e UNIVERSITE D’ANTANANARIVO

Nz FACULTE DES SCIENCES

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET ECOLOGIE VEGETALES

MEMOIRE POUR L’OBTENTION DU DIPLOME D’ETUDES APPRGBNDIES
BIOLOGIE ET ECOLOGIE VEGETALES

|
Option : PHYSIOLOGIE VEGETALE )@
y

Evaluation de I'activité répulsive de I'huile essetielle de pulpe
de rotra, Syzygium cuminiL. (MYRTACEAE), contre l'insecte
dévoreur de grainesMyocalandra signatella

Présenté par :
Stelina RASAMIMANANA
Maitre és Sciences

Soutenu publiqguement le 14 AoGt 2009
Devant la commission d’examen composeée de :
Président : Professeur RAMAVOVOLOLONA
Rapporteur : Docteur Aro Vonjy RAMAROSANDRATANA

Examinateurs : Docteur Isabelle RATSIMIALA RAMONTA
Docteur Lala RAVELOSON RAVAOMANARIVO



SOMMAIRE

REMERCIEMENTS
LISTE DES ABREVIATIONS
GLOSSAIRES

LISTE DES FIGURES
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES ANNEXES

INTRODUCTION ..ottt 1

GENERALITES ...ttt 4.

I SYZYGIUM CUMINIL. ..ottt 5
0 S VA (= 0 = o [ = PSSP 5
[.2 DeSCription DOtANIGQUE .....ccoooeieiiiee ettt e e e e e ee e s 5
[.3 Distribution gE€OGraphiQUE ............ ... e sernnnnssseeeeeeeeeeeeeeeeeeressnnnnnnnnansennnaeeees 6
1R 2 1 To) (o [N =] A =Toto] (oo | = 0PRSS 7
1.5 Insectes nuisibles et Maladies ... 7
1.6 Utilisation de 1a Plante ............eeeiiiiie e 7
[.7 Chaine d’approvisionnement en graines de [QtLa..............ceevvvrvviiiiiiiieeeeeeeneeeneenns 8

[l L'insecte Myocalandra signatella...............cccoovoioiioiiiiiiiecceeecee e 10
[1.1 ClaSSIfICALION ......ccoeiiiiiiieeiiiitiit e ettt s e e e e e e e e aaaaaeeeeaaaeeeeeeeeseennnnnns 10
[1.2 DeSCription de I'NSECTE ....coee e s 10
1 38 = 1T ) 0 o 1= P 11
[1.4 DEQAats CAUSES PAr 'INSECLE .....vvuveeieiiiei i e et erree e e e e e e e e e e e 11
[1.5 MOYENS A€ TULEE ...t 11

[1.5.1 Méthodes de lutte traditionnelles.........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
[1.5.2 Méthodes de Iutte MOUEINES .........coviiiiiiiiie e 12

[ LeS HUIlES @SSENTIEIIES ...t 12
0 I 0 = 1 1 oo PR 12
1.2 LIEU A€ SYNINESE ...eeviiiiiiiiiieee ettt a e e e e e e e e e e e e e annns 13
[11.3 PrOCEUES A'@XIIACTION ...t ettt e e e e e e e e e e e e e e s s s sammne e e e e e aaeeaaeeeeas 13
[1l.4 Caractéristiques générales des huiles eBEHi........ccoeeiviieeeeiiiiiiiee e e 15
[11.5 ComMPOSItION CRIMIQUE ....coeiiiiiiiiiii et 15
[11.6 Facteurs influant sur la composition d’'unel@wessentielle................ccvvvviiiiiiiaeee. 16

1.7 Utilisation des huiles €SSENTICIIES ... 16



[11.8 La chromatographie en phase gAzZEUSE . . ceeeeeeieiiiiriiiiiiiieaieeeeeeeeeeieeeeeaanenn. 16

1= 700 R 7= i1 711 o o PP PP PPPPPPRPPPR 16
1 T2 T o o = P 17
MATERIELS ET METHODES ..ot 18
[ IMAEETI@ ...ttt bbbttt 19
.1 Matriel VEQELAI ..........ovuuiiiiiiii it s e e e e e e e e e e e e e e e et nnneeeeeesan e e e eeeas 19
[.2 Matériel DIOIOGIQUE ........eeeeieie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeenee 19
[T IMIEENOTES........oe sttt bttt 19
[1.1 Evaluation de l'infestation des frUitS ......cc..oiiiiii i 19
[1.2 Test d’affinite de FINSECIE ........ooo oo 20
[1.3 Caractérisation des fruits de rotra au cow$edir maturation ............cccceevvveeeereenn. 20
[1.3.1 Caractérisation des différents stades d@ImBON ............cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiies 20
[1.3.2 Caractéristiques mOrphoMELIIQUES ..........uuuriiiiiiiiiiiiiieeeeeee e eeseeeeee e 21
[1.3.3 Caractéristiques phySiCO-ChIMIQUES ... commmeerrrrriiiiiiieeeeeeeiieeeeeeiiiiii e 22
[1.3.3.1 ACIIte titrable ... 22
[1.3.3 2 Total des Solides Solubles (TSS) ... 22
[1.3.3.3 Dosage des Chlorophylles ... 22
[1.3.3.4 Dosage des anthOCYaANES ......ccccoveeeiieeeieeeceeeeeeer e e e e e e e eee e 23
[1.3.3.5 Extraction et analyse des huiles essd@siel.................oovvviiiiiiiiiii e 23
] =3 £ o o] (oo o U= PR 25
R o T o =2 PP 25
[1.4.2 TeSt de rEPUISIVILE..........cceeeie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeensssnnnnnns 25
[1.4.4 Tests de SPECITICITE. .....ccooee i ee e e e e e e e eeeeeeeaanae 27
[1.4.4.1 Test de différentes huiles essentielles..............ccccociiiiiiiiiiiiiiiee e, 27
[1.4.4.2 Test SUBItOPNIIUS OFYZaE.........coeiiiiiiiie e 27
[1.4.5 SUDSTITULION ....coiiiiie e e e e e e e e e e e e e s 27
RESULTATS Lottt s s s bt s e n et setees 28
| Infestation des fruits au cours de la Mmaturation...............cccccoeiireincecceee e, 29
Il Affinité de Myocalandra signatellgpour les fruits de rotra............cccccoovviieiciiiciccccnns 29
[II Caractéristiques morphomeétriques des fruits derotra..............cccccceveviiccceicicccenn, 30
[11.1 Proportions relatives des différents stadesraturation ..............cccceeeeeeeviiiiivinnnne 30
1 B2 o o] o L PP PSP 32

[11.3 LONQUEUT €1 QIAMIBLIE ....uvveiieieeeeee s ettt ettt e e aaaaeeaeaaaeessssssnssrnrnreeaeeeeeaeasasannns 32



IV Caractérisations physico-chimiques de la pulpe @ rotra ..........cccccceoveeeicccccece 33

IV.1 TeneUr €N €aAU (TE) ...cciiiiiieeee e eeeeeeee ettt s s e e e e e e e e e e e e e e eeeenneeeeeeeeennnnnnnas 33
V.2 ACIAITE TIIrADIE.......eiiiiiiiieie e e e 33
IV.3 Total des Solides Solubles (TSSY0) ....ciceeaeeeeeiiiiiiiii e 34
IV.4 Teneurs en chlorophylles et en anthoCyan@BIot. ...............ouvveiiiiiiiiiieeeeee e 34
IV.5 Rendement en huile eSsentielle ... 35
IV.6 Variation qualitative de I'huile essentiellgteite de pulpe de rotra.................... 35..
V. Résultats des tests DIOIOGIQUES.............cooiiiiiiiieceeee s 37
V.1 Effet répulsif de I'huile essentielle extraite pulpe de rotra contM. signatella..... 37
V.2 Effet toxique de I'huile essentielle extraite pulpe de rotra contid. signatella..... 38
V.3 Effet répulsif d’autres huiles essentiellestceM. signatella.................ccceevvvvvvnnnnnns 38
V.4 Effet répulsif de I'huile essentielle de pulghe rotra contr&itophilus oryzae.......... 39
DISCUSSIONS . ..ottt 41
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES........cocioioiiiieeeeeeee e 48
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ........cciiiiiiiiiiiiieeeeee e 50
REFERENCES WEBIOGRAPHIQUES ........coo oo 55

ANNEXES



REMERCIEMENTS

@  Grace au Seigneur tout puissant pour avoir accsadidnté et sa bénédiction tout au

long de ma vie et m'a permis d’'arriver au seuicdemnémoire. Gloire a Dieu !

