimation de I'infestation des grains et de la
farine (Fields, 2001).

L'extrait obtenu aprés broyage est soumis a un dosage par le Test ELYSA du type
sandwitch. La coloration de I'extrait obtenu est mesurée par spectrophotométrie qui nous

permet de calculer la concentration en protéine d’insectes, cette quantité de protéines
nous renseigne sur l'infestation des grains (Wirsta & al., 1996).

2.2. Lutte curative

Elle intervient directement contre les insectes en place. Parmi les moyens utilisés nous
citons la lutte physique, biologique et chimique.

2.2.1. Lutte physique

Les moyens préventifs sont obligatoires mais elles restent insuffisantes, dans ce cas le
recours aux procédés curatifs est indispensable.

Les moyens de lutte physique utilisables, font appel au choc thermique, au froid, aux
lits fluidisé aux radiations ionisantes et aux ondes électromagnétiques.

a. L’atmosphére modifiée

L'entreposage en atmosphére modifi€, ne laisse aux insectes aucune chance de survie.

Plusieurs auteurs affirment qu’a une concentration en gaz carbonique supérieure a 60%
et une concentration en nitrogéne qui varie entre 97 et 99 % en raison de la raréfaction de
'oxygéne ‘inférieur a 1%, les insectes meurent par asphyxie (Mc Gaughey & Akins, 1989 ;
While & Jayas, 1991 ; Gwinner & al., 1996).

Cependant, le dioxyde de carbone est plus efficace que le nitrogéne dans la
modification de I'atmospheére. |l provoque généralement la déshydratation des insectes.

b. La chaleur
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Toutes les formes des ravageurs des denrées stockées, se trouvant dans une masse de
grains ; sont éliminées aprés 10 minutes d’exposition a une température de 60°C ; sans
aucune conséquence sur le pouvoir germinatif ni sur la qualité boulangére des grains
(Fleurat lessard, 1989).

Théoriquement, c’est le moyen le plus sur pour lutter contre les insectes des denrées,
a condition de respecter quelques principes simples : le choc thermique doit se faire
le plus rapidement possible et étre suivi impérativement d’un refroidissement jusqu’a la
température normale de conservation.

D’aprés Shahein (1991) ; les individus de Callosobruchus maculatus sont éliminés
aprés 3 minutes d’exposition a une température de 50°C.

c. Le froid

Ce procédé peut étre employé pour la conservation des récoltes et consiste a faire passer
un courant d’air frais dans la masse des grains.

D’aprés Sinha & Watters (1985) ; les denrées ne sont généralement pas infestées si la
température de conservation est inférieure a 12°C.

Ainsi, exposés a une température de 5°C (Ducom & Bourges, 1987) ; les insectes
présentent des perturbations physiologiques suivies d’'une mort certaine (Lee & al., 1993).

Cette méthode est souvent colteuse en énergie électrique (Fields, 1992), elle exige des
cellules bien isolées et un puissant circuit de ventilation associé au générateur d’air frais.

d. Destruction par les ondes électromagnétiques non ionisantes

L'utilisation de rayonnement du type micro-onde ou haute fréquence est susceptible
d’assurer une bonne désinsectisation, il détruit totalement les formes cachées des insectes
aprés irradiation de courte durée et ne laisse pas de résidus.

Le traitement consiste a chauffer les produits a une température létale pour toutes les
espéces de ravageurs et aux différents stades par l'infrarouge (Sinha & Watters, 1985).

De ce fait, les insectes sont tués par I'élévation de la température de leur corps (Fleurat
lessard, 1998).

L'avantage de ce procédé est lié a la nature du rayonnement. Néanmoins, il est onéreux
et consommateur d’énergie.

e. Les radiations ionisantes

Lirradiation des denrées par des rayons gamma est une technique utilisée dans de
nombreux pays pour lutter contre plusieurs insectes ravageurs ; les doses élevées éliminent
les insectes alors que les faibles doses les stérilisent (Dongre & al., 1997).

Selon Higland, (1991) ; I'exposition a de faibles doses allant de 4,8 a 7,2 KGy pendant
10 a 15 minutes, inactive les ceufs et les adultes de T. castaneum et de C. chinensis.

Par ailleurs, des résultats montent qu’une dose de 20 Gy permet une inhibition efficace
du développement des bruches a I'état larvaire et une dose de 1500 Gy est nécessaire
pendant une période de trois jours pour détruire les adultes (Dongre & al., 1997).

2.2.2. L'utilisation des pesticides
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Dans le domaine de la lutte chimique, nous citons deux moyens essentiels a savoir la
pulvérisation et la fumigation.

a. La pulvérisation

Les insecticides de contact pénétrent dans les tissus de l'insecte aprés avoir traversé la
cuticule (Champ & Dyte, 1978), parmi ce groupe d’insecticides nous citons :

Les pyréthrinoides de synthése agissent par contact et ingestion, en provoquant
souvent un effet choc sur les insectes comme Callosobruchus maculatus F. et
Tribolium castaneum(Collins, 1990 ; Shakoori & al., 1993 ; Tufail & al., 1994).

De plus, plusieurs auteurs mentionnent le pyrimiphos-méthyl et le chlorpyriphos-méthyle,
comme étant des organophosphorés, aux propriétés de rémanence particulierement
intéressantes (Pacheko, 1990 ; Sayaboc & Acda, 1990 ; Hirashina & al., 1992).

b. Les fumigants

Les fumigants sont des gaz toxiques utilisés pour désinsectiser une denrée dans un espace
clos. De tout évidence, les enceintes de fumigation, doivent étre suffisamment étanches
pour que le gaz pénétre et puisse diffuser entre les grains et dans les grains assez de temps,
pour tuer les insectes présents, ceci quel que soit leur stade de développement.

La liste des composés de ce groupe applicable aux grains, se résume a la phosphine
(phosphore d’hydrogéne) et au tétrachlorure de carbone employé seul ou en association
avec le dichloréthane (Ducom, 1982).

Selon Lienard & Seck (1994), ces fumigants réduisent les pertes occasionnées par les
bruches au niveau des entrep6ts du fait qu’ils peuvent atteindre les formes cachées par
leur diffusion a l'intérieur des graines. Seulement, plusieurs espéces ont monté certaines
résistances face aux fumigants dans le monde, dont certains pays africains (Liener, 1982)..

Au cours de ces derniéres années, 'emploi des fumigénes a été de plus en plus remis
en question. Ceci s’applique en particulier au bromure de méthyle mais également a la
phosphine. Les problémes sont principalement liés aux effets négatifs sur I'environnement,
a un éventuel caractére cancérigéne et au développement de résistance chez les ravageurs
cibles. Le bromure de méthyle est un produit susceptible de détruire 'ozone (Muller & al.,
1997 ; Kostyukovsky & al., 2002). Il a été retiré et n’est plus commercialisé.

L'utilisation de pesticides pendant plusieurs années a entrainé de nombreux problémes,
entre autre la présence de résidus sur les denrées stockée et le développement du
phénoméne de résistance chez les insectes.

2.2.3. Lutte biologique

Tout organisme vivant, posséde des ennemis naturels ou maladies qui régulent ses
populations. Ce sont ces antagonistes naturels des ravageurs, que les méthodes
biologiques de lutte mettent a contribution. Les avantages offerts par ces procédés
biologiques résident surtout dans I'absence presque totale de risques toxicologiques.

a. Utilisation des parasitoides

Les parasitoides sont des insectes qui se développent au dépend des insectes nuisibles,
en régle générale ; se sont exclusivement les larves qui parasitent I'héte.
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Arbogost & Mullen (1990), affirment que le parasite Anisopteromalus calendrae
(hymenoptera, pteromalidae), est un agent de contrble efficace contre Callosobruchus
maculatus, il induit un taux de parasitisme de 15 a 20 % qui peut atteindre 40% si le parasite,
est introduit en grand nombre et treés t6t en période de stockage (Smith, 1993).

b. Utilisation des prédateurs

Les prédateurs sont des organismes vivants qui tuent d’autres étres vivants pour s’en
nourrir, contrairement aux parasitoides, les prédateurs dévorent plusieurs proies au cours
de leur vie.

Il existe des acariens prédateurs d’ceufs, des larves et adultes d’insectes ravageurs
des grains stockés, comme le Cheyléte cannibale Cheyletus eruditus (Schranck.) contre C.
maculatus (Mills, 1990).

c. Lutte par les agents pathogénes

Sur le plan de la lutte biologique contre les ravageurs des stocks, l'utilisation des agents
pathogénes (bactéries, virus, champignons) et les parasitoides sont réunis sous le concept
de biopesticides.

L'agent pathogéne Bacillus thuringiensis, est commercialement disponible sous
différentes formulations. Ce biopesticide donne des résultats satisfaisants contre les
insectes des denrées entreposées (Gwinner & al., 1996).

D’autres agents pathogénes, comme Beauveria bassiana utilisé a la dose 0,5g /q s’est
montrée efficace vis-a-vis de Tribolium castaneum (Herbst.), les mortalités ont dépasse les
50 % apres 14 jours de traitement (Padin & al., 1997).

D’autres agents pathogénes, comme Beauveria bassiana utilisé a la dose 0,59 /q s’est
montrée efficace vis-a-vis de Tribolium castaneum (Herbst.), les mortalités ont dépassé les
50 % aprés 14 jours de traitement (Padin & al., 1997).

Selon Lee & al. (1993), le traitement avec une concentration de 100 ppm de
Pseudomonas syringae, décroit la capacité de résistance et de survie des insectes pendant
une exposition de 24 heures a 5°C. Dans tous les cas, 'augmentation de la dose de
traitement de 100 a 1000 ppm, donne un taux de mortalité allant de 25 a 50 % sur
la majorité des insectes des denrées stockées Callosobruchus maculatus (F.), Plodia
interpunctella (Hubner.), Cryptolestes pussilus (Schonher.), Rhyzopertha dominica (F.),
Gibbium psylloides (Genpinski.), Tenebrio molitor (L.) et Sitophilus granarius (L.).

2.4. Utilisation des produits minéraux

Le sable siliceux peut étre mortel pour les bruches (Kossu & Aho, 1993).

Le KAOLIN, Phosphate tricalcique et le carbonate de calcium peuvent étre mélangés
aux grains en raison de leur effet protecteur : ces matériaux pulvérulents inertes érodent
la fine pellicule de cire imperméable, qui recouvre la cuticule de l'insecte, entrainant ainsi,
une déshydratation provoquant sa mort.

On peut également mélanger aux graines de la cendre de bois ou du sable pour
controler les infestations de bruches ou tous les stades peuvent étres tués par asphyxie
lorsque la poudre utilisée est trés fine (Herbert & al., 1997).

Cette méthode de lutte est pratique que pour le traitement de petites quantités.
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2.5. L'utilisation des végétaux

Le développement de résistance par des insectes aux insecticides sa permis de développer
d’autres matiéres actives a base d’extraits végétaux pouvant avoir des modes d’actions
différents a ceux des insecticides déja utilisés.

Les végétaux produisent des composés secondaires tel que les lectines, les composés
soufrés, les alcools etc. ; leur utilisation en tant que biopesticides dans la protection des
graines de légumineuses contre les insectes a fait I'objet de nombreuses études notamment
en zone tropicale (Arthur, 1996).

Ces extraits végétaux a propriétés insecticides sont utilisés sous plusieurs
formes. A titre d’exemple, nous citons les saponines des légumineuses qui réduisent
remarquablement 'émergence de C. maculatus (Mouhouche, 2005).

Aussi, les tannins condensés du tégument de féves pourraient permettre de réduire les
taux d’infestations des graines de vicia fabe par callosobruchus maculatus en agissant sur
le développement larvaire de celui-ci (Boughdad et al., 1986).

2.5.1. Utilisation sous forme de poudre

Plusieurs tests de laboratoire ont été réalisés sur les extraits de diverses plantes, pour
connaitre I'efficacité de leur action anti-appétante ou toxique vis-a-vis de nombreux insectes
des denrées stockées. Ainsi les graines de margousier, réduites en poudre et mélangées au
mais, ont un effet trés efficace sur les adultes de Sitophilus oryzae L., Sitophilus zéamais L.
et Callosobruchus maculatus F. les feuilles de cette plante réduisent également la fécondité
des adultes de tous ces insectes et perturbent leur développement larvaire (Pereira &
Wohlegmuth, 1982).

2.5.2. Utilisation sous forme d’extraits organiques

Talukder & al. (1998), montrent que les extraits des graines de Thévilia péruviana, Curissa
caravida, Arachlis hypogae et de Ricinus communis extraites par I'éther de pétrole a une
température compris entre 35 et 60° C, sont toxiques vis-a-vis de Callosobruchus maculatus
F.

2.5.3. Utilisation sous forme d’extraits aqueux

D’aprés Hamraoui & Regnault-Roger (1997), Gwinner & al., (1996) ; les extraits aqueux de
plusieurs plantes présentent une activité insecticide intéressante. Ainsi les extraits aqueux
de pyrethre et de plusieurs espéces de labiacées manifestent une efficacité élevée sur
presque la totalité des ravageurs des denrées stockées en I'occurrence Callosobruchus
maculatus F.

2.5.4. Utilisation sous forme d’huiles essentielles

Les huiles essentielles proviennent d’espéces végétales trés variées, elles sont extraites
a partir d’écorces de plantes, de fruits, de racines, de tubercules, de tiges, de feuilles et
de fleurs.

Plusieurs huiles essentielles se sont avérées efficaces contre les ravageurs des
denrées stockées.

Les huiles essentielles produisant des composeés terpéniques (Kellouche & al., 2004a)
sont souvent préconisés pour contrdler les populations de bruches dans les systémes de
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stockage comme I'ont montré les travaux de Gbolade & Adebayo (1993), Seck & al. (1993),
Ramzan (1994), Gakuru & Fouabi (1995), Don-Pedro (1996), Rajapakse & Van Amden
(1996), Keita & al. (2001), Raja & al. (2001), Ketoh & al. (2002) et Kellouche & al. (2004b).

Parallelement, Kellouche & Soltani (2004); montrent qu’a une dose de 0,15 % soit
'équivalent de 4ml d’eugénol. Ce dernier, représente le principal composé de I'huile
essentielle des clous de girofle. A cette dose, tous les individus de Callosobruchus
maculatus F. sont éliminés en moins de 24 h.

Par ailleurs, I'oviposition de I'espéce est empéchée a des doses allants de 8 a 14 mi
d’huile/ Kg (Mohiuddin, 1990).

Cependant, malgré les résultats obtenus certes encourageants, l'efficacité de ces
substances utilisées dans les conditions réelles de stockage reste a démontrer.
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Partie Il : PARTIE EXPERIMENTALE.