La réalisation de ce mémoire, qui est le fruit de cbllaboration entre I'IMRA et le
Département de Biologie et Ecologie Végétales gtéapossible sans l'aide et la participation

de nombreuses personnes.

Nos remerciements les plus sincéres vont a I'emeat@s membres du jury :

@  Professeur RAMAVOVOLOLONKEnNseignant-chercheur, Responsaii&™ cycle en
Physiologie Végétaleet de la formation doctorale au Département ddoBie et Ecologie
Végétales a la Faculté des Sciences, qui a bielu yavésider le jury de la présente mémoire
et pour ses précieuses suggestions dans lI'améiorae ce travail. Qu’elle trouve ici

I'expression de notre haute considération.

@  DocteurAro Vonjy RAMAROSANDRATANKaitre de Conférences a la Faculté des
Sciences, qui a bien voulu accepter de m’encadradant ce travail, pour sa disponibilité,
son aide, sa motivation et ses conseils tout ag tnla réalisation et de la rédaction de ce

travail. Qu'il regoive ici nos plus vifs remercients.

@  Docteur Isabelle RATSIMIALA RAMON;TKaitre de Conférences a la Faculté des
Sciences qui a bien voulu siéger parmi les mentdiugary en tant qu’examinateur malgré ses

lourdes responsabilités. Qu’elle trouve ici le tegnage de notre gratitude.

@  DocteurLala RAVELOSON RAVAOMANARIV®aitre de Conférences a la Faculté
des Sciences, Chef du Département Entomologieaduien voulu accepter d’examiner ce

travail et n’a ménagé ni son temps ni son expéeie@e’elle soit assurée de notre respect.



Nous souhaitons également adresser nos sentineergsahnaissance :

@  Au Professeur Suzanne RATSIMAMANGA, Présidente’tMRA, qui a bien voulu
accorder notre demande de stage au sein de Llipstih vue de la préparation du Dipléme

d’Etudes Approfondies et pour son soutien finandeers le cadre de ce projet.

@  Au personnel du Laboratoire d’Analyses des Huileseatielles de I'lMRA, dirigé par
Monsieur Delphin RABEHAJAJuUiI nous a prété main-forte avec leur aide et #ssistance

durant tous les travaux d’extraction et d’analyss kluiles essentielles.

@ A l'équipe de I'Unité de Recherche sur la Récoltées Traitements Post-Récoltes de

I'IMRA pour son aide et qui ont fait que chacunraes jours de travail ait été plus agréable.

@  Au personnel du Département d’Entomologie de lauFaales Sciences et du PBZT

qui a permis d’identifier les insectes.

@  Au personnel du laboratoire de Physiologie végéjalenous a permis de réaliser les

études physico-chimiques.

@  Atoutes les personnes qui nous ont aidés a eéfelds récoltes.

@  Atous les enseignants du Département de Biolddike@logie Végétales de la Faculté

des Sciences d’Antananarivo, pour leurs directivasau long de ces années universitaires.

@ A mes amis de promotion pour les sympathiqgues mtsngne nous avons passés

ensemble.

@ A mes parents, mes freres et a Dina pour leursesmupermanents malgré la distance.

Je vous remercierai éternellement.

@ A toutes les personnes qui ont contribué de présleoloin a la réalisation de ce
travail.

Que Dieu récompense vos efforts !



LISTE DES ABBREVIATIONS

AFNOR : Association Francaise de la Normalisation
CNRS: Centre National de la Recherche Scientifique
CPG/DIF : Chromatographie en Phase Gazeuse/ Détectenrsation de Flamme
D.O : Densité optique

DVRN : Direction de la Valorisation des Ressources Ndies
EMAG : Esters Méthyliques d’Acides Gras

HR : Humidité relative

IMRA : Institut Malgache de Recherches Appliquées
LAHE : Laboratoire d’Analyse des Huiles Essentielles
min : Minute

Pre : Poids huile essentielle recueillie

Pm: Poids frais du matériel végétal utilisé

PMF : Poids de la Matiere Fraiche

PMS : Poids de la Matiere Seche

Rdt : Rendement en huile essentielle

T°: Température

TE : Teneur en eau

TSS: Total de Solides Solubles

GLOSSAIRES
Stomachique: qui favorise la digestion
Véraison : qui correspond a un démarrage de la maturatiofiuit. La véraison de tous les
fruits n'est pas simultanée: sur une méme grapps, lihies sont encore vertes et dures,

d’autres sont vertes et molles, alors que certainesmencent a se colorer.



LISTE DES FIGURES

Figure I: Pied deotra agé d’'une trentaine d’années (IMRA a Avaratip@hltaosy)..........ccccccveeeeeeeenenns 5
Figure 2a Fleurs et feUIllES 08 FOtra.........iiiiiie it e e e e e 6
FIQUIE 2D FIUITS 0@ FOTIA. .. uuuuiieiiiiiiiiees e st s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaeeaeaeaaaeaaeeeeeeeeeeeennennees 6
Figure 3. Diagramme montrant la chaine d’approvisionnenmantgraines de rotra jusqu’'a sa
transformation €n MadegIUGYL.............cvoeieiie et 9
Figure 4: Individus adultes d&lyocalandra. signatell@t deSitophilus oryzae............cccoeeeeeeeen.. 10
Figure 5. Métamorphose complete d’une larveSitophilus oryzagusqu’au stade adulte................... 11
Figure 6: Glande sécrétrice chargée d'huile essentielléerg@ldes trichomes ...............cccvvvvviene. 13
Figure 7. Appareil sécréteur (calice d'une fleur de lavande............ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 13
Figure 8 Diagramme simplifi€ montrant les étapes successde la séparation des différents
composants d’'une huile essentielle par chromatbggagn phase gazeuse ..........ccccceevvvnenne 17
Figure 9: Lot de fruits montrant les symptdmes d’'une irdésh par l'insecte au niveau de la
PUIPE (ENCEICIE BN JAUNE) ..ottt e e e e e e e e e e sennr e e e eeaeeeeeaeannnnes 19
Figure 10 Lot de fruits récolté a un temps donné au cowdadfructification montrant les
différents stades de MatUration ............cooeeeeiieoiiiiiiii e 21
Figure 11 Cocotte minute transformée en extracteur d’hesieentielle ..............cccccvvieveiiinns 24
Figure 12: Extracteur d’huile essentielle de type CleVENGEL............uvuviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 24
Figure 13 Chromatographe de marque 8Q@p avec injecteur automatique...........cevueeeeereeeeeennn. 25
Figure 14: Test de répulsivité contre les adultesvimcalandra signatella................ccvvvvieeeennneee. 26
Figurel5 Comparaison du pourcentage d’infestation dessfidet rotra au cours de la maturation
(L E=10 ) PP PPP PP 29
Figure 16 (a-e) Variation des différents stades de maturation fdgiss de rotra au cours des
semaines 1, 3, 6, 9 €t 12, (NT250) ..........commmmmmeerrrnnmnmmiiiaanaaanaeeeeeeaaaeeseeiaereeeaeaaeaeeeeeeeeen 31

Figure 17. Variation du poids de la matiére fraiche (PMF) fduit de rotra au cours de la
maturation. Barre = 150 32

Figure 18 Evolution de la longueur et du diametre des $rdi¢ rotra au cours de la maturation.

e LT (O - Y
Figure 19 Variation de la teneur en eau (TE) de la pulpeoti@ au cours de la maturation.

e LT O - o
Figure 20 Variation de I'acidité de la pulpe de rotra awisde la maturation des fruits.............. 33.

Figure 21 Variation du total de solides solubles (TSS) depllpe de rotra au cours de la
MALUrALION S fIUITS. ....cii i ittt e e e e s e e e e eeens 34
Figure 22 Variation des teneurs en chlorophylles et en@yanes totaux de la pulpe de rotra au
COUIS d€ 18 MALUIBLION .....eeeiiiiiiee e ittt e e e e e e e s s smmmne e e e e e e e e e e e 34
Figure 23 Variation du rendement en huile essentielle dpgpde rotra au cours de la
L gF= L (0 =V (o o TR PR E TP P P PP PPPPPPPP 35
Figure 24 Effet de la dilution sur la répulsivité de I'hetilessentielle de pulpe de rotra contre
SIHOPNIIUS OFYZAE ... .o eanaaae 40



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 Affinité de Myocalandra signatellgour les fruits de rotra « mdrs » et « verts ».
Les insectes qui ne se trouvent pas sur un fruésa@4 heures sont classés
CIBUIIES 3 iviiieeeeeiit e e e et et eeemmmmme e e e e e e e e e e e sa e e et e e e en e e e e e e s rmmmmn s n e e e e ennnn e e eenees 30
Tableau 2 Affinité de Myocalandra signatellgour les graines de rotra « mars » et « verts ».
Les insectes qui ne se trouvent pas sur un fruésa@4 heures sont classés
CCIIBULIES 3 it eeeeittte e e e ettt e e e eemmmmmeeeeeta e e e e eeetaa e e e eeeatan e e e eeesbmmmnan s eeeeennbnnaaaaaees 30
Tableau 3 Variation des teneurs relatives des constituahisiques de I'huile essentielle
extraite de pulpe de rotra au cours de la maturatio..............cevvvvevniiiiieeeieeeeeeeaes 36
Tableau 4 Résultats de I'analyse de variances de I'effetaddilution et de la période de
récolte des fruits sur la répulsivité de I'huilesestielle de pulpe de rotra.................... 37
Tableau 5 Pourcentage de répulsivité de l'huile essentidie pulpe de rotra extraite a
différents temps de la maturation corifgocalandra signatella.................cccceeeennnn. 37
Tableau 6 Mortalité deMyocalandra signatellaaxposés pendant différents temps a I'huile
essentielle de pulpe de rOtra ..........ueeeoeee e 38
Tableau 7 Pourcentage de répulsivité de difféerentes hugkesentielles contrilyocalandra

S0 = 1= | = PSPPSR 39

LISTE DES ANNEXES

Annexe 1 :Conditions opératoires

Annexe 2 :ldentification des constituants

Annexe 3 :Liste des constituants chimiques non identifiéd’lui@le essentielle extraite de
pulpe de rotra au cours de la maturation

Annexe 4 :Structure de quelques constituants chimiques diésshessentielles

Annexe 5 :Teneur relative des constituants chimiques ddesassentielles de substitution



Introduction

Introduction

1 Mémoire de DEA



Introduction

INTRODUCTION

Plante introduite a Madagascar, c’est vers I'anh@87 que le Pr. Albert Rakoto-
Ratsimamanga et ses collaborateurs s’intéressa@ytygium cumirii. lls ont recherché de
nouvelles substances actives, a partir des gralaesette plante, a I'Institut Malgache de
Recherches Appliguées (IMRA) mais également au r€emational de Recherche
Scientifique (CNRS) a Paris. Vingt cing ans plusltdéquipe a mis au point une spécialité
antidiabétique appelée Madeglutsl partir de graines d8yzygium cumirgt a pu démontrer
ses activités hypoglycémiantes et antidiabétiquessiabien sur I'animal qu’en clinique
humaine (Ratsimamanga et al., 1999). Cette préparatobtenu une Autorisation de Mise
sur le Marché portant n° 011.5.3.95 du 18 Décerib8y a Madagascar.

Cependant, les graines utilisées pour la préparated Madeglucyl sont attaquées par des
insectes nuisibles se manifestant principalementigrat le stockage des graines, causant de
sérieux dommageslyocalandra signatellage la famille des Curculionidae, figure parmi les
insectes dévoreurs trouvés dans les stocks deegrailaSyzygium cuminiSelon Baloch
(1992), les Curculionidae sont des insectes naéisides graines stockées et des produits qui
en dérivent. L'estimation de tous les dommages é&aysmr les insectes sur les graines
stockées est de 10-40% de perte annuelle dans ndandatthews et Hislop, 1993). Pour
eviter linfestation des stocks de graines et desdyts qui en dérivent, nombreux
insecticides synthétiques ont été utilisés. Cepandae acquisition d’une certaine résistance
contre la plupart de ces substances a été rappchts plusieurs insectes (Jembere et al.,
1995). Ainsi, l'utilisation incontrélée de ces puiid synthétiques peut entrainer des impacts
négatifs sur I'environnement et pourrait causer \d@gtions comportementales de l'insecte
(Gupta et al., 2001). Donc, il est nécessaire deldpper de nouvelles alternatives comme
I'application simultanée de traitements insectisidede répulsifs.

Les répulsifs peuvent étre considérés comme destaudes actives agissant sur des insectes
susceptibles de véhiculer des germes de maladetsr§en et al., 2001). L'utilisation des
insecticides dérivés de plantes a joué un role itapbdans la méthode traditionnelle de lutte
contre les insectes nuisibles en Afrique et en Adassanali et al., 1990; Niber, 1994; Bekele
et Hassanali, 2001). A cet égard, plusieurs substagontenues dans les plantes ont été
évaluées pour leur propriété toxique et répulsiortre les insectes des graines stockées,
spécialement sous forme d’huiles essentielles.fieh, ées constituants des huiles volatiles de
plantes sont connus depuis longtemps comme ayantickons sur le comportement des
insectes nuisibles. Ces effets sont dus a la présae terpénoides, comprenant les
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monoterpéenes, sesquiterpenes et autres éléemergk @B&root, 1986; Palevich et Cracker,
1994).

La qualité du stock de graines 8gzygium cumirdlestinée & la fabrication de Madeglfcyl

dépend étroitement de la chaine d’approvisionneratant de la récolte par les paysans
jusqu’a la livraison des graines a la manufactlre. présent projet s’inscrit dans une
démarche qualité de la manufacture visant a rédegaisques d’infestation de la matiére

premiére nécessaire a la production de phytomédiatan

L’objectif général du projet est de répondrex problemes posés par la Soamadina sur
la protection du stock de graines de rotra desdiriéda fabrication de l'antidiabétique
Madeglucyf contre I'infestation par des insectes.

Afin de résoudre ce probleme, notre étude consister
Identifier, en premier lieu, I'étape critique awcs de laquelle survient l'infestation des lots
de graines de rotra pht. signatellg;

Tester au laboratoire la préférenceMlesignatellapour les fruits récoltés a différents stades
de maturation. En effet, les fruits verts tombéstpae ne sont que trés rarement attaqués par
les insectes contrairement aux fruits mars. Ce spuggere la présence de substances
répulsives dans les fruits verts et particuliérenaenniveau de la pulpe ;

Suivre les variations quantitatives et qualitatidesl’huile essentielle de pulpe de rotra au
cours de la maturation ;

Tester la répulsivité d’huiles essentielles obtenaigifférents stades de la maturation contre
M. signatellg;

Tester d’autres huiles essentielles connues ouppan leur activité répulsive mais pouvant
remplacer I'huile de pulpe de rotra qui n'est disipte que pendant la fructification ;

Tester la spécificité de I'huile essentielle depeutle rotra contre d’autres insectes dévoreurs

de graines.
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Généralités
| Syzygium cumini.

Syzygium cumini. ou rotra est une plante d’origine Indo-Malamsie (Morton,
1987). Elle est tres anciennement introduite a lgadear ou elle est naturalisée (Boiteau,
1985).

l.1 Systématique

Regne : VEGETAL

Sous- regne : TRACHEOBIONTA
Embranchement: SPERMATOPHYTA
Division : MAGNOLIOPHYTA
Classe : MAGNOLIOPSIDA
Sous-classe : ROSIDAE

Ordre : MYRTALES

Famille : MYRTACEAE
Genre : Syzygium

Espece : cumini (L.) Skeels

SIS

Figure 1: Un pied deotra agé d’une trentaine
d’années (IMRA a Avarabohitra Itaosy)

Synonymes: Eugenia cumini(L.) Druce, Eugenia jamboland.amk., Jambolifera sinensis
Spreng., Myrtus cuminiL., Syzygium jambolanurfLam.) DC., Calyptranthes jambolana
willd.