CHAPITRE | : MATERIELS ET METHODES

1. Sensibilité des variétés de haricot aux attaques de Callosobruchus
maculatus F.

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel animal

Les adultes de Callosobruchus maculatus utilisés pour nos essais proviennent d’'une souche
élevée au laboratoire de biologie de I'université de Tizi Ouzou. L'espéce a été déterminée
par le muséum d’histoire naturelle de Paris (France).

L’élevage de masse conduit depuis 1998 au laboratoire de zoologie de I'Institut National
Agronomique d’El Harrach. Cet élevage est réalisé dans des bocaux en verre d’une capacité
de 78,5 cm fermés par de la moustiquaire permettant 'aération des insectes. Le substrat
alimentaire est constitué par 100g de pois chiche commercialisé infesté par 20 couples de
C. maculatus. Les bocaux constitués sont maintenus a I'obscurité dans une étuve portée a
28° + 2° C et une humidité relative de 70 £ 5 %.

Lors de notre expérimentation, nous avons travaillé sur des adultes agés de zéro a 24
heures. Ces derniers sont obtenus a partir des tamisages quotidiens.

1.1.2. Les variétés de haricot :

Les variétés de haricot sont fournies par I'Institut Technique de Grandes Cultures de Oued
smar El Harrach (ITGC).

Seule la variété sauvage d’origine indienne a été récoltée dans la station horticole de
I'INA. Il s’aqgit de : Phaseolus caracalla.

Les variétés utilisées sont les suivantes :
La variété S102 (B15V2).
La variété Terga (V2B2).
La variété Pinto (V1B2).
La variété Cotender.
La variété Phaseolus caracalla.
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Figure 13 : Variété Cotender (original).
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Figure 14 : Variété Phaseolus caracalla (original).

Ces variétés ont été introduites en Algérie dans le but d’étudier leur comportement par
rapport au rendement. Parmi ces variétés, la S102 parait la plus résistante a la sécheresse
et la plus rentable.

Les caractéristiques de ses derniéres sont mentionnées dans le tableau 4 et les figures
11,12, 13,14 et 15.
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importée dubdexgue.
(Fellouche, 2005

Tableau 4: Caractéristiques des variétés de haricot et du pois chiche utilisées.

1.2. Détermination des parameétres biologiques

1.2.1. Fécondité et longévité

La fécondité est déterminée par le nombre d’ceufs émis par la femelle au cours de sa vie.
Elle est étudiée sur 25 couples d’adultes agés de zéro a 24 heures répartis a raison de
cing couples par boite de pétri en verre de 11cm de diamétre. La quantité de graines de
haricot réparti par bocal de capacité de 190 cm est de 10g avec 5 couples. Le nombre de

répétition est fixé a cinq.

L'observation des pontes est quotidienne et est effectuée a la loupe binoculaire avec un
éclairage direct jusqu’a la mort des femelles et des méles (les ceufs pondus sont comptés

puis éliminés).

1.2.2. Fertilité et durée de développement
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Pour déterminer la fertilité et la durée de développement de I'espece Callosobruchus
maculatus F., 150 ceufs agés de zéro a 48 heures sont récupérés lors de I'étude de la
fécondité. Ces ceufs sont répartis a raison de 30 ceufs par bocal contenant 15 graines
reconstituées, ceci pour chaque variété.

Le nombre de répétition étant fixé a cing. Le pourcentage d’éclosion est calculé par la
formule suivante :

T FI T3 1Y e —— X 100
(Ec %) Nombre d'eufs pondus

Pour ce qui est de la durée de développement, cette derniére est calculée comme la
durée écoulée a partir du temps médian qui représente le milieu de la période de ponte
jusqu’al’émergence de 50% de I'effectif des adultes. C’est un paramétre important, il permet
une évaluation globale de la qualité nutritionnelle de I'alimentation des insectes. Cette durée
est calculée suivant la méthode d’Haryadi (1994) :

DMD=jx+[nS0-nx)/iny*nx)] *{Jy*ix)

j x 1 jours de contrdle précédent Iémergence de 50 % de Ueffectif total.
j ¥ 1 jowrs de contrdle sureant 1'émergence de 50 % de Deffectif total.

n x : effectit curanlé an x

n y : eftectif curnulé an j .

n 50 : 507 de Ueffectif des adultes drnergés.

1.3. Conditions expérimentales

Les boites de pétri en verre préparées pour I'étude des parameétres biologiques sont placés
dans une étuve obscure réglée a une température de 30°C £ 1° et une humidité relative
de70 = 5 %.

1.4. Calcul de ’'indice de sensibilité variétal ‘IS’

L'indice de sensibilité de Dobie est basé sur deux critéres de la dynamique des populations
les plus utilisés pour la détermination de la sensibilité des graines aux attaques des insectes
des denrées stockées. Il s’agit du nombre total des adultes émergeants (NE) et de la durée
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moyenne de développement (DMD). A l'indice le plus élevé correspond la variété la plus
sensible.

I5 = [log NE ! DMD] * 100

2. Essais de toxicité des variétés de haricot sur Callosobruchus
maculatus F.

2.1. Essais sur graines entiéres de haricot

Les différents tests biologiques ont été réalisés sur des graines entiéres des cinq variétés de
haricot a raison de 100g pour chaque variété. Ces graines sont réparties dans des bocaux
a raison de 20g par bocal infesté par cinqg couples de Callosobruchus maculatus agés de
0-24 heures.

2.2. Essais sur graines reconstituées de pois chiche
2.2.1. Préparation des graines reconstituées de pois chiche

a. Préparation des farines

La farine de pois chiche utilisée appartient a une variété commercialisée importée de Turquie
calibre 10.

Les farines de pois chiche et des variétés de haricot sont obtenues aprés un broyage
des graines par un broyeur de graines dures de type IKA. Les graines ont subi trois broyages
successifs.

Les farines obtenues sont tamisées avec des tamis de 0,5 mm de diamétre de maille.
Les farines obtenues sont utilisées pour confectionner des graines de pois chiche enrichies
en haricot.

b. Préparation des graines reconstituées enrichies de farine de haricot

Les farines de haricot ont été additionnées a la farine de pois chiche dans des proportions
bien connu (0 %, 10 %, 20 %, 40 %, 80 % et 100 %). Le mélange homogéne des farines
est réalisé dans un robot centrifuge pendant 60 secondes (Fig15).

Pour obtenir une pate bien consistante, non cassante et facile a modeler ; nous avons
réalisé des tests préliminaires afin de déterminer la quantité d’eau nécessaire. A ces 100g
de mélange, nous avons donc ajouté 45ml d’eau.

Cette pate a été par la suite étalée a l'aide d’'un rouleau a pétisserie et coupée
équitablement en petits carrés de 1cm de coté.

A partir de chacun de ces derniers, nous avons réalisé des graines de forme sphérique.
Celles-ci ont été mises a sécher pendant 48 heures avant utilisation dans une étuve obscure
réglée a une température de 20°C afin d’éviter toute dénaturation de la fraction protéique.
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Ce procédé a été réalisé et suivi pour toutes les variétés utilisées au cours de notre
expérimentation.

Aprés séchage, ces graines sont réparties dans des bocaux de dimensions sus cité a
raison de 20g / bocal. Le nombre de dose étant fixé a six pour chaque variété, 'expérience
a été réitérée cinq fois pour chaque dose.

1. Pesée des farines.

3. Obtention de la pdte. 4, Etalernent de la pdte.
1em.
5. Béalisation d™an quadra 6. Formation de cane de
de lem de coté. 1 cra.

1. Obtention des graives reconstituées.

Figure 15: Schéma représentatif des étapes
de confection des graines reconstituées (Original).

2.3. Effet de I’extrait des lectines tronquées

2.3.1. Extraction des lectines tronquées du haricot

La méthode utilisée pour extraire les lectines tronquées a partir du haricot est celle décrite
par De Azevedo Moreira & Consani Perrone (1976) (Fig17).

Cette méthode consiste a mélanger 80g de farine de haricot de la variété jugée la plus
résistante dans 800ml d’eau distillée. La variété sauvage est la plus toxique mais pour des
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raisons de disponibilité, nous avons retenu la variété S102 classée deuxiéme sur la base
de I'indice de sensibilité.

Le PH de la solution a été ajusté a 2,4 a'aide de I'acide chlorhydrique Hcl. Cette solution
a été soumise a un agitateur électrique pendant une durée de quatre heures afin d’obtenir
une solution homogeéne.

Aprés centrifugation a 2000g pendant 20 minutes a une température de 4° C, on
récupére les surnageants. Par la suite, on réalise des tests de toxicité aux doses respectives
de : 50 ml, 100 ml et 200ml.

Ces quantités d’extraits sont mélangées séparément a 100g de farine de pois chiche
commerciale jusqu’'a obtention d’'une pate homogéne. L'expérience est répétée cinq fois
pour chaque traitement. Les graines de pois chiche enrichies en extrait de haricot sont
fagonnées selon le procédé décrit au paragraphe 2.2.1.

Les résultats des mortalités des adultes retenus dans nos essais correspondent a ceux
obtenus aprés trois jours d’exposition des insectes au traitement.

FH=24

4, Centrifugation de la solution dans une centrifugense rfrizérée 3. Bécupération des
rézlée 4 4% C 2000 z pendant 20 ranntes Swrnageants

3. Extrait de lectines
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Figure 16: Les étapes suivies pour l'obtention d’extrait
de lectines a partir de la variété la moins sensible (Original).

2.3.2. Effet de I’extrait de lectines tronquées de haricot sur le tube digestif de
Callosobruchus maculatus F.

La technique utilisée afin de réaliser les coupes histologiques est celle de Martoja & Martoja
(1967).

Pour réaliser cette étude, nous avons récupéré au cours de notre expérimentation
des insectes. Ces derniers sont placés dans quatre boites de pétri bien distinctes, la
premiére pour le témoin, la seconde renferme les adultes émergeants a partir de graines
reconstituées de pois chiche enrichie a 40% de farine de la variété S102, la troisieme et
la quatriéme concerne les adultes émergeants a partir de graines reconstituées contenant
I'extrait de lectines tronquées aux doses respectives de 50ml et 100 ml.

L'insecte est préalablement maintenu par des épingles fines dans une boite de pétri
contenant au fond de la paraffine refroidie et du Bouin aqueux. Les manipulations sont
effectuées sous loupe binoculaire, a l'aide de pinces fines. Dés que le tube digestif est
complétement dégagé de ses attaches et du corps gras, nous entamons les étapes de la
technique histologique qui sont comme suit (Fig18):

a. Récupération et fixation des tubes digestifs

Apreés I'extraction des tubes digestifs des insectes. Ces derniers sont récupérés et placés
dans des tubes a essais contenant un liquide fixateur constitué par le Bouin Aqueux, pour
les fixer et les maintenir dans un état proche de celui du vivant. Ces tubes a essais portent
des étiquettes ou sont mentionnés les dates, fixateur et traitement.

b. Déshydratation des tubes digestifs

Cette étape a pour but d’éliminer totalement I'eau et mettre fin a I'action du liquide fixateur.
Elle consiste a passer les tubes digestifs dans des bains d’alcool de concentration croissante
soit 70°, 95° et 100°. Deux bains pour chaque alcool et une demi heure pour chaque bain.
Les tubes digestifs sont ensuite mis dans un bain d’attente constitué par 'alcool 70°, puis
on passe directement aux bains d’alcool 95° et 100°. Ensuite, les tubes digestifs sont traités
par deux bains de butanol pendant 10mn chacun.
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Figure 17: Les différentes étapes suivies pour la réalisation des coupes
histologiques du tube digestif de Callosobruchus maculatus (Original).

Les tubes digestifs sont imbibés d’'une goutte d’éosine préparée au laboratoire pendant
une minute pour que I'on puisse distinguer les tubes digestifs de la paraffine au moment de
I'étape d’'imprégnation et d’inclusion.

c. Imprégnation et inclusion

L'imprégnation se fait par un solvant a la paraffine, dans le but d’éliminer complétement
les traces d’alcool et pour éviter le risque de ne pas avoir une pénétration compléte de la
paraffine a travers le tube digestif, car I'alcool et la paraffine ne constituent pas un mélange
homogeéne. Le solvant le plus couramment utilisé est le butanol.

L'imprégnation des tubes digestifs se fait a chaud dans les bains suivants :

Un bain constitué par un mélange paraffine butanol dans les proportions (V/2, V/2) est
mis pendant une heure dans une étuve réglée a une température de 60°C.
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Deux bains d’une heure chacun de paraffine déposés dans une étuve réglée a 60°C.
Linclusion et la mise en blocs des tubes digestifs sont réalisées apres la sortie des
piéces du bain de paraffine pure. Leur dép6t dans un moule constitué de deux barres
de Leuckart correctement agencées sur une plaque de verre, et contenant la paraffine
fondue pure.

Le tube digestif est introduit dans la paraffine et orienté transversalement. Ensuite, on
compléte le remplissage des barres de Leukart avec la paraffine et avant sa solidification, on
incruste des étiquettes ou on mentionne I'état du tube digestif. Les blocs obtenus permettent
une conservation illimitée des échantillons.

d. Confection et coulage des coupes

Avant de faire les coupes, Baker (1941) cité par Martoja & Martoja (1967), propose de traiter
les blocs entamés par un bain mélange d’alcool 60° (9 vol.), avec la glycérine (1 vol.). Ensuite
les blocs sont taillés au scalpel jusqu’a I'élimination de I'excés de paraffine qui entoure
l'organe. Il est recommandé de donner a la surface des coupes la forme d’un trapéze ou
d’un rectangle.

Les coupes sont réalisées a l'aide d’un microtome de type Minot, modéle American
optical corporation 820 SPENCER. L'épaisseur des coupes est de 7um. les rubans des
coupes obtenus sont déposés sur les lames bien propres, portants des étiquettes, ou
est mentionné I'état du tube digestif et contenant une goutte d’eau gélatinée (0,3g de
gélatine, 100ml d’eau distillée et un cristal de thymol, et les faire chauffer doucement, jusqu’a
dissolution). Les lames sont placées sur une plaque chauffante pour étaler les coupes. Le
séchage des coupes s’effectue dans une étuve portée a une température de 40°C, pendant
au moins 24 heures avant d’étre colorées.

e. Deparaffnage, hydratation et coloration des coupes

Le déparaffinage consiste a éliminer le milieu d’inclusion des préparations. Celles-ci sont
placées sur une plaque chauffante jusqu’a ce que I'on constate la liquéfaction de la paraffine.
Elles subissent alors, successivement, deux bains de toluéne puis cing bains d’alcools, tel
que cela est indiqué dans la fiche technique N°1.

Les préparations ainsi traitées sont finalement plongées dans de I'eau distillée, pendant
5 minutes a deux reprises afin de réaliser leur parfaite réhydratation.