Noms vernaculaires:Rotra (dans toute I'lle malgache), Robazaha (Befsi Rotrambazaha
(Merina), Varotra (Betsileo), Jamblon, Jamélongbraiicais), Black plum, Jambolan, Java

plum (Anglais), Jamun, Jambul (Inde, Malaisie), etc

.2 Description botanique

Syzygium cuminiou « Rotra », est un arbre (Figure 1) qui poussgdement,
atteignant une taille maximale en 40 ans. Le diegrdt tronc varie de 0,6 a 0,9 m. L’écorce,
dans les parties basses de l'arbre est rugueuxyelé écaillé et décoloré; vue de loin, son
aspect est lisse et gris lumineux. Les feuillessigantes, opposées, oblongues ovales ou
elliptigues mesurent de 5 a 25 cm de long et 216 am de large. Les fleurs se colorent en
blanc d’abord, puis rose et se présentent sousefolengrappe de 1,25 cm de large et 2,5 cm
ou plus de long (Figure 2a). Les fruits ronds oloogues sont généralement au nombre de 10

a 40 et en forme de grappe. lls mesurent de 126ra de long, de couleur vert, puis violet
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Généralités
sombre ou presque noir quand ils sont mars (FighjeLa pulpe est blanche ou violette, tres

juteuse. Les graines sont de couleur verte ou mgNaorton, 1987).

Copyright (c) Thaumaturgist
httpziiplantsdatabase.com/members/Thaumatur gist/

Unauthorized Use Prohibited

ST
\.
\'{} . Fleur
Feuille
Figure 2a Fleurs et feuilles de rotra
(Source : http//plantsdatabase.com/members/Thaugmstiu
Fruit vert
Fruit mar

Figure 2b: Fruits de rotra

(Source : http//www.visiflora.com)

.3 Distribution géographique

C’est une plante tropicale qui est naturalisée waigWagner et al., 1990), Australie,
Zanzibar, Pemba, Mombassa et au Kenya (Morton, )198Ié se trouve surtout dans les
régions de basse altitude, surtout le long des esaidgs cours d’eau. A Madagascar, le rotra
est ainsi localisé sur la Cote-Est et Nosy-Be, Naiga et Antsiranana a I'Ouest. Cet arbre
est assez commun aux environs de Vohemara, MastemtsToamasina et Tolagnaro
(Boiteau, 1993).
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.4 Biologie et écologie

Le rotra se développe sur une grande variété deetofie formations géologiques:
latéritique, sable alluvial, et calcaire oolitiguEn général, c’est une plante qui pousse a une
température variant de -2 a 48°C, une préecipitaéintre 900 et 1000 mm et une altitude
comprise entre 0 et 1800 m, au cours de I'anB#e fleurit chaque année, principalement au
printemps et fructifie a partir de sa cinquieme @&ixieme année. Les graines
polyembryonnaires servent de matériel de propagaticont dispersées par les oiseaux et les
mammiféresLe rotra requiert un climat humide, mais pour lardison et la fructification,
elle préfere une période seche. En revanche,ués Bont mirs pendant la période des pluies
(http:// www.worldagroforestrycentre.org).
Dans lile, la saison de fructification est de Jana Avril et chaque pied de rotra produit

environ 15 a 180 kg de fruits soit 5 a 60 kg dengs

1.5 Insectes nuisibles et maladies

Le rotra est susceptible aux attagues de diveextes et maladies. Parmi les insectes
ennemis en Inde du sud, les plus nuisibles sontiés®reurs de feuillesCarea subtilis,
Chrysocraspeda olearia, Metanastria hyrtaea Euproctis fraterna.Ces insectes peuvent
causer une défoliation totale. Les fruits sontcatés par des insectes volaria¢us diversus
en Inde) et peuvent étre avidement mangés paideaux (Morton, 1987).
Par ailleurs, le rotra peut contracter diversesadiak causées par des champignons:
4 Le «black leaf spot »ou taches noires sur les feuilles pssterinella puiggarii
(mycetes)
v Le « mushroom root rot ®u pourriture de racines palitécybe tabescen@gnycéetes)

.6 Utilisation de la plante

Les fruits mars sont usuellement consommeés fraisilsasont juteux. lls peuvent
également étre transformés en confiture et mémemeoimgrédient dans la réalisation de
pudding. Les fruits sont aussi utilisés pour laritzdiion de vin qui est produit en grande
quantité aux Philippines.
L’huile essentielle extraite a partir de feuilles atilisée pour le parfum des savons et elle est
mélangée avec d’autres matériels pour la prépardeggarfums.
Les fleurs sont riches en nectar et donnent de bem#ements et une meilleure qualité au

miel (http:// www.issg.org/database/species/ecglogy
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Le bois gris-rougeétre est utilisé en menuiserienetharpenterie. Le bois est résistant aux
termites, et bien que difficile a travailler, iltagilisé pour la construction de bateaux, outils
agricoles, charrettes, traverses, contreplaquésneine support pour les galeries des mines. Il
est également utilisé pour construire les pontsfabtiquer des instruments musicaux,
spécialement la guitare.
En Inde, les graines de rotra sont largement é&isen médecine traditionnelle contre le
diabéte (Kumar et al., 2008). Pendant la deuxieoerrg mondiale, quand Madagascar f(t
privé d’'insuline pour le traitement des diabétiquaspoudre de rotra était utilisée. L’écorce
derotra présente une activité anti-inflammatoire (Myanandan et al., 2001)es fruits sont
stomachiques, diurétiques et le jus sert a apdsediarrhées aigles. En Inde, le jus, la
décoction ou le vinaigre des fruits mle rotra peuvent étre administré pour apaiser la
diarrhée chronique. Les graines et I'écorce sagrt bonnues au Far-Ouest pour le traitement
de la dysenterie. L’écorce astringente peut éfiteség pour se gargariser et les fruits sont

utilisés pour atténuer la colique.

|.7 Chaine d’approvisionnement en graines de rotra

Le déroulement de cette chaine destinée a la &dlmic de phytomeédicaments est
détaillé dans la figure 3. Elle commence par laltécdes fruits par des paysans dans la
région Alaotra-Mangoro (Ambatondrazaka), Boeny (daay) et Itasy. Cette premiére étape
est suivie du dépulpage des fruits (afin de réaplés graines). Les graines dépulpées sont
achetées entre 400 et 2000 Ar/kg par la Soamadiming de fabrication de
phytomédicaments sis a Avarabohitra Itaosy) patdimédiaire des collecteurs. Les lots de
graines sont ensuite triés, séchés, broyés et étoskus-forme de poudre servant a la
fabrication de Madegluc¥) dont la production annuelle est d’environ 1,4T.
Actuellement, les graines de rotra intéressenitmsstriels européens. En effet, Madagascar
exporte ces graines dans certains pays tels gabd’[INDENA), la Suisse et I'lle Maurice.
Selon les données obtenues aupres de la DVRN,dftatfpn annuelle de graines de rotra
varie entre 150 et 300 Kg entre 2000 et 2002.
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Récolte des fruits de rotra et dépulpage par lgsgres

v
Achat, acheminement des graines par les collecteurs

v
Réception et triage des lots de graines par la Sdana

v
Séchage et broyage des graines

v
Stockage de la poudre de graines

v
Fabrication de Madeglucyf’

Figure 3. Diagramme montrant la chaine d’approvisionneneangraines de rotra jusqu’a sa
transformation en Madeglityl
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Il L'insecte Myocalandra signatella
Myocalandra signatellast une espece apparentée au g8itophilus L'insecte a été
isolé de lots de graines de rotra provenant daségions d’Alaotra-Mangoro et de Boeny

mais, contrairement &itophilus sa présence dans toute lile n’est pas encorbliéta
(Anonyme, 1992).

I1.1 Classification
Regne : Animal
Embranchement : Arthropodes

Classe : Insectes
Ordre : Coléoptéres
Famille : Curculionidae
Genre : Myocalandra
Espece : signatella

II.2 Description de I'insecte

Myocalandra signatellaest un coléoptére (ordre d’'insectes dont la céaratigue la
plus visible est la présence d'élytres, ailes @mtiées dures qui recouvrent le dessus de
I'abdomen lorsque l'insecte est au repos) comparablcharancon du riditophilus oryzae
par sa biologie, sa forme et son comportement rddférent par sa taille et par les
caractéristiques de son élytid. signatellaest plus grand (3 a 5 mm), sans taches sur les
élytres alors qué&itophilus oryzaene mesure que 2,5 a 3,5 mm de long et présenteequa
taches rougeatres sur les élytres. Les Curculierodéla téte prolongée par un rostre (sorte
de bec)muni de piéces buccales puissantes. lls sont ratssables grace a leurs antennes
coudées ainsi qu’'a leur forme plus ou moins cylogs et leur corps assez luisant de couleur
brun foncé a noir (http:// www.wikipedia.org/wikii@culionidae).

Rostre

Antenne coudée

—
5mm

Figure 4 : Individus adultes deMyocalandra signatella(gauche) et deitophilus oryzae
(droite)
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1.3 Biologie

Le développement de ces insectes dans les graigaer des conditions optimales :
une température de 28°C et une humidité relatiadeédy 70%. Les insectes adultes (imagos)
femelles pondent des ceufs. Elles peuvent vivre gggn@ a 7 mois et déposent jusqu'a 150
ceufs, pondus séparément dans les graines. Leuwaithon dure de 10 a 15 jours. La larve
ronge lintérieur de la graine. Au bout de troiadsis larvaires (15 a 30 jours), elle se
nymphose. L'imago émerge au bout d'une semainety@e de développement est une
métamorphose comple{&igure 5) Ce cycle s’effectue a l'intérieur des graines.dbaée
varie en fonction des espéces et est fortementeinéiée par des facteurs externes (Gwinner et

al., 1996).

Trou de ponte oeuf larve larve nymphe grain yidé

Figure 5. Métamorphose compléte d’une larveSitophilus oryzagusqu’au stade adulte
(Source: Cruz et al., 1988)

II.4 Dégats causeés par l'insecte

Les Curculionidae sont de dangereux parasites tdekss(Gwinner et al., 1996) et
certaines espéces peuvent causer des dégats impaatax diverses cultures ainsi qu’aux
récoltes entreposées. Environ 60 000 especes mxastiEavers le monde. Les attaques des
coléopteres se manifestent, d’'une part, par des tde ponte ou des orifices de sortie des
adultes sur les enveloppes des graines et d’aaite par I'altération, voire la destruction
totale du contenu de ces graines (http:// www.faste.org). Ces dégats ont également été

observés avec I'insecidyocalandra signatelldors de I'élevage au laboratoire.

[1.5 Moyens de lutte
11.5.1 Méthodes de lutte traditionnelles
» Exposition au soleil L'exposition des denrées au rayonnement solaire
intense repousse les insectes adultes. Ces dend@esapportent ni les fortes chaleurs ni la

lumiere intense (en stock, les insectes se cantbisoevent dans les zones sombres).
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» Enfumage Les denrées les plus importantes pour le producent
souvent stockées en épis au-dessus des foyers titurreset sont ainsi enfumées presque en
permanence. Cet enfumage (parfois appelé fumigaétmgne les insectes et empéche la
réinfestation (Cruz et al., 1988).

» Ultilisation de plantes répulsivesDans certaines régions, les graines
sont mélangées avec des plantes qui agissent camsewifuges. Des études sont menées sur
certaines d'entre elles (notamm@aiadirachta indici pour mieux connaitre leurs propriétés
et leurs principes actifs (Cruz et al., 1988).

» Conservation en atmosphere confinéglle consiste a appauvrir en
oxygene l'atmosphere intergranulaire jusqu'a um tétal pour les insectes. L'obtention de
structures étanches (silo enterré, bidon de 266tlle principal obstacle a sa mise en ceuvre.

En milieu traditionnel, l'utilisation d'insecticidehimiques de contact se développe de

plus en plus, notamment en poudrage ou en pulvi@nsgCruz et al., 1988).

11.5.2 Méthodes de lutte modernes

» Lutte par le froid : Au-dessous de 10° C, le développement des insectes
est bloqué. En pays tempéré, la ventilation parn@es froides permet d'abaisser la
température des stocks. Dans les régions chaueks,technique colteuse n'est utilisée que
pour le stockage de semences (Cruz et al., 1988).

» Modification de I'atmosphére du milieull s'agit d'abaisser le taux
d'oxygene de I'atmosphére intergranulaire jusgu'taux Iétal pour les insectes (< 1 % 4.0
La méthode la plus répandue actuellement restepldéndle composés toxiques pour les
insectes (Cruz et al., 1988).

» Utilisation des huiles essentiellesAsawalam et al. (2006) ont
déemontré les effets répulsifs et insecticides daseh extraites du poivre noirP{per
guineensegontre les charangons du m&gpphilus zeamai©©gendo et al. (2008) rapportent
une forte toxicité de I'huile essentielle extrades feuilles de basilic sauvag®cimum

gratissimun contre les charancons du r&tophilus oryzae.

Il LES HUILES ESSENTIELLES

[11.1 Définition

Selon la norme AFNOR NF.T 75-006, I'huile essefdielst définie comme un produit
obtenu & partir d’'une matiere premiere végétalié pso entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I'épicarpe d’agsusat par distillation seche. L’huile est

ensuite séparée de la phase aqueuse par des mpbddiues (AFNOR, 1992).
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[1l.2 Lieu de synthése

L’embranchement des Spermaphytes comprend le plugest des plantes a huiles
essentielles. La synthese et I'accumulation dehtees sont généralement associées a la
présence de structure histologique spécialiséegur@i6), souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante: cellules dlehessentielle des Lauraceae ou des
Zingiberaceae, les poils sécréteurs des Lamiadesgyoches sécrétrices des Myrtaceae ou
des Rutaceae et les canaux sécréteurs des Apiaceias Asteraceae (Bruneton, 1993).

On trouve les huiles essentielles naturelles desdléurs, les fruits, les feuilles, les
racines, les graines et les écorces de nombreugtaidg Mais, il peut y avoir quelques
difféerences au niveau de la composition chimigug egsences selon les parties que I'on a
distillées méme a partir d’une seule plante. L'essale lavande, par exemple, est obtenue a
partir de fleurs (Figure 7), I'essence de patchesti issue de feuilles et I'essence d’orange
provient de fruits (Encyclopédie Encarta 2003). lessences se forment dans les parties
vertes de la plante (constituées de chlorophyliespat transportées, lors de la croissance de
celle-ci, dans d’autres parties, en particuliersdbes pousses donnant des fleurs (Bruneton,
1999).

Figure 6: Glande sécrétrice chargée d'huile Figure 7: Appareil sécréteur (calice d'une
essentiell mélée a des trichom fleur de lavane)

(Perrin A.et Colson M., 1999) (Perrin AGolson M., 1999)

I11.3 Procédés d’extraction
Actuellement, il existe plusieurs méthodes d’extcac d’huiles essentielles mais le
choix du procédé est régi selon le type de prodyies 'on veut obtenir (Rakotondravony,
2006).
s L'expression
C’est une méthode tres ancienne qui consiste apééeu les huiles essentielles
contenues dans les écorces fraiches (zestes) demesg(citron, pamplemousse, orange).
Cette méthode est aujourd’hui améliorée par deséoés semi-manuels ou mécaniques

qui permettent d’augmenter et de traiter plusiguiantités de produits a la fois.
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% Lenfleurage
Elle utilise des pétales de fleurs fraiches quit stirectement mises en contact avec
une couche de matiére grasse purifiée ayant péaidedretenir le parfum fleuré. Le mélange
de I'essence et de la matiere grasse donne desades » de haute qualité. Cette technique

est tres peu utilisée puisqu’elle reste délicazatéeprendre et nécessite un matériel adéquat.

% L’entrainement a la vapeur
C'est le procédé le plus employé pour avoir uneaetibn compléte des huiles
essentielles a partir d'une matiere végeétale. Cettghode est utilisée dans les deux

technigues suivantes :

> I'hydrodistillation qui consiste a laisser trempgarmatiere premiére végétale
dans lI'eau. L'ensemble est ensuite porté a éhiilities cellules végétales contenant les
substances aromatiques éclatent par turgescetiberent I'huile. La vapeur chargée d’huile
est ensuite condensée dans un réfrigérant. Laaté&pade I'eau et de I'huile se produit au

niveau d’'un essencier par différence de densite.