La coloration des coupes est effectuée par un trempage de 3 minutes dans le mélange
de Mallory (0,5g de bleu d’aniline, 2g d’'Orange G, 1g d’acide phosphotungstique et 100 ml
d’eau distillée. Enfin, on réalise un ringage a I'eau distillée.

f. Déshydratation et montage des coupes

Avant de monter les coupes au baume de Canada, on procéde par une déshydratation de
ces coupes puis on les place dans un solvant du milieu de montage qui est le toluéne. La
déshydratation se fait comme suit :

Deux bains d’alcool 70° de 30 mn chacun.
Deux bains d’alcool 95° de 30 mn chacun.
Deux bains d’alcool absolu de 30 mn chacun.
Deux bains de 15mn chacun de toluéne.
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La lame est placée sur une platine chauffante, sur cette lame, on dépose une goutte de
Baume de Canada, prés des coupes. Ensuite, on applique délicatement la lamelle et on
appuie faiblement sur cette derniére pour chasser I'exces de résines et les bulles d’air vers
les bords.

les lames sont nettoyées avec du toluéne et du papier hygiénique, puis elles sont
déposées dans une étuve réglée a 40°C pendant 48 heures. La conservation des lames
est illimitée.

g. Observation

Les observations des coupes sont réalisées a I'aide d’'un microscope optique, en se basant
sur les indications suivantes :

Le noyau est coloré en rouge sombre.
Le cytoplasme est coloré en rouge.
Les fibres de collagéne sont colorées en bleu intense.

3. Expression des résultats

Pour donner une signification a notre étude, Les résultats obtenus sont traités a I'aide du
logiciel xlIstat version 6 Pour chaque critére étudié, les intervalles de confiances ont été
calculés.

Les effets des divers traitements ont été analysés par une analyse de la variance de
xlIstat suivie du test de Newman & Keuls par la comparaison multiple des moyennes.

Par ailleurs, l'efficacité des différentes doses sur la mortalité des individus de
Callosobruchus maculatus est exprimée en pourcentage de mortalité qui est corrigé au
moyen de la formule d’ABBOT (1925).

% M traité - % M témoin
% Me = * 100
100 - %3 M témoin

Me : Morialité corrigée (V).
Wi M traite = Iloralité enregistrée dans les lots traités ().
Y M témoin = Montalité exee mistrée chez le témoin.

Le pourcentage des mortalités corrigées est transformer en probit et sont représentés
graphiquement en fonction des logarithmes des doses afin d’évaluer la dose Iétale 50 (DL50)
ou, des logarithmes de temps pour estimer le temps Iétale.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET INTERPRETATIONS

1. Etude des parameétres biologiques de Callosobruchus maculatus
sur graines entieres de haricot et sur graines reconstituées de pois

chiche

1.1. Etude sur graines entieres

1.1.1. La fécondité

Les résultats mentionnés dans le tableau 5, nous permettent de relever une variabilité de

la fécondité sur les différentes variétés de haricot.

Cette fécondité est considérable sur la variété Pinto avec 8,2 ceufs / femelle, suivie par
les deux variétés Terga et Cotender qui affichent respectivement une fécondité de 7,8 ceufs /
femelle et 7 ceufs / femelle. Sur la variété S102, on note une fécondité moyenne de 5,04
ceufs / femelle et en dernier lieu, on retrouve la variété sauvage Phaseolus caracalla avec
une fécondité moyenne de 2,92 ceufs / femelle.

Tableau 5: Influence des graines entiéres des cinq variétés de haricot sur la fécondité moyenne par
femelle de Callosobruchus maculatus F.

JOURS FECONDITE CUMULEE TOUS LES DEUX JOURS EN FONCTION DES
VARIETES
V. V.1 Phaseolus V.2 §102 V.3 Pinto V.4 CotendeW.5 Terga
témoin pois| caracalla
chiche

2 éme jour 18.88 2.04 3 4.84 4.08 4.4

4 éme jour 15.2 0.80 1.64 2.84 2.36 2.52

6 éme jour 12.76 0.08 0.40 0.52 0.52 0.84

8 éme jour 7.28 0.00 0.00 0.00 0.04 0.04

10 éme jour 1.76 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

12 éme jour 0.68 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

14 éme jour 0.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

16 éme jour 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Fécondité moyenne par | 56.64 [ 2921 2.67 5.04 [ 8.2 10 7 112.91 7.8112.92

femelle 5.48 2.95 2.92
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Figure 18 : Evolution temporelle de la fécondité cumulée tous les deux jours de
Callosobruchus maculatus sur les graines entiéres de pois chiche —variété témoin.
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Figure 19 : Evolution temporelle de la fécondité cumulée
tous les deux jours de Callosobruchus maculatus sur les
graines entiéres de la variété sauvage Phaseolus caracalla.

Mbr d'ceuf = pondus #
fernelle

Morn bre de jours

Figure 20 : Evolution temporelle de la fécondité cumulée tous les deux
jours de Callosobruchus maculatus sur les graines entieres de la variété S102.

Débutant au deuxiéme jour, aprés I'accouplement des insectes, cette fécondité
s’échelonne jusqu’au 6 éme jour pour les variétés Phaseolus caracalla, S102 et Pinto et
jusqu’au 8 éme jour pour les variétés Cotender et Terga (Fig. : 19, 20, 21,22 et 23).
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Sur I'ensemble des variétés représentées, le maximum de ponte est observé au 2 éme
jour avec 4,84 ceufs / femelle sur la variété Pinto, avec 4,4 ceufs / femelle sur terga et 4,08
ceufs / femelle sur cotender. La S102 avec 3 ceufs / femelle et enfin la variété sauvage
Phaseolus caracalla avec une fécondité de 2,04 ceufs / femelle.

Au 8 éme jour, la ponte est faible et identique sur les variétés Cotender et Terga soit
un nombre d’ceufs émis de 0,04 ceufs / femelle.

Cependant, par rapport au pois chiche Cicer ariétinum, qui affiche une fécondité
moyenne de 56.64 ceufs par femelle ; 'ensemble des variétés testées de haricot du
genre Phaseolus présentent une faible fécondité soit 8,2 ceuf / femelle entrainant une
diminution de 14,47 % pour la variété Pinto, variété jugée la plus sensible aux attaques de
Callosobruchus maculatus.

Parallelement, une certaine variabilité de la fécondité est enregistrée sur les différentes
variétés testées de haricot. Cette variabilité est considérable sur la variété Pinto avec 8,2
ceufs / femelle. Les deux variétés Terga et Cotender affichent respectivement une fécondité
moyenne de 7,8 ceuf / femelle et 7 ceufs / femelle.

Sur la variété S102, on note une fécondité moyenne de 5,04 ceufs / femelle et en dernier
lieu, la variété sauvage Phaseolus caracalla avec une fécondité moyenne de 2,92 ceufs /
femelle.

Débutant au deuxiéme jour, aprés l'accouplement des insectes ; cette fécondité
s’échelonne jusqu’au 14 éme jour pour le pois chiche « variétés témoin » et jusqu’au 8 éme
jour pour les variétés de haricot S102, Terga, Cotender et Pinto. Pour Phaseolus caracalla,
la durée de ponte est de 6 jours.
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Figure 21 : Evolution temporelle de la fécondité cumulée tous les deux
jours de Callosobruchus maculatus sur les graines entieres de la variété Pinto.
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Figure 22: Evolution temporelle de la fécondité cumulée tous les deux jours
de Callosobruchus maculatus sur les graines entieres de la variété Cotender.

" 9
T4
B
w3
1 E
LI =R
pu
5 17
|:| r r r b r &
2 éme J e fi &me 2 ame 10 &me
rernbre de jours

Figure 23 : Evolution temporelle de la fécondité cumulée tous les deux
jJours de Callosobruchus maculatus sur les graines entiéres de la variété Terga.

Selon Lepesme (1944), les femelles de Callosobruchus maculatus F. préférent pondre
sur des variétés a surfaces lisses. Seulement, les résultats obtenus au cours de notre
expérimentation révelent un taux nettement inférieur d’ceufs émis quotidiennement par cette
méme espéce sur les variétés de haricot par rapport a celui obtenu sur pois chiche. Ceci
nous ameéne a dire que I'aspect textural n’est pas le seul facteur dont dépend la ponte mais
le choix repose sur la composition biochimique des graines.

De ce fait, le test de NEWMAN & KEULS au seuil de 5 % met en évidence I'apparition
de trois groupes homogénes pour la fécondité des femelles de C. maculatus.
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Source | 941| S.CM. | CM |FdeFischer| Pr=F | Modalités | Moyenne | G.EH.

Modéle 5 26751720 5350344 24020 <00001 P caracalia 1460 A
Résidus 24 515220 21470 5102 2520 AP
Total 29 272670.00 Cotender 3500 B
Terga 39.00 B
Pinto 400 B
Témoin 223.20 C

Tableau 6:Analyse de la variance des résultats de I'évolution de la fécondité
de Callosobruchus maculatus F. sur graines entieres des variétés de Haricot.

Le groupe A est représenté par les deux variétés : Phaseolus caracalla et S102 avec
des valeurs relativement basses respectives de 14,60 et 25,20.

La variété S102 est située dans un groupe intermédiaire entre les deux groupes A et B.

Le groupe B est formé par les variétés Cotender, Terga et Pinto avec des moyennes
respectives de 35,00 ; 39,00 et 41,00.

Le groupe C représenté par la variété témoin (Pois chiche)se détache nettement avec
une moyenne de 283,20.

D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que les deux variétés Phaseolus caracalla et
S102 paraissent moins favorables a la ponte de Callosobruchus maculatus F. car la ponte
est nettement inférieure par rapport aux autres variétés testées.

1.1.2. La fertilité

Sur les graines entiéres de haricot téstées, I'éclosion des ceufs de Callosobruchus est nulle.
De ce fait, le haricot ne semble pas étre un substrat favorable a I'éclosion des ceufs.

Le nombre élevé d’ceufs par femelle non éclot montre que les graines de haricot sont
dotées d’un potentiel entomotoxique due a la présence de substances telles que les lectines
tronquées pourraient empécher I'éclosion des ceufs et le développement larvaire de cette
espéce. En effet, Jansen et al., 1976, Gatehouse et Gatehouse, 1998 ont révélé des taux
élevés en lectines empéchant le développement de Callosobruchus maculatus chez les
espéces de légumineuses comme Dolichos lablab et Rhycocea saucia..

1.1.3. La longévité

Les résultats consignés dans le tableau 7 et les figures 24 et 25 montrent que quelle que
soit la variété testée, la longévité moyenne varie de 2 a 6 jours pour les males etde 2 a 4
jours pour les femelles. Ainsi la durée de vie des males est supérieure a celle des femelles,
ce qui est le contraire sur pois chiche. En effet, sur ce dernier, a une température de 30°C
et une humidité de 70% * 5%, la durée de vie des males est inférieur a celle des femelles
de Callosobruchus maculatus et varie de 4 a 6 jours pour les males et de 5 a 6 jours pour
les femelles (Karbache, 2000).
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Sur graines entiéres de certaines variétés de pois chiche nouvellement introduites,
Rezkellah (1998) a obtenue une longévité moyenne de 5 a 6 jours pour les femelles et de
3 a4 jours pour les males dans les mémes conditions de I'expérience citées ci-dessus.
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Figure 24: [ ongévité moyenne des méales de Callosobruchus
maculatus sur les graines entieres de cinq variétés de haricot.
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Figure 25: Longévité moyenne des femelles de Callosobruchus
maculatus sur les graines entiéres de cinq variétés de haricot.

Cependant, ces derniers restent toujours inférieurs a ceux obtenus par Khalfi (1983),
qui affiche une longévité moyenne des femelles de 8.5 jours et celle des méles a 7.3 jours
a une température de 28°C et une hygrométrie de 40% + 5%. Cette différence est surtout
liée aux conditions expérimentales.

Tableau 7: Longévité moyenne des males et des femelles de Callosobruchus maculatus sur les graines
entiéres des cinq variétés de haricot et sur Cicer arietinum.
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Variétés Longévité moyenne en jours des |Longévité moyenne en jours
males des femelles

Phaseolus caracalla 2,6 +0.10 2,28 £0.09

S102 3,48 £0.23 3,36 £0.12

Pinto 3,88 £0.04 3,6 £0.08

Cotender 4,44 + 0.07 46+0.13

Terga 5,52 +0.18 4,24 +0.17

Cicer arietinum 6.22 +0.23 6.82 £ 0.30

1.1.4. La mortalité

Dans tous les essais, le dénombrement des insectes morts est réalisé quotidiennement
apres I'exposition de ces derniers aux différentes variétés de haricot testées.

Ce tableau montre que pour les cingq variétés de haricot testées, les mortalités
enregistrées aprés 72 heures sont élevées, nous avons noté 75,51 % pour Phaseolus
caracalla, 55,10 % pour la S102, 32,65 % pour Pinto, 26,53 % pour Cotender et enfin 22,44
% pour la variété locale Terga.
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Figure 26 : Evolution de la mortalité des adultes de Callosobruchus
maculatus sur les graines entieres de la variété Phaseolus caracalla.

59



Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

1210 5

100 4

5 de mortalite

Nl pair Tbm poisr bl poir 3 imel o 5 dmel e 6 e pur

liombre de jpurs

Figure 27 : Evolution de la mortalité des adultes de
Callosobruchus maculatus sur les graines entiéres de la variété S102.
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Figure 28: Evolution de la mortalité des adultes de
Callosobruchus maculatus sur les graines entiéres de la variété Pinto.
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Figure 29 : Evolution de la mortalité des adultes de Callosobruchus
maculatus sur les graines entiéres de la variété Cotender.

Les figures 26, 27, 28, 29, 30 et 31 montrent que la létalité augmente nettement aprés
le 3 éme jour et est totale au 5 éme jour pour P. caracalla, au 6 éme jour pour la S102
et Pinto. Au 9 éme jour pour Cotender et enfin au 10 éme jour pour la variété Terga. Ce
pourcentage est de 2 % sur Cicer arietinum.

Tableau 8: Influence des graines entiéres des cinq variétés de haricot sur la mortalité de
Callosobruchus maculatus au 3 éme jour.

Variétés Phaseolus S 102 Pinto Cotender Terga Témoin
ecaracalla

Mortalit¢ MM. % M.C. MM. % MC. MM. % M.C MM. %MC  MM. | % M.C | % Mortalit

des 0,76 75,51 0,56 |5510 0,34 | 3265 |0,28|2653 |0,24 | 2244 |2

adultes

Les tests biologiques concernant I'activité entomotoxique des variétés de haricot
mesurée par le taux de mortalité des adultes de Callosobruchus maculatus montrent que
sur graines entieres, les cinq variétés de haricot ont un effet sur la mortalité de cette
espéce. Cependant, le calcul du pourcentage de mortalité corrigée nous permet d’établir
le classement suivant :

Phaseolus Caracalla.
S102.
Pinto.

Cotender.

o RN

Terga.