> I'hydrodiffusion a le méme principe que I'hydrodlistion mais le matériel
végétal n’est pas immergé dans I'eau. La vapewudfeurnie par une chaudiere est injectée a
faible pression a travers le matériel végétal gtipptacé sur la partie inférieure de la cuve de

charge.

% L’extraction au solvant
Elle est réalisée a l'aide d’'un extracteur en sditit des solvants volatils tels que
I'hexane, le dichlorométhane ou I'éthanol. Le miatévégétal est épuisé par pénétration du
solvant dans les cellules végétales. Aprés éclatedeecelles-ci, une dissolution des produits
aromatiques dans le solvant se déroule. Ensuiteplieant sera évaporé et les substances

grasses du type concrétes, absolues ou oléoréginesbtenues.

s L’extraction par CQ supercritique
Elle permet aussi d’obtenir de I'huile essentigiée le caractére sélectif et facilement

éliminable du C@ Cependant, son application reste toujours linpiEreson codt trés éleve.
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l1l.4 Caractéristiques générales des huiles esseelies

Les huiles essentielles sont généralement liquitkeslement colorées, de densité
inférieure a celle de I'eau, a I'exception de quekessences comme celle du girofle et de la
cannelle (Bruneton, 1999). Ces substances sonblsslulans les alcools et les solvants
organiques. Elles se difféerencient des autres supkr leur volatilité, par leurs propriétés
organoleptiques (aspect, couleur, saveur, odeun), lgurs propriétés physiques (densité,
indice de réfraction, solubilité dans I'alcool, poir rotatoire), ainsi que par leurs propriétés
chimiques (composition chimique, indices d’acidss,..).
Il est recommandé de stocker les huiles essemtidides des flacons en verre ambrés ou
foncés, de maniére a les protéger de la lumiefautlégalement éviter 'ouverture prolongée

des flacons. Dans ces conditions, les huiles @sfieatse conservent plusieurs années.

[11.5 Composition chimique

Les huiles essentielles présentent une composdiomique trés complexe, avec
parfois plus d’'une centaine de constituants pagsquiels deux types de composés constituent
la presque majorité: les hydrocarbures terpénigquegroupant les monoterpenes et les

sesquiterpenes) et les produits oxygénés (Ratsimtaama2001).

¢ Monoterpénes
Les monoterpénes sont des hydrocarbures terpén&aesix unités isopréniques (2 x),C
dont la masse moléculaire est, en général, égale6a(GoHie). IIs constituent la majeure

partie de I'huile essentielle.

% Sesquiterpenes
Les sesquiterpenes sont des hydrocarbures a trbés usopréniques (3 xs§; dont la masse

moléculaire est égale a 204,(8.2).

¢ Produits oxygénés
Les produits oxygéneés regroupent les monoterpédpld,sO de masse moléculaire égale a
164, les sesquiterpénolssH,:0 de masse moléculaire 222, les oxydes de segupries, les
alcools, les aldéhydes, les cétones, les époxigiessters, etc...).
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[11.6 Facteurs influant sur la composition d’une huile essentielle

Plusieurs facteurs régissent la composition chimigi le rendement en huiles
essentielles, entre autres: I'environnement, leotydre, la variété botanique, la période de
récolte, les conditions de la collecte, la temp&eakt la durée de séchage, les parasites, les
mauvaises herbes et la méthode de distillationl{S@da et al., 1999; Ratsimanohitra, 2001).
Par ailleurs, les proportions des différents couatits d’'une huile essentielle peuvent varier
en fonction de l'age de la plante (Rasendramiad2089). En outre, une méme espece
botanique peut présenter des compositions chimigii€rentes appelées chémotypes,
correspondant généralement au composé majeur. Xearpée, le thym communThymus
vulgaris peut se présenter sous les chémotypes: thymehaat, géraniol, linalol, thujanol-4
et alpha-terpinéol.

l11.7 Utilisation des huiles essentielles

L’exploitation des propriétés des huiles essemtetist déja connue depuis I'antiquité.
Les huiles essentielles de nombreuses plantesceanties pour avoir une activité répulsive
et insecticide contre les insectes nuisibles. Gidléa citronnelle@ymbopogon nardyest un
puissant répulsif contre les moustiques (http:/Amavoma-zone.com). A part ces proprietés
répulsives, les huiles essentielles sont égalemeorinues pour leurs utilisations
pharmaceutiques, cosmétiques et médicinales. Ranm@g, I'huile essentielle de clous de
girofle est un analgésique puissant, particuliergnéle en art dentaire et celle de la menthe
poivrée est utilisée contre les maux de téte (Fa2(96).
La connaissance approfondie des huiles essentitilastamment de leurs composants, est
indispensable a leur utilisation en industrie etouthérapeutiqgue. Depuis quelques années,
les progrés des techniques chromatographiques etpdetrométrie ont permis de bien

caractériser la plupart des huiles essentielles/ées sur le marché.

[11.8 La chromatographie en phase gazeuse
[11.8.1 Définition
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) désigeeméthode de séparation des
COMpOSEs gazeux ou susceptibles d’étre vaporiséshaaffage sans décomposition. Elle
permet un fractionnement efficace des différentsstituants d’'un mélange en vue de leur

identification (Ramanoelina, 2006).
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111.8.2 Principe

La séparation résulte de la différence de coeffisiede partage des divers solutés et se
manifeste par des temps de séjour a l'intérieuladmlonne. Le temps de rétention est une
constante qui caractérise les composants conformtéam® conditions opératoires (Figure 8).
La technique de chromatographie utilisant le Déteca Ionisation de Flamme (DIF) permet
de doser qualitativement et quantitativement lemcgraux constituants des mélanges
complexes tels que les huiles essentielles. Graetta technique, il est possible de contréler
la qualité des huiles produites et de confirmer &uhenticite.

L’échantillon est introduit par une microseringuand la chambre d’injection ou il est
volatilisé instantanément. Il est entrainé, ensyi le gaz vecteur dans la colonne qui
constitue la piece maitresse de I'appareil et effextue la séparation des divers constituants.
A la sortie de la colonne, les constituants d'udamge sont détectés au fur et a mesure de
leur élution. Le détecteur transmet des signaustridgies qui sont amplifiés et transcrits sous
forme de graphique (chromatogramme) par I'enregjistrDe nos jours, I'enregistreur est un
logiciel qui est installée avec un ordinateur ldaet aussi a exploiter les données.

Huile INJECTION Gaz vecteur
essentielle a Evaporation brusque (Hy)
I'état Transport par le gaz

A\ 4
SEPARATION DES CONSTITUANTS
Colonne chromatographique
Migration a différente vitesse

A 4

DETECTION

Repérage de chaque constituant séparé squs
forme de signal électrique

Calcul du temps de rétention et de la quantite

relative

A4

AMPLIFICATION DU
SIGNAL

A 4

ENREGISTREMENT DES SIGNAUX
(sous forme de pics)

A 4

CHROMATOGRAMME

Figure 8: Diagramme simplifi€ montrant les étapes successde la séparation des différents

composants d’'une huile essentielle par chromatbggagn phase gazeuse.
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L'objectif de cette étude est d’évaluer l'activitépulsive de I'huile essentielle de
pulpe de rotra contre les insectes des stocks ai@eg: Pour ce faire, la chronologie de
I'infestation du lot par I'insecte doit étre clainent établie et la préférence de l'insecte vis-a-
vis des fruits verts ou mars est évaluée. Enslagisedifférents stades de maturation du fruit de
rotra sont caractérisés a I'aide de parametres moanptriques et physico-chimiques. Enfin,
les huiles essentielles de pulpe de rotra sontigedr et leur activité répulsive contké
signatellaest testée.

| MATERIEL

I.1 Matériel végétal

Afin de suivre la maturation des fruits et d’extealies huiles essentielles de pulpe, les
fruits de rotra $yzygium cuminli.) sont récoltés durant les mois de Janvier alA008 a
partir d'un génotype de plus de 30 ans appelé &8 sians le jardin botanique de I'[MRA sis
a Avarabohitra Itaosy (Altitude : 1633 m, Longitude 18°55'505”S, Latitude
47°28'813"E).

|.2 Matériel biologique

Pour effectuer le test biologique, I'insedfiyocalandra signatellast isolé a partir de
lots de graines deotra collectés dans la région de Boeny. L'idecdfion est réalisée de
facon indépendante par le Département d’Entomoldgi€Université d’Antananarivo et par
celui du Parc Botanique et Zoologique de Tsimbazhiasecte est multiplié et nourri de
graines de rotra dans les conditions du labora{@itembiante, HR75%).