Le test de NEWMAN et KEULS montre qu’avec P. caracallaet S102, le taux de mortalité
est significativement plus élevé que ceux obtenus dans le témoin, Terga, Pinto et Cotender.
Ainsi, 'ensemble des variétés testées, appartiennent a trois groupes homogénes a savoir :
le groupe A représenté par le pois chiche (témoin). Le groupe B renfermant les variétés
Terga, Pinto et Cotender. Enfin, le groupe C qui comprend P. caracalla et la S102.
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois

chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

Source | ag1 | s.CML C.M. |Fde Fischer| Pr=F Modalités | Movenne | G.HL
Modéle 5 1550 310 1,320 0.0001 Téranin 020 A
Résidus 24  S600 233 Terza 1.20 B
Total 287100 Pinto 141 B

Cotender 1 .40 B
5102 260 C
F earacalla 320 c

Tableau 9: Analyse de la variance des résultats de l'effet des graines entieres
des cinqg variétés de haricot sur la mortalité de Callosobruchus maculatus F.
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Figure 30 : Evolution de la mortalité des adultes de
Callosobruchus maculatus sur les graines entieres de la variété Terga.
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Figure 31 : Evolution de la mortalité des adultes de Callosobruchus

maculatus sur les graines entiéres des cinqg variétés de haricot.

1.2. Etude sur graines reconstituées

1.2.1. La fécondité

Les résultats de nos essais consignés dans le tableau 10 montrent que toutes les variétés
haricot testées a différentes doses affectent clairement la fécondité de Callosobruchus
maculatus. En effet, le taux d’ceufs émis par femelle est nettement inférieur a celui obtenu
chez le témoin « pois chiche commercial » a la dose 1 (10 %) soit une diminution de 48,44
ceufs / femelle pour la variété sauvage Phaseolus caracalla, suivie par la S102 avec une
différence de 40,96 oeufs / femelle et Cotender avec 30,12 ceufs / femelle.

respectivement 25,68 ceufs / femelle et 24,92 ceufs / femelle.

Tableau 10 : Influence des cinq variétés de haricot étudiées sur graines reconstituées de pois chiche
sur la fécondité moyenne par femelle de Callosobruchus maculatus F.

Doses

Dose 0
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4
Dose 5

Variétés de haricot

P. caracalla
52,04 + 7,06
3,60+ 0,88
2,76 £ 0,53
1,24 + 0,32
0,40+ 0,10
0,36 + 0,09

S102

52,04 + 7,06
4,72 +1,14
4,00 £ 1,02
3,00£0,72
0,72+0,20
0,56 + 0,17

Pinto

52,04 + 7,06
12,56 + 2,49
6,76 + 1,44
512 +1,15
1,72+ 0,45
0,68 £ 0,15

Cotender
52,04 + 7,06
12,52 + 2,32
8,60 + 1,90
6,24 + 1,34
3,562+0,76
1,20 + 0,26

Terga

52,04 + 7,06
13,60 + 2,63
11,80 + 2,27
8,48 + 1,54
5,56 + 0,82
2,24 +0,43

Pour les variétés Terga et Pinto, cette différence est largement similaire avec
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).
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Figure 32 : Effet dose de Phaseolus caracalla sur I’évolution temporelle
de la fécondité cumulée tous les deux joursde Callosobruchus maculatus.
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Figure 33 : Effet dose de variété S102sur I'évolution temporelle de
la fécondité cumulée tous les deux joursde Callosobruchus maculatus

Par ailleurs, pour 'ensemble des variétés de haricot étudiées sur graines reconstituées,
nous constatons que la fécondité moyenne par femelle de C.maculatus la plus élevée est
observée avec la plus faible dose (10 %). Celle-ci diminue a chaque fois que la dose
augmente de (10 a 100 %).

Ces résultats montrent que les doses les plus efficaces contre C. maculatus sont la D3,
D4 et D5. Ces derniéres témoignent I'effet engendré par les farines des différentes variétés
haricot traduit par une diminution du nombre d’ceufs émis sur ces graines reconstituées.

En effet, les figures 32, 33, 34, 35 et 36 montrent qu’aucun ceuf n’est pondu sur les
graines enrichies en farine de haricot au 16 éme jour pour 'ensemble des variétés excepté

64



Partie Il : PARTIE EXPERIMENTALE.

la variété sauvage de haricot P. caracalla et la variété S102 ou I'oviposition s’arréte au 10
eme jour.

L'analyse de la variance de I'étude de la fécondité de C. maculatus sur les cinq variétés
de haricot étudiées sur graines reconstituées de pois chiche montre a une probabilité
inférieur a 0.05 une différence hautement significative par rapport au témoin. Ceci aux
différentes doses testées.

Source ddl S.C.AL C.AL F de Fischer Pr=F
Modéle g B09537.12 BO04E 57 224 608 = [0,0001
Résidus 140 56047 41 400,33
Total 149 BA5584, 54

Tableau 11 : Analyse de la variance des résultats de I'évolution de la fécondité de
Callosobruchus maculatus F. sur les cinq variétés de haricot a graines reconstituées.
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Figure 34 : Effet dose de Pinto sur I’évolution temporelle de la
fécondité cumulée tous les deux joursde Callosobruchus maculatus.
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).
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Figure 35 : Effet dose de variété Cotendersur I'évolution temporelle
de la fécondité cumulée tous les deux joursde Callosobruchus maculatus.

Pour le facteur variété, le test de NEWMAN et KEULS attribue 'ensemble des variétés
testées de haricot a un seul groupe homogeéne.

En ce qui concerne le facteur dose, la D5 et la D4 sont les plus efficaces rassemblées
en un seul groupe A, la D3 et la D2 sont dans le groupe B. La D1 et la DO appartiennent
respectivement aux groupes C et D.

L'observation essentielle qui ressort de ce test est que les graines de pois chiche
reconstituées enrichies en farine de haricot contiennent des composants biochimiques qui
agissent négativement sur la fécondité des femelles de C. maculatus.

En effet, pendant la maturation des graines de légumineuses, des substances de
protection sont élaborées entre autre les lectines chez le haricot. De ce fait, par la
spécificité de ces derniéres chez les Iégumineuses, les larves d’'une espéce de bruches ne
consomment généralement que les graines d’'une espéce déterminée de plante.

De ces résultats, nous remarquons que les lectines tronquées affectent sérieusement
la fécondité de C. maculatus contrairement au témoin qui s’avére sensible aux attaques
de cette espece. Ceci implique que ces lectines tronquées sont étroitement liées aux
meécanismes de défense des graines de haricot.

A la D1, les variétés Phaseolus caracalla et S102, affichent un nombre insignifiant
d’ceufs émis par femelle par rapport au nombre d’ceufs émis sur les autres variétés, donc
ces deux variétés semblent contenir des teneurs élevées de substances entomotoxique par
rapport aux autres variétés face aux attaques de la bruche du pois chiche C. maculatus.

Selon Goossens & al. (2000), avec des niveaux plus bas ; de 'ordre de 5 % d’isolat de
glycoprotéine, aucun effet significatif n’est obtenu.
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Figure 36 : Effet dose de variété Tergasur I'évolution temporelle de
la fécondité cumulée tous les deux joursde Callosobruchus maculatus.
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Figure 37 : Effet dose des cinq variétés de haricot sur la fécondité de
Callosobruchus maculatus F.étudiée sur graines reconstituées de pois chiche.

1.2.2. La fertilité

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 12, nous remarquons que le maximum
d’émergence est observeé sur le témoin soit 97.33 % (graines reconstituées composées de
100 % de farine de pois chiche).

Tableau 12: Effet des doses des cinq variétés de haricot sur le pourcentage moyen d’émergence de
Callosobruchus maculatus étudié sur graines reconstituées de pois chiche.
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois

chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

Doses Variétés de haricot.
Phaseolus S102 Pinto Cotender Terga
caracalla
DO= Témoin 97,33 % 97.33 % 97.33 % 97.33 % 97.33 %
D1 (10%) 28,00 % 45,33 % 60,00 % 67,33 % 80,66 %
D2 (20%) 12,00 % 16,66 % 48,66 % 56,66 % 62,00 %
D3 (40%) 0,00 % 6,66 % 29,33 % 32,66 % 40,00 %
D4 (80%) 0,00 % 0,00 % 0,00 % 10,66 % 22,00 %
D5 (100%) 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %

Les cinq variétés de haricot introduites isolement sous forme de farine a différentes
doses (10%, 20%, 40%, 80% et 100%) dans les graines reconstituées de pois chiches ont
permis une diminution proportionnelle du taux d’émergence a 'augmentation des doses. Ce
taux s’annule pour la dose 100 % (Fig 38, 39, 40, 41, 42 et 43) quelque soit la variété de
haricot étudiée et dés la dose D3 (40) pour Phaseolus caracalla et D4 (80%) pour la S102.

Aladose D1, la variété Phaseolus caracalla a inscrit une diminution de 60 % par rapport
au témoin. Cette diminution est de 50% pour la S102 ; de 40% pour Pinto ; de 30 % pour
Cotender et 17 % pour la variété Terga.

Ainsi, a la dose 20 %, nous avons obtenu un pourcentage moyen d’émergence de 12
% avec la variété Phaseolus caracalla. Suivie par la S102 « variété Brésilienne de haricot
noir avec un pourcentage d’émergence moyen de 16,66 %.

Les autres variétés de haricot ont affiché des pourcentages moyens d’émergences
assez proches et sont de 48,66 % sur Pinto, 56,66 % sur Cotender et de 62 % sur Terga.
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Figure 38 : Pourcentage moyen d’émergence de Callosobruchus
maculatus sur les cing variétés de haricot testées aux différentes
doses étudiées sur graines reconstituées de pois chiche.
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Figure 39 : Effet des doses de la variété sauvage Phaseolus
caracallasur le pourcentage moyen d’émergence de Callosobruchus
maculatus mené sur graines reconstituées de pois chiche.

Sur la variété sauvage P. caracalla, a la dose 3 (40 %), aucune émergence n’a
été observée. Sur les autres vari étés de haricot, ce pourcentage a considérablement
diminué par rapport aux résultats obtenus avec la dose 1 (10 %). Ainsi, a 40% on note un
pourcentage moyen d’émergence de 6,66 % sur la S102 suivie par Pinto et Cotender qui
présentent des pourcentages moyens d’émergence assez proches et sont respectivement
de 29,33 % et 32,66 %. Enfin, la variété Terga affiche un pourcentage d’émergence de 40 %.

Aladose 4 (80 %), le pourcentage d’émergence moyen est observé que sur les variétés
Cotender et Terga avec des valeurs respectives de 10,66 % et 22 %.

Enfin, a la dose 5 (100 %), les émergences sont nulles sur toutes les variétés de haricot
testées.

De ce fait, nous pouvons dire qu’il soit sous forme de graines entiéres ou reconstituées
de pois chiche, le haricot offre des conditions défavorables au bon développement des
larves et a 'émergence des adultes de Callosobruchus maculatus. La dureté du tégument
de lagraine n’est pas a I'origine de I'absence du développement de C. maculatus sur graines
de haricot.

Source ddl S.C.AL C.AL F de Fischer Pr=F
Modéle g 139332 62 154807 11332 = [0,0001
Reésidus 140 1912 44 13,66
Total 149 1584509
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

Tableau 13 : Analyse de la variance des résultats de l'influence
des variétés de haricot sur I'’émergence de Callosobruchus maculatus F.
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Figure 40: Effet des doses de la variété S102 sur le
pourcentage moyen d’émergence de Callosobruchus maculatus.
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Figure 41 : Effet des doses de la variété Pinto sur le
pourcentage moyen d’émergence de Callosobruchus maculatus.
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Figure 42 : Effet des doses de la variété Cotender sur le
pourcentage moyen d’émergence de Callosobruchus maculatus.
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Figure 43 : Effet des doses de la variété Terga sur le
pourcentage moyen d’émergence de Callosobruchus maculatus.

Nous remarquons d’aprés le tableau 13 que I'analyse statistique montre que I'effet dose
sur '’émergence des adultes de Callosobruchus maculatus est trés hautement significatif au
seuil de probabilité égale a 0,0001.

Le test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5 %, montre que le pourcentage moyen
d’émergence obtenu avec la variété sauvage de haricot Phaseolus caracalla est le plus
faible, il est significativement réduit par rapport au témoin a la dose 1 (10 %).

Par ailleurs, ce test fait apparaitre cing moyennes pour le facteur dose. Le groupe A
représenté par la D5 avec une moyenne de 0,00 et la dose D4 avec 1,96. Le groupe B
renferme la D3 qui affiche une moyenne de 6,52.
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

Les doses D2, D1 et DO, aux moyennes respectives de 11,76, 16,88 et 26,64
appartiennent aux groupements respectifs C, D et E.

L'observation essentielle qui ressort de ce test est que la variété Phaseolus caracalla
parait la plus résistante car elle posséde un milieu défavorable a I'éclosion des ceufs
de C. maculatus ainsi qu'au développement de ces larves. Ceci est du a la composition
biochimique du haricot. En effet, Plusieurs auteurs confirment que le haricot contient des
protéines de stockage en I'occurrence les lectines tronquées qui lui confere une certaine
défense face aux attaques de bruches (Chrispeels et Raikhel, 1991 ; Hamelryck et al., 1996 ;
Cordeiro et al., 2000 et Goossens et al., 2000). Ces protéines entomotoxiques, constituent
un milieu défavorable a I'éclosion des ceufs et au développement larvaire de cette espéce
une fois introduite dans les graines de pois chiche. Parmi ces protéines entomotoxiques,
nous citons les lectines qui sont associées aux mécanismes de défense des graines et
réduisent ainsi de maniére significative le développement larvaire des bruchidae.

Au cours de notre expérimentation, nous avons observé une diminution de 50 % du
poids des femelles et des méales témoins qui est respectivement de 0.00572 g et 0.00451g,
ce qui pourrait par conséquence affecter indirectement la fertilité.

Figure 44 : adulte témoin de C. maculatus

e

Figure 45 : adulte chétif de C. maculatus élevé sur graines reconstituées

1.2.3. Longévité

Tableau 14: Effet des cinq variétés de haricot étudiées sur graines reconstituées de pois chiche sur la
Longévité moyenne en jours des males de Callosobruchus maculatus F.
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Doses Phaseolus S102 Pinto Cotender |Terga
caracalla.

DO (100% de 704+012 |7,04+0,12 7,04+0,12 7,04 +0,12 |7,04£0,12

farine de pois

chiche).