Il METHODES

[I.1 Evaluation de l'infestation des fruits

Le pourcentage d’infestation des fruits au courdadmaturation est évalué a partir
d’'un lot (n=50) fraichement récolté sur I'arbreye part, et ramassé sur le sol, d’autre part.
Un fruit est considéré comme infesté quand au maomgrou occasionné par l'insecte est
nettement visible au niveau de la pulpe (Figure 9).

Figure 9: Lot de fruits montrant les symptémes d’une irdésh par I'insecte au niveau de la pulpe
(encerclé en jaunt
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1.2 Test d’affinité de l'insecte

Un test d'affinité deM. signatella pour les fruits (ou graines) mdrs et verts
fraichement récoltés est effectué. Ce test conaistisposer dans chaque moitié d’'une boite
de Petri (@ = 9 cm) cing fruits mars et cing frwsrts. Ensuite, dix insectes adultes sont
lachés au milieu de la boite qui est placée a tob pendant 24 heures. La préférence pour
un stade de maturation donné (mdr ou vert) estm@iée par le nombre d’insectes trouvés
sur chaque stade. Les insectes qui ne se trouasrgys un fruit au moment du comptage sont
classés neutres. Ce test d’affinité a été égalenépété pour des fruits (ou graines) mars et
verts séchés a I'étuve (40°C) pendant 72 heurexpérience est répétée 6 fois pour chaque

traitement (n = 70).

I1.3 Caractérisation des fruits de rotra au cours e leur maturation

La maturation des fruits de rotra eés thétérogene, c’est-a-dire qu’a un moment
donné de la période de fructification, les fruigsteouvent a différents stades de maturation.
lIs ne mdrissent pas en méme temps.

Dans cette étude, les récoltes des fruits de somaeffectuées chague semaine a partir
du début de la phase de fructification. Cette dateléfinie comme la période correspondant a
I'observation d’'un endosperme solide dans plussé €es fruits récoltés. Pour 'année 2008,
la fructification a commencé le 23 Janvier et stestinée le 4 Avril, soit 12 semaines. La
derniere semaine de fructification est atteintsdqae 95% des fruits récoltés sont mdrs.

Chaque semaine de maturation est alaracterisée par la proportion relative des
différents stades mais aussi par les moyennes at@snptres morphométriques et physico-
chimiques du lot récolté.

11.3.1 Caractérisation des différents stades de matation

Dans cette étude, cinqg stades de maturationu@ig0) du fruit ont été
consideérés :
% Stade 1 : vert intense
« Stade 2 : vert jaune (le fruit passe du vert irgeas vert clair)
% Stade 3 : début de véraison (présence de tachHesé&és sur moins de la moitié du fruit)
% Stade 4 : fin de véraison ou fruit violet (présededaches violacées sur plus de la moitié
du fruit)

% Stade 5 : épiderme noir pourpre
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Stade 1

Stade 5

Stade ¢

Stade 4

Stade 2

-pmfy:rm!n.:rtuupm\,u\‘n.lgml r_llitl "
T T

Figure 10 Lot de fruits récolté a un temps donné au coersadfructification montrant les
différents stades de maturation

11.3.2 Caractéristiques morphométriques

Les fruits sont fraichement récoltés tot le mabtar limiter la transpiration. La
récolte est effectuée sur différents niveaux debt&@ pour éliminer l'influence de leur
positionnement sur la taille et sur la maturatiBnsuite, les paramétres morphométriques
incluant le poids frais, la longueur, le diametréadeneur en eau sont déterminés.

La teneur en eau est calculée selon la formule:

PMF -PMS
E=—— X
PMF

100

Avec,

TE : la teneur en eau (%)

PMF : le poids de la matiére fraiche
PMS : le poids de la matiere séche
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11.3.3 Caractéristiques physico-chimiques

L'étude des parametres physico-chimiques conceniguement la pulpe du
fruit de rotra, siege de changements importantsweta couleur, la fermeté et le godt.
Pour chague semaine, 30g de pulpe sont prélevemgds jusqu’a obtenir une purée avant
d’étre resuspendues dans 90ml d’eau distillée. BEange est ensuite agité pendant 5 min
avant de filtrer pour éliminer les débris. Le jusenu est utilisé pour déterminer I'acidité et le
taux de solides solubles.

11.3.3.1 Acidité titrable
25 ml de jus de pulpe sont dilués dans 25 ml ddiatillée avant d'étre titrés avec une
solution de soude 0,1N apres avoir ajouté 2 gouttephénolphtaléine. L'acidité du jus est
proportionnelle au volume de soude nécessaire peuwtraliser tous les acides. L’apparition
d’'une couleur rose violacée indique la neutralsatiL’acidité est exprimée en gramme
d’acide malique par 100g de fruits. La valeur tréenest multipliée par 6, correspondant au
facteur de dilution.

11.3.3 2 Total des solides solubles (TSS)
Le taux de solides solubles dans la pulpe est rdesliaide d’'un réfractométre. Une ou deux
gouttes du jus de pulpe sont disposées sur le pridnl'appareil. Le TSS est exprimé en

pourcentage. La valeur lue est multipliée par 8espondant au facteur de dilution.

11.3.3.3 Dosage des chlorophylles
La détermination de la teneur en chlorophylle éstisée selon le principe de dosage utilisé
par Arnon (1949). 0,1g de pulpe broyée est resuspedans 20 ml d’éthanol 98° glacial pour
extraire les chlorophylles. Le mélange obtenu ggiegpoendant 30 min puis centrifugé a
10000 tr/min pendant 15 min. Ensuite, le surnagesntécupéré et I'absorbance est lue a 663
nm pour la chlorophylle a, 645 nm pour la chlordfghip a I'aide d’un spectrophotométre. La

teneur en chlorophylle totale est déterminée skldormule d’Arnon (1949) suivante:
Chlorophylle totale (mg/g)= (0,0202 x D0645) — (0,00802 x D0663)

Avec,
D.O : Densité optique
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11.3.3.4 Dosage des anthocyanes
La détermination de la concentration en anthocyastbasée selon les méthodes décrites par
lland et al. (1996, 2000) puis modifiées par I'Aaan Wine Research Institute en 2006.
Malvidine-3-glucoside est I'un des anthocyanes nrgjelans la pulpe de rotra (Veigas et al.,
2007) et le résultat est exprimé en équivalent alvidine .
La méthode consiste a broyer 200g de pulpe de antrenixeur jusqu’a obtenir une purée.
Ensuite, 2g de 'homogénat sont transférés dartsihm a centrifuger de 50 mbntenant 20
ml d’éthanol a 98°. Aprés agitation pendant 1hmlélange est centrifugé a 10000 tr/min
pendant 15 min. Puis, le surnageant est récup@ésgiité, 0,2 ml de surnageant est versé dans
un tube avant d’ajouter 3,8 ml de 1M HCIl. Le mékrmmgptenu est agité puis placé au
réfrigérateur pendant au moins 3h (sans dépasbkercast une étape critique pour permettre

I'expression de la couleur). L’absorbance de l'aitest lue a 520nm.

[1.3.3.5 Extraction et analyse des huiles essentiet
« Extraction de I'huile essentielle de pulpe de rotra

Pour chaque semaine, environ 500-1000g de pulpakhés sont soumises a une
hydrodistillation pendant 4h dans un extracteutyge Clevenger modifié (Figures 11 et 12).
Ici une cocotte minute et une plaque électriqgueptaoent le ballon et le chauffe-ballon.
L’huile obtenue est, ensuite, récupérée et stoekBeC jusqu’a utilisation, ceci afin d’'éviter

toutes réactions susceptibles de modifier la cotipogde I'extrait.