D1=10% 3,96+0,12 |4,80+0,08 |6,40+0,24 6,16+ 0,15 6,96 + 0,16

D2 =20 % 3,56 +0,19 |4,16+0,17 5,44 +£0,09 540+0,16 6,52 £ 0,11

D3 =40 % 288+0,08 368+0,19 |4,96+0,19 4,88 £ 0,07 |6,00+0,16

D4 =80 % 260+0,11 3,36+0,18 |3,60+0,12 4,28+0,1 |560+0,14

D5 =100 % 220+£0,06 252+0,10 |3,08+0,09 5,84 +0,13 5,28 £ 0,20

Les résultats consignés dans les tableaux 14 et 15 montrent que pour 'ensemble des
variétés testées, la longévité moyenne des males de Callosobruchus maculatus varie de 4
a 6 jours pour la D1 (10 %) et la D2 (20 %).

Pour la D3 (40 %), la longévité moyenne varie de 2 a 6 jours. Cette derniére varie de
2 a 5 jours pour les deux doses D4 et D5.

Tableau 15: Effet des cinq variétés de haricot étudiées sur graines reconstituées de pois chiche sur la
Longévité moyenne en jours des femelles de Callosobruchus maculatus F.

Doses Phaseolus S102 Pinto Cotender |Terga
caracalla.

DO (100% de 796 +0,19 |796+0,19 |7,96+0,19 7,96 +0,19 7,96 £ 0,19

farine de pois

chiche).

D1=10% 420+0,08 524+0,13 |6,16+0,08 6,64 +0,17 7,20 £ 0,04

D2 =20 % 392+0,19 |4,88+0,12 |4,96+0,14 5,64 +0,16 6,56 £ 0,17

D3 =40 % 3,76 +0,08 |4,16+0,12 |4,16+0,07 5,24 + 0,05 6,04 £ 0,09

D4 =80 % 3,00+0,07 |2,88+0,10 |3,48+0,24 4,60+0,16 |548 +0,16

D5 =100 % 292+0,12 3,20+£0,14 [3,40+0,21 4,00+£0,13 |5,16 £ 0,17

Concernant la longévité moyenne des femelles de Callosobruchus maculatus, nous
constatons qu’elle différe sensiblement de la longévité moyenne des males.

En effet, cette longévité varie de 4 a 7 jours pour la D1, de 4 a 6 jours pour la D2
et la D3, de 3 a 5 jours pour D4 et D5, par rapport au témoin qui affiche une longévité
moyenne approximative de 8 jours. La longévité enregistrée chez les males et les femelles
reste inférieure par rapport a celle des adultes non traités.

1.2.4. Effet des cinq variétés de haricot sur la mortalité des adultes

Les résultats mentionnés dans le tableau16 montrent que la toxicité des cing variétés de
haricot présentés sous forme de graines reconstituées de pois chiche varie d’'une variété a
une autre pour 'ensemble des doses testées.

Ainsi, I'étude des mortalités cumulées au troisiéme jour justifie cette différence (Fig. 46,
47 et 48).

La variété sauvage de haricot Phaseolus caracalla s’avére la plus toxique a la dose D2
affichant une mortalité corrigée de 54 %, elle est suivie par la S102 et Pinto qui présentent
des pourcentages de mortalité corrigée respectifs de 26 % et 17 %. La variété Cotender
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Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
chiche Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera, Bruchidae).

affiche un faible pourcentage de mortalité corrigé de 2 %. Ce pourcentage est nul chez la
variété Terga.

A la dose D3, les mortalités sont importantes au troisieme jour sur Phaseolus caracalla
(60 %). Pour les autres variétés, le pourcentage de mortalité corrigée augmente et on
enregistre respectivement 33 %, 22 %, 8 % et 2 % respectivement sur les variétés S102,
Pinto, Cotender et Terga.

Tableau 16 : Toxicité de la farine des cinq variétés de haricot vis-a-vis des adultes de
Callosobruchu maculatus apres trois jours d’exposition

Doses (%) Log Dosé¥aseolus S102 Pinto Cotender Terga Témoin
caracalla

MM %MC.MM %MC.MM %MC.MM %M.C.MM % M.C.% Mortalité

D1=10 2,30 0,38 32 0,14 6 0,18 10 0,08 O 0,08 O 8
D2=20 2,99 0,58 54 0,32 26 0,24 17 0,10 2 0,08 O

D3=40 3,68 0,64 60 04 33 0,30 22 0,18 8 0,12 2

D4= 80 4,38 0,76 75 0,64 62 0.52 50 0,26 22 0.22 18
D5=100 |4,60 082 78 0,74 69 06 52 022 18 0,18 10

Concernant la D4, les mortalités sont pour Phaseolus caracalla, S102 et Pinto
respectivement de 75 %, 62 % et 50 % ; alors que pour la D1, ce taux ne dépassait pas les
32 % pour Phaseolus caracalla, 6 % pour la S102 et 10 % pour Pinto.

En ce qui concerne les variétés Cotender et Terga, le pourcentage de mortalité corrigée
est nettement supérieur a celui enregistré a la dose D1 et est respectivement de 22 et 18
%. Seulement, il est a noter que ce taux est supérieur ou égale a 50 % de mortalités en le
comparant avec les autres variétés a la méme dose D4.
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Figure 46 : Activité entomotoxique de
Phaseolus caracalla sur les adultes de C. maculatus
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Figure 47 : Activité entomotoxique de S102sur les adultes de C. maculatus.
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Figure 48 : Activité entomotoxique de Pinto sur les adultes de C. maculatus F.

Ala dose D5, le pourcentage de mortalité corrigée sur les variétés Phaseolus caracalla,
S102 et Pinto différe légérement a celui obtenu avec la dose D4. Sur Terga, ce pourcentage
ne dépasse pas les 10 %. Pour la variété Cotender, le pourcentage de mortalité corrigée
est de 18% a la dose D5.

De ces résultats, nous constatons que quelle que soit la variété testée, le haricot parait
toxique a partir de la dose D3 (40 %). La variété Phaseolus caracalla apparait alors la plus
toxique suivie de la S102 et de Pinto. Les variétés Cotender et Terga sont les moins toxiques
a I'’égard de Callosobruchus maculatus.

Si on se réfere aux DL50 calculées a partir des équations des différentes droites
de régressions établies, les variétés Phaseolus caracalla, S102 et Pinto se classent
respectivement en 1ere, 26ME ¢ g€Me position. En effet la DL50 calculée pour Phaseolus
caracalla est estimée a 21.5 g de farine et est comprise entre la D2 et D3 (Fig. 46). Celle de
la variété S102 est de 54.59 g de farine et se situe entre la D3 et la D4 (Fig. 47). La DL50

calculée pour la variété Pinto est de 96.54 g, elle est proche de la D5 (Fig. 48).

1.2.5. Durée de développement

75



Effet entomotoxique de quelques variétés de haricot (Phaseolus vulgaris) sur la bruche du pois
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Les données sur la durée totale de développement de Callosobruchus maculatus, allant de
I'ceuf a I'imago affichent une différence entre les cinq variétés de haricot et ce aux différentes
doses testées (10, 20, 40, 80 et 100 %).

Ainsi a une tempeérature de 30 C° £ 1° et une hygrométrie de 70 % + 5 %, cette durée
est de 29 jours chez le témoin. Cependant, sur le haricot, le cycle de développement de
Callosobruchus maculatus parait plus long.

Pour la variété Phaseolus caracalla, la durée de développement est au multiple de trois,
a la dose D1 et au multiple de cinqg a la dose D2. A la dose D3, aucun développement n’a
été observé. La variété S102, affiche une durée moyenne de développement de 60.93 j soit
deux fois plus importante que le témoin a la dose D1 et de 86.80 j a la dose D2 soit trois
fois plus longue que celle enregistrée chez le témoin.

Concernant la variété Pinto, un allongement de 10 jours et de 18 jours de la durée
moyenne de développement a été observé aux doses respectives D1 et D2. A la dose
D3, cette durée est au multiple de trois par rapport au témoin. Parallélement, aucun
développement n’a été observé a la dose D4.

A la dose D5, aucun développement n'a été enregistré sur I'ensemble des variétés
testées (Fig. 49).

Tableau 17 : Effet des doses des cinq variétés de haricot sur la durée moyenne de développement en

jours de Callosobruchus maculatus étudiée sur graines reconstituées de pois chiche.

Doses Durée de développement en jours sur cinq variétés de haricot.
P. caraccala $102 Pinto Cotender Terga
DO (pois chiche) 29,00 29,00 29,00 29,00 29,00
D1=10% 80,40 60,93 39,03 38,59 33,25
D2=20% 145,80 86,80 47,23 41,98 38,10
D3 =40 % 0,00 88,80 53,93 48,10 42,84
D4 =80 % 0,00 0,00 0,00 45,00 47,96
D5=100 % 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

De ce fait, pour Phaseolus caracalla, cette durée moyenne de développement est de
80,40 jours et de 145,80 jours aux doses respectives D1 (10 %) et D2 (20 %).

En ce qui concerne la S102, la durée moyenne de développement est de 60,93 jours et
86,80 jours aux mémes doses citées ci-dessus. A la D3, la S102 affiche une durée moyenne
de développement assez proche de celle obtenue avec la D2 et est de 88,80 jours.

Les durées moyennes de développement de Callosobruchus maculatus sur les variétés
Pinto, Cotender et Terga a la D1 (10 %) restent inférieurs a 40 jours et sont respectivement
de 39,03 jours, 38,59 jours et 33,25 jours. A la D2 (20 %), cette durée se prolonge
Iégérement chez ces mémes variétés pour atteindre 47,23 jours chez Pinto et 41.98 chez
Cotender.

76



Partie Il : PARTIE EXPERIMENTALE.

) oTera
L]
E Dge 5 ook ader
(= 7 | ofkE
De d 1
] oS0z
Dose 3 —— . mFcamacal
-—|
Dege 2 —
1
Die | —m o —m 1
]
a 20 e} &0 &0 100 1220 140 160
Durée mowerre

Figure 49 : Effet doses des cinq variétés de haricot sur
la durée moyenne de développement de Callosobruchus
maculatus étudiée sur graines reconstituées de pois chiche.

Les résultats de I'analyse de variance a une probabilité égale a 0,0001 affichent une
différence significative pour les facteurs variété et dose.

Ainsi, nous pouvons dire que leffet variété et dose influencent la durée de
développement de Callosobruchus maculatus.

De ce fait, le test de NEWMAN et KEULS attribue 'ensemble des variétés testées de
haricot a un seul groupe homogéne.

Pour le facteur dose, le test de NEWMAN et KEULS au seuil de 5 % fait apparaitre
quatre groupes homogénes disjoints.

Le groupe A renferme la D5 (100 %) avec un résultat égale a 0,00. La D4 et DO
appartiennent au groupe homogéne B avec des moyennes respectives de 18,60 et 26,62.

Le groupe C comprend la D3 et la D1 avec des moyennes respectives de 40,60 et
50,44. La D1 appartient au groupe intermédiaire CD car on la retrouve aussi bien dans le
groupe C que dans le groupe D.

Enfin, le groupe D représenté par la D2 qui affiche une moyenne de 61,40.

La durée de développement est un paramétre important dans la détermination de la
sensibilité d’'une denrée vis-a-vis des attaques des insectes et le développement de ces
derniers (Bekon & Fleurat lessard, 1988).

De ces résultats, les doses D1, D2 et D3 paraissent les plus importantes car elles
prolongent significativement la durée de développement de Callosobruchus maculatus.

Ce prolongement est d0 a la présence des lectines dans les farines de haricot qui une
fois ingérées par Callosobruchus maculatus, ralentissent son cycle de développement.
1.2.6. Calcul de I'indice de sensibilité variétal ‘IS’

L’indice de sensibilité variétal de Dobie, est considéré comme un critére de mesure de la
variété la plus résistante face aux attaques de I'espéce Callosobruchus maculatus F.
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Ce facteur est égal au rapport entre le nombre total des adultes émergés et la durée
moyenne de développement. A l'indice le plus bas correspond la variété la plus résistante.

Ce rapport a été calculé pour chaque variété testée aux différentes doses.

Comme le montre le tableau 18, les variétés Phaseolus caracalla et S102 manifestent
une résistance accrue face aux attaques de Callosobruchus maculatus car elles présentent
des indices de sensibilité trés bas soit des valeurs respectives de 0.86 et 1.61 a la dose D3.
Cet indice est de 3.93, 4.59 et 5.16 aux variétés respectives Pinto, Cotender et Terga a la
méme dose. Sur la base de cet indice, les variétés testées sont classées comme suit :

Variété P. caracalla.
Variété S102.
Variété Cotender.
Variété Pinto.
Variété Terga.

aokrowbd-~

Tableau 18: Les indices de sensibilité des cinq variétés de haricot étudiées a différentes doses sur graines
reconstituées de pois chiche.

Doses P. caracalla S102 Pinto Cotender Terga
D1=10% 2.01 3.00 5.00 5.19 6.26
D2=20% 0.86 1.61 3.93 4.59 5.16
D3 =40 % / 1.12 3.04 3.51 4.15
D4 =80 % / / / 2.67 3.16
D5=100% / / / / /

Le calcul de I'indice de sensibilité a permis de classer les variétés de haricot en fonction
de leur sensibilité aux attaques de Callosobruchus maculatus aux différentes doses testées
et par conséquent d’opter pour la variété S102 afin de tester son extrait toxique sur les
différents parameétres biologiques de C. maculatus.

Il est a noter que Phaseolus caracalla présente le plus faible indice de sensibilité soit
0.86 a la dose de 20 %, mais pour des raisons de disponibilité de cette variété ; nous avons
opté pour la variété S102 classée en deuxieme position.

Nos résultats s’alignent sur ceux obtenus par d’autres auteurs. En effet, Hamelryck et
al. (1996), Louis (2004), Brinda (2004) et Zambre (2006), ont déja signalé la résistance des
graines de haricot du genre Phaseolus vis a vis de Callosobruchus maculatus. Parmis ces
variétés, nous citons la G02771, Phaseolus calcaratus et Phaseolus lathyroides.

2. Effet de I'extrait de lectines tronquées de variété S102 sur les
parametres biologiques

Les résultats obtenus suite aux essais de I'étude de la sensibilité variétale des cinqg variétés
de haricot et des tests de toxicité vis a vis de Callosobruchus maculatus F. aux différentes
doses testées ; classent la variété S102 en deuxiéme position aprés la variété sauvage
Phaseolus caracalla qui s’est manifestée comme la plus résistante. Ces deux variétés ont
affecté le développement de C. maculatus au fur et a mesure que nous augmentons la dose.
Par manque de disponibilité de la variété sauvage P. caracalla, la S102 a été retenue pour
I'extraction de ces lectines selon la méthode décrite par De Azevedo Moreira & Consani
Perrone (1976).
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L’extraction de la farine de haricot aboutit a I'obtention de 420 ml d’extrait a partir d’'un
mélange de 80g de farine de haricot de la variété S102 dans 800ml d’eau distillée. Cet
extrait contient les lectines tronquées constituant la fraction toxique. Nous allons vérifier
I'effet entomotoxique de cet extrait sur C. maculatus.

2.1. Effet de I’extrait de lectines tronquées sur la fécondité

Les résultats consignés dans le tableau 19 montrent que la fécondité varie avec les doses
d’extrait de lectines testées de la variété S102. En effet, elle diminue au fur et & mesure
que la dose augmente. Ainsi, une fécondité moyenne de 6,2 ceufs / femelle est enregistrée
a la dose 1 soit 50 ml d’extrait. Celle-ci est de 2,6 ceufs / femelle a la dose 2 soit 100 ml
d’extrait et enfin la dose 3 soit 200 ml d’extrait, qui affiche une fécondité moyenne de 1,12
ceufs / femelle. Ces résultats sont comparés avec ceux obtenus sur graines entiéres et sur
graines enrichies en farine de haricot de la méme variété seulement a une concentration
de 10 % qui représente la dose 1.

Tableau 19:Effet dose de I’extrait de lectines tronquées issu de la variété S102 sur la fécondité moyenne

par femelle de Callosobruchus maculatus F.

Doses Jours Dose 1 50ml Dose 2 100ml Dose 3 200ml Témoin
2 éme jour 4,08 1,64 1,04 16,80
4 éme jour 2,12 0,96 0,08 14,60
6 éme jour 0,00 0,00 0,00 9,60

8 éme jour 0,00 0,00 0,00 6,56
10 éme jour 0,00 0,00 0,00 2,88
12 éme jour 0,00 0,00 0,00 1,04
14 éme jour 0,00 0,00 0,00 0,20
16 éme jour 0,00 0,00 0,00 0,00
Fécondité 6,20 £ 1,52 2,60+ 0,62 1,12 £ 0,36 51,68 + 6,61
moyenne par

femelle

Selon la figure 50, le maximum de ponte est observé au deuxiéme jour. Par ailleurs,
nous constatons que la fécondité de Callosobruchus maculatus s’échelonne jusqu'au
quatrieme jour pour 'ensemble des variétés testées aux différentes doses et s’annule au

6 éme jour.
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Figure 50 : Effet de I'extrait de lectines de la variété S102 sur
I’évolution temporelle de la fécondité de Callosobruchus maculatus.

Par rapport au témoin, une diminution est enregistré soit 45.48 % a la plus faible dose
D1 (50 ml), 49.08 % a la dose D2 (100ml) et enfin un écart de 50.56 % a la D3 (200 ml).

L'analyse de la variance des résultats montrent qu’a une probabilit¢ de 0,0001
nettement inférieur au seuil de 5 %, la différence est hautement significative, ce qui implique
que l'effet dose influence beaucoup la fécondité.

Le test de NEWMAN & KEULS met en évidence l'apparition de trois groupes
homogénes bien distincts pour la fécondité des femelles de Callosobruchus maculatus.

Le groupe A représenté par les deux doses D3 et D2 ou la fécondité est la plus faible
avec des moyennes respectives de 5,60 et 13,00. La D2 est une dose rencontrée aussi bien
dans le groupe A que dans le groupe B (Groupe intermédiaire AB).

Le groupe B représenté par D1 avec une moyenne de 31,00. Enfin le groupe C
comprenant le témoin avec une moyenne de 258,40.

De ce fait, nous pouvons dire que la variété S102 parait la plus résistante a I'égard de
C. maculatus car elle posséde un milieu défavorable a la ponte des ceufs de cette espéce
aux trois doses testées. L'extrait de lectines issu de la variété S102 affecte la fécondité de
C. maculatus.

Source ddl | S.CAML CM Fde Pr=F | Modalités | Movenne | G.H
Fischer
Modéle = 22107980 1349340 308,55 =0,0001 Dioge3 560 &
Résidus 1a 2R58,40 134,90 Dioge 2 13,00 L
Total 19 22403800 Dioze 1 31,00 B
Dioze 0 258,40 Z
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Tableau 20 : Analyse de variance des résultats de
I'évolution de la fécondité de Callosobruchus maculatus sur
graines remaniées a base d’extrait de lectines issu de la S102.

Cet extrait brut de lectines tronquées est formé de la fraction protéique des graines de
la S102, nous pouvons déduire que la toxicité est probablement due a la présence d’'une
glycoprotéine de réserve (Hamelryck et al., 1996) dont le réle est d’assurer la protection des
graines face aux attaques de C. maculatus.

2.2. Effet de I'extrait de lectines tronquées sur la longévité

Les résultats sont consignés dans le tableau ci-dessous. Ces derniers montrent une légére
différence entre la longévité des males et des femelles. En effet, cette derniére varie de 2 a
3 jours pour les males et de 1 a 3 jours pour les femelles. Ainsi la durée de vie des males
et des femelles est presque identique et ce de la plus faible dose a la plus forte dose.

En comparant ces résultats avec ceux obtenus sur graines entiéres et sur graines
enrichies en farine de la variété S102, nous constatons que cet extrait de lectines tronquées
a agit sur la longévité des males et des femelles de C. maculatus. En effet, par rapport au
témoin qui affiche une longévité moyenne de 7.04 jours pour les males et de 7.96 jours pour
les femelles ; sur graines entiéres, cette derniére est respectivement de 3.48 jours et de
3.36 jours pour les males et les femelles a la dose 80%. A la méme dose on enregistre sur
graines reconstituées une longévité moyenne de 3.36 jours pour les méles et de 2.88 jours
pour les femelles. Ces résultats sont similaires avec ceux obtenus sur adultes traités avec
50ml (d1) d’extrait de lectines issus de la variété S102 ; cette dose affiche une longévité de
3.04 jours pour les males et de 2.72 jours pour les femelles. Par contre, avec la dose de
200ml d’extrait (d3), cette longévité diminue considérablement et est de 05 jours. Elle est
respectivement de 2.12 jours et de 1.60 jours pour les méles et les femelles de C. maculatus.

Tableau 21: Longévité moyenne des males et des femelles de Callosobruchus maculatus sur les graines
reconstituées de pois chiche contenant I’extrait de lectines de la variété S102 a différentes doses.

Doses Longévité moyenne en jour des Longévité moyenne en jour des
males. femelles.

Dose 0 7,04 £0,12 7,96 £ 0,19

Dose 1 3.04 £ 0,05 272 +0.11

Dose 2 2,36 £ 0,03 2,76 £ 0,07

Dose 3 2,12+ 0,07 1,60 + 0,06

2.3. Effet de I’extrait de lectines tronquées sur la mortalité

Les résultats des essais d’efficacité de I'extrait toxique de la variété S102 vis-a-vis des
individus de C. maculatus montrent que cet extrait a provoqué des pourcentages de
mortalité corrigée supérieurs a 50 % au troisi€me jour d’exposition et ce de la plus faible
dose a la plus forte dose.
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Tableau 22 : Efficacité de l'extrait de lectines de la
S102 sur la mortalité de Callosobruchus maculatus F.
8 - y = 0 BO8Ex + 1 JO67
, R =088%
1;." .
E 6 4 DL50 = 35 16ml .’,4”)
5 4
4
3 -
7 4
i 4
0 r T , -
i F 3 4 5 [
L dbirme

Figure 51: Efficacité de I'extrait de lectines issu
de la variété S102 sur Callosobruchus maculatus.

82




Partie Il : PARTIE EXPERIMENTALE.

O % mortalité

120
100
a0 4
G0 -

%o de mortdité

1] T T —| 1

01 S0ml O 100ml D3 200ml DO témain

Ooszas

Figure 52: Effet des différentes doses de I'extrait de lectines issu
de la S102 Sur la mortalité des adultes de Callosobruchus maculatus.

Ainsi, a la dose D1 « 50 ml », le pourcentage de mortalité corrigée est de 66,66 %. A la
dose D2 « 100 ml », ce pourcentage est presque identique a celui obtenu avec la dose 1 ; il
est de 75%. Pour la dose D3 « 200 ml », le pourcentage de mortalité corrigée atteint est de

97 %.

Ce dernier est assez proche de 100 % pour la méme durée d’exposition « 3 jours ».
Ces résultats sont confirmés par la DL50 calculée a partir de la droite de régression. Cette
derniére est proche de la D1 et égale a 35,16 ml d’extrait.

La comparaison des DL50 ainsi que les droites de régressions obtenues sur graines
reconstituée de la variété S102 et sur I'extrait issu de cette méme variété confirme que
I'extrait de la S102 est plus efficace que les graines reconstituée de pois chiche de cette
méme variété sur Callosobruchus maculatus.

L'analyse statistique montre que la mortalité de C. maculatus est influencée par I'effet
dose au seuil de probabilité égale a 0,016. De ce fait, le test de NEWMAN et KEULS au
seuil de 5 % fait apparaitre deux groupes homogénes a savoir :

Le groupe A formé des deux doses DO et D3 avec des moyennes respectives de 0,40
et 1,80.

Le groupe B représente les doses D2 et D1 avec des moyennes identiques et sont de
2,60. La dose D3 appartient a un groupe intermédiaire AB.

Source | ddl 5.C.hL CM.  |FdeFischer| Pr=F | Modalités | Movenne | G.IH.
Modele 3 16,15 5,32 462 =0,016 Dogel 0,40 &
Residus 16 12,40 1,15 Dise 3 1,20 LB
Total 19 34,55 Diose 2 260 B

Dioze 1 260 B

Tableau 23 : Analyse de la variance des résultats de I'efficacité de I'extrait de
lectines de la variété S102 sur la mortalité des individus de Callosobruchus maculatus F.
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La mortalité est un paramétre important dans la détermination de la sensibilité de la
variété S102 vis-a-vis des attaques de C. maculatus. En effet, les résultats obtenus suite
aux essais de toxicité réalisés le montre bien.

3. Effet des lectines tronquées sur le tube digestif de Callosobruchus
maculatus F.

Les dissections sont pratiquées sur des adultes élevés sur pois chiche pour le témoin, sur
graines reconstituées de pois chiche de la variété de haricot S102 a la dose 40 % et sur
graines reconstituées a base d’extrait de lectines tronquées a la dose 50 ml. Dans tous
les cas de la dissection, l'insecte est préalablement maintenue par des épingles sur de la
paraffine refroidie coulée sur le fond d’'une boite de pétrie contenant du Bouin aqueux.

Les manipulations sont effectuées sous loupe binoculaire a I'aide de pinces fines. Dés
qu’il est complétement dégagé de ses attaches et du corps gras, le tube digestif est déposé
dans une solution de Bouin aqueux.

3.1. Description anatomique et histologique du tube digestif des
adultes témoins

3.1.1. Description anatomique

L'observation sous loupe binoculaire montre que le tube digestif de Callosobruchus
maculatus F. est curviligne et s’étend du fond de la cavité orale, bien en arriére des
mandibules jusqu’a I'anus. Sa longueur et son diamétre varient respectivement de 7 a 10
mm et de 2 a 3 mm. Il occupe une position centrale dans le plan de symétrie de I'animale,
au dessus de la chaine nerveuse et est recouvert d’'une fine pellicule de graisse. Comme
chez tous les arthropodes, en I'occurrence les coléoptéres, le tube digestif est constitué de
trois parties d’origine embryologiques différentes :

Stomodeum et Proctodeum sont d’origine ectodermique.
Intestin moyen ou mésentéron d’origine endodermique.

a. Stomodeum (Intestin antérieur)

Le Stomodeum mesure 3mm de long. Il parcourt la région du cou et le prothorax. D’aspect
lisse, il comporte un pharynx, un cesophage et un jabot.

Le pharynx court, prend naissance au plus profond de la cavité buccale. Initialement
large dans sa partie proximale, il tend a se rétrécir, tel un entonnoir dans sa partie
distale.

L'cesophage fait suite directement au pharynx. il est étroit d’abord tubulaire, puis
dilaté postérieurement en un jabot qui constitue la partie la plus volumineuse du
stomodeum.

Le jabot aboutit a la partie dilatée du mésentéron par I'intermédiaire d’'une portion
étranglée, le sphincter cardiaque.

b. Mésentéron (Intestin moyen)

Au cours de notre expérimentation, nous avons constaté que l'intestin moyen ou ventricule
chylifique représente la majeure partie du tube digestif et mesure 5.4 mm de long. Il a
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une pigmentation marron clair, est plus volumineux, sa partie antérieur est pourvue de six
caecums gastriques de couleur jaunatre allongés parallélement du tube digestif.

Chaque caecum comprend un tube antérieur allongé qui se dirige vers le jabot et un
tube postérieur court dirigé vers l'intestin moyen.

La lumiere postérieure du mésentéron est marquée par une constriction trés évidente,
le sphincter pylorique. C’est a ce niveau que viennent s’insérer, comme chez la majorité des
coléoptéres six tubes de Malpighi.

c. Le proctodeum ou Intestin postérieur

Le proctodeum mesure 3 mm de long. Nous pouvons y distinguer trois segments tous lisses
mais différenciés par leur aspect. Le segment proximal est le lieu de débouchement des
extrémités distales des tubes de Malpighi. Le segment intermédiaire correspond a un rectum
et il existe une ampoule rectale.

3.1.2. Description histologique

a. Histologie du Stomodeum

La subdivision de lintestin antérieur en pharynx, cesophage et jabot, établie sous loupe
binoculaire, se trouve confirmée par I'analyse des coupes histologiques de cette partie
du tube digestif. Un fait majeur est a souligner : il s’agit de I'existence d’'une cuticule,
revétement chitineux et sclérotinisé, qui limite la face apicale de I'hypoderme de lintestin
antérieur. La présence d’une telle cuticule est une conséquence de l'origine ectodermique
du stomodeum.

b. Histologie du mésentéron

Les coupes du mésentéron des insectes se reconnaissent aisément car on n'y découvre
jamais la cuticule des autres régions du tractus digestif. Le mésentéron est un organe
typiquement endodermique.

La comparaison des coupes sériées du mésentéron, méme au faible grossissement
du microscope, permet de dire que I'intestin moyen se subdivise en trois régions distinctes.
Nous qualifierons de segment proximal la partie qui fait suite au stomodeum, juste aprés la
vulve cardiaque ; de segment intermédiaire celui qui vient ensuite et de segment distal la
partie qui s’abouche au proctodeum au niveau de la vulve pylorique.

les coupes du mésentéron sont circulaires et mesurent 8.75mm de diamétre. On y
découvre :

La lumiére mésentérale :

L'espace luminal renferme des débris alimentaires en cour de digestion chimique, en
particulier des grains de haricot qui ont subi une dénaturation sous I'effet de la chaleur.

La muqueuse intestinale :

La muqueuse intestinale qui circonscrit cette lumiére est constituée d'un épithélium assez
complexe puisqu’on y découvre quatre catégories cellulaires différentes :

Des cellules prismatiques ciliées.
Des cellules en raquette.
Des cellules claires glandulaires probablement mucipares.
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Des cellules indifférenciées de petite taille, classiquement nommeées cellules de
régénération.

Les cellules prismatiques :

Les cellules prismatiques prédominent dans la région proximale du mésentéron. Elles ont
46,6 pm de hauteur sur 17,4 ym de largeur. Elles présentent a leur pole apical un plateau
strié bien révélé par la coloration de Mallory. Leur noyau, volumineux, ovoide, de 10um de
hauteur, disposé en position centrale, renferme un a deux gros nucléoles distincts et une
chromatine granuleuse éparse.

Les cellules prismatiques sont disposées sur un méme niveau, cote a cotte de fagon
continue.

Les cellules en raquette :

En certains endroits de la muqueuse intestinale, il apparait des lots de 6- 8 cellules en forme
de raquettes, pouvant atteindre 60, 4 um de hauteur. Ces cellules qui dépassent nettement
les cellules prismatiques par leur taille, ont une base étroite et pédonculée avec une partie
supérieure renflée. Leur noyau, de 9um de diamétre, se trouve du coté basal. Le cytoplasme
des cellules en raquette, apparait trés médiocrement par le Mallory. Cependant,il nous a été
difficile de cerner ces cellules au cours de notre expérimentation.

Les cellules indifférenciées :

Dans la région basale de I'épithélium intestinal, sous un amas de cellules en raquette, on
observe un ensemble compact de petites cellules dont le nombre varie entre 10 et 14 par
amas.

Histologiquement sectionné, ces cellules sont difficiles a discerner car elles sont
disposées irrégulierement. Leur noyau est trés volumineux et n’est entouré que par
une faible couche de cytoplasme. Ces cellules sont responsables de la régénération de
I’épithélium intestinal.

La tunique musculaire :
La muqueuse du mésentéron est un épithélium pseudostratifié, prismatique et cilié. Elle

repose sur une lame basale de 3,5um d’épaisseur Iégérement ondulée. Extérieurement,
elle est bordée par une tunique musculaire qui comprend :

Une couche profonde de fibres musculaires circulaires.

Des faisceaux périphériques de fibres musculaires longitudinales disposés en plages
qui sont réguliérement réparties autour de la couronne constituant le mésentéron vu
en coupe.

C. Histologie du proctodeum
Le segment antérieur du proctodeum :

Le segment antérieur du proctodeum « intestin postérieur » est un conduit de section
circulaire de 4,4 mm de diamétre. Sa lumiere est dépourvue de villosités, vaste et limitée
de maniére réguliére. Son histologie differe singulierement de celle du mésentéron ou du
stomodeum.

Les cellules sont recouvertes d’'une cuticule épaisse de 17,4 um ce qui est la propriété
de toute cellule d’origine ectodermique. La cuticule comprend trois souches intimement
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superposées : une épicuticule dense et bien colorable, une exocuticule a structure
microscopique granuleuse.

Le rectum :

Le rectum fait directement suite a lintestin postérieur proprement dit. Son diamétre est
relativement petit par rapport aux autres portions du tube digestif (2,75 mm). De section
circulaire, il contient de grandes villosités.

L'ampoule rectale :

L'ampoule rectale ne présente pas de véritables villosités mais il existe un certain nombre
de dépressions délimitant une lumiére. Ces dépressions séparent I'épithélium en six
secteurs épaissis, ce détail est en conformité avec ce que I'on connait de 'ampoule
rectale des Coléoptéres. Celle-ci, extérieurement et par transparence, montre toujours six
bandes longitudinales distinctes. Ce sont ces ensembles longitudinaux de cellules que les
entomologistes nomment glandes anales.

L’épithélium de I'ampoule rectale est constitué de deux catégories cellulaires :

Les cellules des glandes anales de type prismatique.

Les cellules basales : trés petites qui seraient probablement des cellules de
régéneération.

3.2. Effets des lectines tronquées sur le tube digestif de Callosobruchus
maculatus F.

3.2.1. Modifications anatomiques

L'observation du tractus digestif des adultes ne permet pas de mettre en évidence des
Iésions microscopiques. De ce fait 'effet destructif est peu évident aprés une observation
a I'ceil nu. Toutefois, nous avons été amené a constater les modifications suivantes par
comparaison au témoin(Fig.53).

. Les adultes issus d’'un développement sur graines reconstituées de pois chiche
enrichi a 40% de farine de la variété S102 la plus résistante, montrent des
modifications au niveau du tractus digestif. En effet, par rapport au témoin, nous
avons enregistré une diminution de la fécondité et un important pourcentage de
mortalité.

Les graines reconstituées de pois chiche contenant 50 ml d’extrait de lectines
tronquées de la variété S102 relatif a la dose1, ont donné des individus atrophiés et
un taux de mortalité inférieur a 50% au deuxiéme jour

3.2.2. Modifications histologiques

a. Effet sur le stomodeum

Aucune altération n’est observée au niveau du pharynx, de I'cesophage et du jabot des
tubes digestif des adultes élevés sur graines reconstituées de pois chiche enrichi a 40 %
de farine de la variété S102 ou contenant 50 ml d’extrait de lectines tronquées issu de cette
méme variéte.

b. Effet sur le mésentéron
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On observe une réaction de I'épithélium mésentéral suite a la présence de la fraction
protéique qui envahie la lumiére intestinale. On note ainsi la détérioration d’'un grand nombre
de cellules prismatiques. Ainsi, on distingue :
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Figure 53 : a/ Anatomie du tube digestif de I'adulte témoin de Callosobruchus
maculatus F. Taille réelle 7 mm. b/ Anatomie du tube digestif de I'adulte de C.
maculatusélevé sur graines reconstituées de pois chiche dosées a 40% de S102.

Taille réelle 3.5 mm. ¢/ Anatomie du tube digestif de 'adulte de C. maculatusélevé sur
graines reconstituées d’extrait de lectines de S102 dosé a 50ml. Taille réelle 0.1 mm

Absence I'aptitude a secréter le matériel translucide qui apparait plus ou moins lié aux
plateaux striés des mésentéron.

Formation de vésicules bien délimitées par une membrane et a contenu clair dans la
région apicale des cellules.

Eclatement de ces vésicules, avec pour conséquence la destruction de la partie
distale des cellules et la libération des contenus cytoplasmiques dans la lumiére
mésentérale.

Parallelement, on observe une réaction de la membrane péritrophique dont le réle est
d’assurer la protection de I'épithélium. L'impact de la stagnation de la fraction protéique a
ce niveau s’exprime par les faits suivants :

Une forte altération de I'épithélium intestinal dont une disparition compléte des
cellules en raquette de leur emplacement.
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Une destruction de nombreuses cellules prismatiques suite a I'éclatement des régions
apicales entrainant la perte des contenus cellulaires en I'occurrence la libération

des glycanes localisés au niveau de la membrane péritrophique qui interférent
négativement avec les glycoprotéines libérés par les graines de haricot. Ceci est
élucidé par la présence d’'une masse qui bloque la digestion du bol alimentaire.

Une lyse totale des cellules constituant les nids de régénération et de la lame basale.

Les cas de destruction les plus importants sont obtenus avec les graines reconstituées a
partir d’extrait de lectines issu de la variété S102 aux différentes doses testées. En effet,
des signes réels de disparition de matériel intercellulaire sont alors observés au niveau de
'ensemble des cellules.

Limpact de la présence de la fraction protéique au niveau du mésenteron se traduit,
d’aprés nos observations par la détérioration totale de I'épithélium intestinal. Ainsi, les
adultes exposés aux graines reconstituées de pois chiche ou d’extrait de lectines tronquées
présentent des lésions évidentes.

Figure 54a : Vue d’ensemble du caecum gastrique
du témoin (Original). Grossissement : G X 160

Figure 54b : Coupe histologique d’une portion du caecum gastrique de
Callosobruchus maculatus (Témoin) (Original). Grossissement : G X 400
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Figure 54c : Coupe histologique transversale au niveau d’une portion
du caecum gastrique de Callosobruchus maculatus(Traité) (Original).

On observe :

La lumiére (Li) large et vide.

Epithelium (Ep) unistratifié.

Absence de cuticule (Cu).

Présence de plateau strié (Ps).

Présence d’'une membrane péritrophique (Mp).
Présence de vésicules de sécrétion (V).

Tissu conjonctif (Tc) occupant I'axe des villosités.

Résultat : Aucun changement n’a été observé

Fixateur : Bouin aqueux.
Coloration : Mallory
Grossissement : G x 400.

Figure 55a : Coupe histologique transversale au niveau du
mésentéron de Callosobruchus maculatus (Témoin) (Original).

On observe :
La lumiére (Li) moyennement large, contenant des débris alimentaires (Da).

90



Partie Il : PARTIE EXPERIMENTALE.

Epithélium (Ep) unistratifié, avec des cryptes de régénérations.
Présence de plateau strié (Ps).
Absence de cuticule (Cu).
Présence d’'une membrane péritrophique (Mp).
Présence de vésicules de sécrétions (V).
Présence du tissu conjonctif (Tc).
Musculature développée constituée de trois types : muscles longitudinaux internes
(Mli) muscles circulaires moyens (Mcm), muscles longitudinaux externes (Mle).
—  Fixateur : Bouin aqueux.
—  Coloration : Mallory.
—  Grossissement : G x 400.

Figure 55b : Coupe histologique transversale au niveau du
meésentéron de Callosobruchus maculatus (Traité) (Original).

Ba : Bol alimentaire
Ce : Cellules épithéliales

E : Epithélium.
Lb : Lame basale
Li : lumiére.

Mle : couche externe de fibres musculaires longitudinales.
Moci : couche interne de fibres musculaires circulaires.

On observe :

Disparition de I'épithélium et les cryptes de régénération

Disparition de la membrane péritrophique

Disparition du plateau strié et des vésicules de sécrétion

Réduction de la musculature

Disjonction épithélo-conjonctif

Rétraction et lyse du tissu conjonctif

Une lyse apicale est observée par endroit avec rejet du matériel cytoplasmique dans
la lumiére intestinale entre la membrane péritrophique et I'épithélium intestinal.

Les cellules présentent de nombreuses plages de lyse intracellulaires.

Fixateur : Bouin aqueux. /Coloration : Mallory. /Grossissement : G x 400.
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C. Modification au niveau du proctodeum

A la suite des épreuves d’ingestion du contenu protéique des graines formées a partir de
farine de haricot de la variété S102 ou d’extrait de lectines issu de cette méme variété par
les adultes de Callosobruchus maculatus, aucune modification n’a été observée. (Planche4,
Fig.56a, 56b).

Figure 56a : Coupe histologique transversale au niveau d’une portion
de l'intestin postérieur de Callosobruchus maculatus (Témoin) (Original).

On observe :
Lumiére (Li) large partiellement remplie d’aliments.
Nombreuses villosités (V) aplaties.
Epithélium unistratifié, recouvert par une cuticule.
Tissu conjonctif (Tc) occupant I'axe des villosités.
—  Fixateur : Bouin aqueux.
—  Coloration : Mallory
—  Grossissement : G x 400
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Figure 56b : Coupe histologique transversale au niveau d’une portion
de l'intestin postérieur de Callosobruchus maculatus (Traité) (Original).

On observe :

Dégradation partielle de la cuticule (DCu).
Lyse du tissu conjonctif (LTc).
Dégradation de I'épithélium (Dep).

—  Fixateur : Bouin aqueux.

—  Coloration : Mallory

—  Grossissement : G x 400

3.3. Interprétations des observations anatomiques et histologiques relatives
au tube digestif

3.3.1. Observations des adultes témoins

Nos observations, aprés dissection des individus, sont conformes a celles effectuées pour
beaucoup d’insectes de coléoptéres et dont on peut trouver les détails dans les ouvrages
de base concernant I'anatomie et la physiologie des Insectes (Chapmann, 1975 ; Grasse,
1949 ; Crowson, 1981). Le fait qu’'on ait affaire a des adultes d’'un coléoptére ayant une
préférence pour les graines a réserves protéiques, ceci se traduit par les traits anatomiques
suivants du tube digestif :

Un stomodeum simple, dépourvu de proventricule, son pharynx est fortement musclé
car il n’y a pas lieu de prélever de la nourriture liquide.

Un mésentéron pourvu de caecums gastriques, des glandes unicellulaires ou en petits
amas suffisant a produire les enzymes de la digestion.

Un proctodeum peu spécialisé, notamment sans annexes rectales développées.
3.3.2. Observations des adultes traités

L’anatomie est, évidemment, la méme que chez les adultes témoins ; exception faite pour les
adultes ayant été en contact avec les graines reconstituées de pois chiche a partir d’extrait
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de lectines issu de la variété S102 testées aux doses D2 « 100ml » et D3 « 200ml », ou
nous avons observé un rétrécissement du tube digestif difficilement visible a I'ceil nu et par
conséquent nous ne pouvons pas délimiter les trois partie constitutives de I'intestin a savoir :
le stomodeum, le mésentéron et le proctodeum. En effet, au cours de notre expérimentation
la dissection a été réussie mais les organes ayant subi les différentes étapes histologiques;
leur volume diminue considérablement. En effet, la taille moyenne des adultes témoins est
de 7.73 + 2.35 et celle des adultes traités est de 1.2 £ 0.72 mm. Par conséquent, il nous est
impossible de réaliser 'inclusion des organes dans la paraffine. Ceci est certainement dd a
I'effet toxique qu’a engendrer ces graines artificielles aux doses étudiées.

En ce qui concerne les tubes digestifs isolés a partir des adultes émergeants a partir de
graines reconstituées de pois chiche enrichi en farine issu de la variété S102 ou de 50 ml
d’extrait de lectines tronquées de cette méme variété, on observe un défaut général dans la
fonctionnalité structurale du tube digestif. En effet, nous avons constaté la présence d’une
lyse des cellules au niveau du mésentéron et une dilatation anormale du jabot due a une
accumulation du bol alimentaire (Fig.53c).

Dans ce contexte, Bell (1972) estime qu’il existe des systémes de protection
développés par les graines au cours de leur maturation contre les attaques des insectes.
La famille des légumineuses semble avoir évolué vers I'élaboration des substances
chimiques protectrice des graines qui forment une source remarquable d’acides aminées
exceptionnels.

Cependant, si la longueur de la période de conservation des graines de Iégumineuses
est avantageuse pour la consommation humaine, elle favorise aussi la contamination par
les insectes susceptibles de surmonter les barrieres tégumentaires et allélochimiques des
graines

(Sharon & Lis, 1990). Il y a ainsi la spécificité des défenses puisque ces barriéres sont
différentes suivant les espéces de légumineuses qui présentent des spectres différents de
substances allélochimiques (Labeyrie, 2005).

Les composés chimiques produits par les plantes sont probablement le facteur le
plus important contrélant le comportement des insectes dans la nature (Schiltz, 1997) et
lintérét porté aux défenses chimiques des plantes n'a cessé de croitre. Ces composés
de structure et natures variées peuvent avoir des effets répulsifs, antiappétants ou toxique
pour les insectes. En effet, la meilleure connaissance des fractions intervenant dans la
défense contre le ravageur considéré permet d’orienter les sélections de variétés résistantes
destinées a I'alimentation.

Pour accroitre la résistance aux attaques des insectes ravageurs, il est intéressant
d’étudier les mécanismes de résistance fonctionnant dans les variétés sauvages (Sales
& al., 2000). En effet, des niveaux élevés de résistance contre Callosobruchus maculatus
ont été trouvés dans un certains nombre de variétés sauvages de Phaseolus vulgaris
(Goossens & al., 2000). Par contre, les génotypes du haricot cultivé montrent des niveaux
trés bas de résistance (Schoonhoven & al., 1983). Cette haute résistance est conférée par
la présence des lectines.

Parallélement, les larves d’Acanthoceides obtectus en contact avec le broyats de
graines de Phaseolus vulgaris, meurent si la teneur en tégument est artificiellement
augmentée (Stamopoulos & Huignard, 1980). Ainsi, a une concentration de 5% on obtient
un taux de mortalité de 100%.

Selon Yunes & al. (1998), les vicilines isolées a partir des graines du dolique de chine,
ralentissent le développement de cette espéce.
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Par ailleurs, des résultats ont suggéré, que des niveaux plus élevés de résistances
pourraient étre obtenus en augmentant la concentration d’'une substance entomotoxique
I'arcéline. Cette protéine antimétabolique ( Malaikozhundan & al., 2003) se lie a la périphérie
de la matrice de l'intestin des insectes pour interférer avec | "absorption nutritive ( Higgins
& al., 1998) et provoque par conséquent un retard des émergences des adultes de

C. maculatus (Sales & al., 2000).

Selon Goossens & al. (2000), il existe une différence entre les diverses variétés de
haricot en leur :

Teneur globale en protéine.
Pourcentage que représente I'arcéline par rapport a la teneur globale des protéines.

Le rapport Arcéline / Phaséoline.

Dans ce cadre, plusieurs protéines de haute valeur nutritionnelle ont été produites dans
différents tissus végétaux transgéniques en I'occurrence les graines de haricot (De jaeger
& al., 2002).

Selon Muzquiz & al.(1999), les teneurs en oligosaccharides de la famille des raffinoses,
des phytates, des saponines et des lectines de P. vulgaris sont clairement influencés par
des facteurs environnementaux et génétiques.

Aussi, des études mettent en évidence que les lectines jouent un réle de défense contre
certains insectes (Huesing & al., 1991, Yamamoto, 1994 ; Peumans & Van Damme, 1995 ;
Gatehouse et Gatehouse, 1998; Foissac et al., 2000 ; Moura et al., 2007). Ainsi, en se fixant
sur la muqueuse intestinale, les lectines pourraient avoir différents effets entomotoxique
(Pusztai & al., 1993) de nature et d’intensité variables selon leur origine botanique (Crevieu,
1999).

3.3.3. Interprétation des observations histologiques effectuées sur le tractus
digestif

Comme il a été bien précisé, la seule anomalie observée réside au niveau du mésentéron.
En effet, chez les insectes, le mésentéron est la partie réellement « digestive » du
tube digestif et intervient dans I'absorption. La paroi intestinale comprend un épithélium
protégé par une membrane péritrophique mince et transparente. Cette derniére, emballe
la nourriture pendant son passage le long du mésentéron. Elle est formée d’un réseau de
fines fibrilles et renferme de la chitine et des protéines.

La membrane péritrophique agit comme un filtre dans I'absorption des produits de
la digestion. En effet, les cellules épithéliales tapissant le tube digestif des insectes sont
en contact avec les protéines du bol alimentaire et sont donc des cibles potentielles des
protéines de défense.

De ce fait, en réalisant ces coupes histologiques, nous avons pu localiser et visualiser
I'effet des lectines au niveau de cette partie du tube digestif de Callosobruchus maculatus.

Ainsi, la lyse des cellules de la membrane péritrophique est certainement due a la
présence des protéines de défense au niveau de la fraction protéique des graines du
haricot, qui une fois ingérée par Callosobruchus maculatus, interférent négativement avec
les constituants de cette membrane en I'occurrence avec les glycanes.

Plus précisément, lorsque l'on sait que les glycoprotéines sont les constituants
majoritaires des membranes de ces cellules, on peut imaginer que la lumiére de lintestin
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moyen est littéralement couverte de sites de liaison potentiels pour les lectines contenues
dans le bol alimentaire.

De ce fait, a la suite d’une interaction lectines- glycoprotéine, d’'importantes lésions
locales du mésentéron apparaissent ayant pour conséquences de rendre les graines
reconstituées enrichies en farine de haricot ou formée a partir de I'utilisation d’extrait de
lectines de la variété S102, toxique pour l'insecte Callosobruchus maculatus F.

Les dégats ont une amplitude plus ou moins grande suivant les concentrations des
lectines ingérées, mais se traduisant toujours par une accumulation importante dans la
lumiére mésentérale de débris membranaires et de matériels cytoplasmiques

L'intoxication cellulaire par les lectines est indiscutable. Nous pouvons nous demander
s'il existe une relation entre les fonctions de cellules mésentériques et leur sensibilité aux
lectines. Ces cellules a la fois secretrices et absorbantes offrent des différences d’'une région
a l'autre qui refletent des rdles physiologiques diversifiés : sécrétion (Enzymes digestives,
substances diverses), absorption, excrétion et régulation osmotique.

Raccaud-schoeller (1980), considére que le mésentéron est le siege de nombreuses
secrétions. Nos observations sur Callosobruchus maculatus appuient ces faits. En effet,
dans la région de lintestin, les cellules de sécrétion sont absentes. La fonction essentielle
des cellules de cette région serait I'absorption. Ainsi, les cellules intestinales offrent une
grande surface luminale et une bordure striée bien développée. Par dissection, les éléments
de l'intestin moyen sont floculants, alors que dans le stomodeum et le proctodeum, on ne
retrouve qu’un liquide clair et fluide.

Les dommages pourraient aussi ne pas se limiter au mésentéron, notamment aux
fortes concentrations en lectines, mais si nous savons que les lectines sont capable de
s’accumuler et de se fixer dans le proctodeum et le stomodeum, notre travail ne nous permet
pas d’affirmer que I'ensemble de l'intestin est atteint.

Parralelement, d’autres travaux suggérent que les lectines agiraient sur la perméabilité
membranaire des cellules épithéliales (Gatehouse et Gatehouse, 1984). Ce méme auteur
a étudié la toxicité des lectines vis-a-vis de la bruche Callosobruchus maculatus.

L'’hypothése d’une interaction des lectines avec les groupements glycosylés de la paroi
intestinale est aujourd’hui bien admise. Fontes et al. (1997), utilisent classiquement des
lectines pour identifier par immunohistochimie la nature des sucres a la surface de l'intestin
moyen.

Enfin, il est important de montrer que les lectines sont trés résistantes a la protéolyse
intestinale. La multiplicité de ces observations démontre que le mode d’action des lectines
au niveau cellulaire est encore imparfaitement compris.

Depuis toujours, des produits naturels a effet entomotoxique sont utilisés pour lutter
contre les insectes ravageurs des denrées entreposées.

L'étude sur la sensibilité variétale du haricot face aux attaques de Callosobruchus
maculatus nous a permis de déterminer par le biais des paramétres biologiques de calculer
l'indice de sensibilité des variétés testées afin d’établir un classement des variétés du haricot
vis-a-vis des attaques de la bruche du pois chiche Callosobruchus maculatus, espéce
fréquemment rencontrée dans nos stocks de légumineuses.

Pour cela, nous avons procédé a I'étude de la sensibilité variétale de cinq variétés de
Haricot basée sur les parameétres biologiques de cette espéce de bruche.
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Partie Il : PARTIE EXPERIMENTALE.

En deuxiéme lieu, nous avons réalisé des tests biologiques concernant I'efficacité pour
déterminer la toxicité de ces variétés de haricot testées. Des résultats hautement significatifs
sont obtenus car ces variétés ont eu un effet toxique.
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Conclusion générale

Ala lumiére des résultats obtenus, nous remarquons que toutes les variétés testées quelles
soient présentées sous forme de graines entiéres ou reconstituées de pois chiche sont
exposées aux attaques de Callosobruchus maculatus mais a des différents degrés.

Les résultats relatifs aux tests entomotoxiques sur graines entiéres de cinq variétés de
haricot sur Callosobruchus maculatus montrent une variabilité de la fécondité moyenne par
femelle de cette espéce par rapport au pois chiche « variétés témoin ».

Cette fécondité est plus élevé sur Pinto avec 8.2 ceuf par femelle, suivie des deux
variétés Terga et Cotender avec des valeurs respectives de 7.8 ceuf par femelle et 7 ceuf
par femelle. La variété S 102 affiche une fécondité moyenne de 5.04 ceuf par femelle et
enfin, Phaseolus caracalla ou I'on enregistre une faible moyenne de 2.92 ceuf par femelle.

Cependant, sur 'ensemble des variétés de haricot étudiées sous forme de graines
entiéres, nous avons constaté que ces derniéres empéchent les ceufs de Callosobruchus
maculatus d’éclore malgré la présence de pontes sur la surface de ces graines.

Pour Callosobruchus maculatus, la longévité moyenne des méles est légérement plus
longue que celle des femelles. Cette derniére est de 2.6 jours, 3.48 jours, 3.88 jours, 4.44
jours et 5.52 jours chez les males respectivement sur les variétés Phaseolus caracalla,
S102, Pinto, Cotender et Terga. Chez les femelles la longévité moyenne varie entre 2.28
jours et 4.6 jours.

Concernant le pourcentage de mortalité enregistré, les cinq variétés de haricot testé ont
un effet entomotoxique par rapport au témoin engendrant des mortalités supérieures a 50 %
au bout de trois jours d’exposition pour la S102 (55.10 . ) et Phaseolus caracalla (75.51 7.).

Les graines de pois chiche reconstituées enrichi isolement en farine des cinq variétés
de haricot révélent une variabilité entomotoxique des parameétres biologiques de I'espéce
Callosobruchus maculatus. En effet, la fécondité de cette espéce sur les cing variétés de
haricot est nettement inférieure a celle réalisée sur témoin, ainsi les doses D3, D4 et D5 ont
manifesté un effet entomotoxique contre Callosobruchus maculatus.

Pour I'étude de la fertilité sur graines reconstituées de pois chiche enrichi en farine
de haricot, nous constatons que ce dernier n’'offre pas des conditions favorables au bon
développement de Callosobruchus maculatus, ainsi les doses les plus efficaces sont la D3
et D4 ou nous avons enregistré un trés faible pourcentage d’émergence.

Il ressort des résultats, que les variétés les plus résistantes suite a I'étude de l'indice
de sensibilité sont Phaseolus caracalla et la S102. En effet, ces derniéres sont dotées de
composeés défensifs généraux qui leur permettent de développer une certaine résistance
face aux attaques de Callosobruchus maculatus. Ceci implique que la composition chimique
du haricot est un facteur majeur déterminant le choix de la plante par l'insecte ravageur.

Concernant la durée moyenne de développement de C. maculatus, les doses D1, D2
et D3 paraissent les plus importantes du fait qu’elles la prolongent significativement.

Sur graines reconstituées a base d’extrait de lectines, la fécondité moyenne par femelle
de Callosobruchus maculatus obtenue aux trois doses testées a savoir D1 = 50 ml, D2 =
100 ml et D3 = 200 ml diminue au fur et a mesure que la dose augmente.
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Parallelement, I'extrait de lectines tronquées a agit sur la longévité des males et des
femelles de C. maculatus car I'ensemble des doses s’avére toxiques sur cette espéceou
nous avons enregistré un pourcentage de mortalité supérieur a 50 7 pour les trois doses
testées apres trois jours d’exposition des adultes. En effet, par rapport au témoin qui affiche
une longévité moyenne de 7.04 jours pour les males et de 7.96 jours pour les femelles ; sur
graines entiéres, cette derniére est respectivement de 3.48 jours et de 3.36 jours pour les
males et les femelles a la dose 80%. A la méme dose on enregistre sur graines reconstituées
une longévité moyenne de 3.36 jours pour les males et de 2.88 jours pour les femelles. Ces
résultats sont similaires avec ceux obtenus sur adultes traités avec 50ml (D1) d’extrait de
lectines issus de la variété S102 ; cette dose affiche une longévité de 3.04 jours pour les
males et de 2.72 jours pour les femelles. Par contre, avec la dose de 200ml d’extrait (D3),
cette longévité diminue considérablement. Elle est respectivement de 2.12 jours et de 1.60
jours pour les males et les femelles de C. maculatus.

Si la présence de toxicité différentielle dans I'extrait des graines de la variété S
102 est une indication de la possibilité de présence d'une glycoprotéine, elle n’en n’est
pas une démonstration absolue. Ainsi, afin de poursuivre et compléter cette étude sur
les glycoprotéines de réserves présentes au niveau de la variété de haricot S 102,
une purification et isolation de la protéine en question a partir d’extraits de graines est
indispensable.

En effet, ces derniéres agissent en quelques jours aux doses moyennes en inhibant
I'ingestion. Ainsi des techniques de I'histologie révelent que la cible physiologique primaire
de la fraction toxique des protéines est le mésentéron. Des modifications histologiques sont
observées au niveau de ce dernier:

Altération et fragmentation de I'épithélium, apres liaison des lectines aux cellules.

Induction d’'une hypertrophie des cellules et un détachement de leur membrane
apicale.

Disparition des vésicules de secrétions et de la membrane péritrophique.

Tous ces résultats, montrent que la fraction protéique en I'occurrence les lectines tronquées
des graines de haricot quelles soit entiéres ou reconstituées de pois chiche sont efficaces
sur le coléoptére Callosobruchus maculatus. Leur mode d’action réside au niveau du
meésentéron.

A la lumiere de tous les résultats obtenus, il ressort que cette glycoprotéine de
défense des graines de haricot est dotée de propriétés insecticides certains, permettant de
réduire les populations de Callosobruchus maculatus. Cette étude pourrait étre élargie aux
autres insectes de post récolte pour I'essentiel Sitophilus oryzae et Tribolium confusum. ||
serait aussi important d’isoler, de purifier ce facteur entomotoxique présent chez le haricot
responsable de la mortalité de Callosobruchus maculatus, d’étudier la génétique de la
résistance par le biais de la biologie moléculaire et d’élucider le mécanisme d’action de ces
lectines extraites de graine de haricot, légumineuse largement consommée par 'lhomme.
Cela contribuera a la mise au point d’une lutte non polluante contre les insectes des denrées
stockées et a une meilleure connaissance de la phylogénie des Iégumineuses.
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