< Détermination du rendement en huile

Le rendement en huile essentielle est calculégfarinule suivante:

Im

Avec,
Rdt : Rendement en huile essentielle (%o)
Pue : Poids huile essentielle recueilli (Q)

Pm: Poids frais du matériel végétal utilisé (g)

23 Mémoire de DEA



Matériels et méthodes

e ]U

iR
H,ﬂw»[mu chaude

q — Réfrigérant
|

\

{ A

AO/* Robinet

R

Chauffe - ballon

[ IR N L.

Vavd

Figure 11: Cocotte minute transformée en Figure 12: Extracteur d’huile essentielle de
extracteur d’huile essentielle type Clevenger

% Analyse de la composition chimique
Les huiles essentielles obtenues sont analyséeshpanatographie en phase gazeuse munie
d’un détecteur a ionisation de flamme (CPG/DIF)rpéterminer les composants individuels
de chaque huile ainsi que leur proportion relaffenexe 1) L'identification des différents
constituants se fait a partir de leurs indices éention dans la phase stationnaire en
comparaison avec ceux des composants standardsesgoes de la banque des données
informatisées du Laboratoire d’ Analyse des Huidssentielles de 'IMRAANnexe 2)

% Présentation de I'appareil
Le chromatographe, de marque 80@p comprend un injecteur, une colonne, un déteeteu
un enregistreur (Figure 13). L’échantillon a anatysst introduit dans la chambre d’injection.
La colonne permet la séparation des produits demtvblatilités sont trés différentes. Le
détecteur a ionisation de flamme indique a l'oparatia présence de solutés sortant de la
colonne, par le biais d'un signal électrique. Leggistreur transforme le signal électrique
provenant du détecteur en une courbe de concemtréfensemble de ces courbes présente le
chromatogramme.
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Injecteur

Détecteur, colonne,
enregistreur

Figure 13 Chromatographe de marque 8d@p avec injecteur automatique

I1.4 Tests biologiques
11.4.1 Principes
Pour évaluer les effets répulsifs des huilesrggskes extraites des pulpes de
rotra sur les adultes dMl. signatella la méthode de la zone préférentielle sur papliee f
décrite par Mc Donald et al. (1970), et modifiée grautres chercheurs (Lale et Alaga, 2000;
Obeng-ofori et Reichmuth, 1997) est utilisée.
La toxicité de l'huile essentielle vis-a-vis dd. signatella est évaluée par le nombre

d’insectes morts apres fumigation (Mukesh, 2007).

11.4.2 Test de répulsivité

Le test consiste a découper en deux moitiés piepfltre Whatman N°1 (& =
9 cm). Différentes dilutions (1/10, 1/100 et 1/1pdeé I'huile essentielle sont préparées avec
de I'acétone comme solvant. A I'aide d’une micregbip, une quantité de chaque solution est
uniformément répandue sur une moitié du disquelisaiue I'autre moitié recoit uniquement
de l'acétone. Aprés évaporation compléte du sojviad deux moitiés du disque sont
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ressoudées a I'aide d’'une bande adhésive et plaedssune boite de Petri (3 = 9 cm). Dix
adultes deM. signatellasont libérés au centre de chaque papier filtreebbites sont fermées
puis placées a l'obscurité (Figure 14). Trois riéjpéts ont été effectuées pour chaque
concentration. Au bout de 4h, le nombre d’'insept@&sents sur la partie traitée uniquement a
I'acétone(A) et le nombre de ceux présents sur la partie ¢ra@itéhuile essentielléB) sont
enregistrés. Le pourcentage d’insectes repoussé&saleslé selon la formule d’Abbot (1925)

suivante:

Pourcentage de répulsivité = x 100

Avec,
A = Nombre moyen d’insectes présents dans la paotietraitée (insectes repousses)
B = Nombre moyen d’insectes présents dans la paaitée (insectes non repoussés)

Boite de Petri

Papier filtre Insectes Papier filtre imbibé
imbibé d’'acétone d’'HE + Acétone

Figure 14 Test de répulsivité contre les adultedviecalandra signatella

La répulsivité est ensuite catégorisée selon lassiflaation (Amin et al., 2000 ; Roy et al.,
2005) suivante :
Classe 0:>0,01-0,10
Classe 1: 0,10 - 20,00
Classe Il : 20,10 - 40,00
Classe Il : 40,10 - 60,00
Classe IV : 60,10 - 80,00
Classe V : 80,10 - 100,00
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11.4.3 Test de toxicité

L’effet toxique des huiles essentielles de rasatesté par fumigation contre
des adultes bien nourris tie signatella Dix adultes sont placés dans une boite de B&tr (
9 cm) contenant 2g de poudre de graines de ro&rdarine a été uniformément répandue sur
la surface de la boite. Des morceaux de papiee f{ltcm2) sont imbibés avec différentes
concentrations d’huile essentielle (0,5, 1, 5,2@et 40ul) puis apposés sur la face intérieure
du couvercle de chaque boite. Ensuite, la boitéeasie de fagcon hermétique a l'aide d’'une
bande de caoutchouc de telle sorte que la vapegamgdé par I'huile essentielle sature
I'atmosphere. Toutes les boites sont placées &digiié. Trois répétitions ont été effectuées
pour chaque concentration. Aprés 24, 48, 72, 9626h de fumigation, la mortalité des

insectes a été enregistrée.

I1.4.4 Tests de spécificité
I1.4.4.1 Test de différentes huiles essentielles
A part I'évaluation de la répulsivité de I'huilesestielle de pulpe de rotcantre I'insecteM.
signatellg sa spécificité en comparaison avec celle d’aultrees essentielles de référence
décrites comme répulsive€y¥mbopogon nardus, Piper nigrum, Pinus apgté testée. Des
huiles essentielles extraites de plantes courautesles propriétés répulsives n'ont jamais été
établies sont également testées comByeygium aromaticum, Cymbopogon giganteus,

Psiadia altissima, Lantana camaedEucalyptus globulus

11.4.4.2 Test surSitophilus oryzae
Pour évaluer l'activité répulsive de 'huile esselte de pulpe de rotra sur d’autres insectes,

son effet sur le charancon du r&tpphilus oryzaea été teste.

[1.4.5 Substitution

Notre étude est focalisée sur les huiles esskastiextraites de pulpes de rotra.
Cependant, I'obtention de ces pulpes demande beputmtemps de manutention et les fruits
ne sont disponibles que pendant la période deifination de I'arbre (environ 3 mois). Donc,
des solutions alternatives comme I'utilisation tkglles de rotra en substitution des pulpes
pourraient étre envisagées. Les feuilles sont pésret peuvent étre immédiatement
soumises a I'hydrodistillation apres la récoltediamque les pulpes doivent étre séparées de la
graine. Cette substitution serait possible a camdijue les extraits obtenus a partir des

feuilles possedent les mémes propriétés répulgiedes pulpes.
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| Infestation des fruits au cours de la maturation

L’évolution de l'infestation des fruits de rotra aours de la maturation est présentée sur la
figure 15. Le résultat montre que le nombre dedrinfestés ramassés sur le sol varie peu au
cours de la maturation. Cependant, le pourcentégfestation observé sur les fruits ramassés
au sol (16%) est plus élevé que celui des fruitsctitment récoltés sur I'arbre (2%). Le suivi
des fruits tombés sur le sol au-dela de la finad@aturation révéle une forte augmentation du

taux d’infestation. Sept semaines apres la fin alanbturation, le pourcentage de fruits
infestés atteint 95%.

120
Fin de maturation

0 [ i e
g 80 t---"""""""- e
g ) I ,,,,,,,, O Arbre
.E B Sol
j2
3
(I

40 f -

Temps (semaine)

Figure 15 Comparaison du pourcentage d’infestation dedsfrau cours de la maturation,
(n=50).

Il Affinité de Myocalandra signatellgoour les fruits de rotra

M. signatella posséde une forte affinitegz(: 97,52 ; p<0.001) pour les fruits mdrs
(85,71%) par rapport aux fruits verts (4,28%) quamdix-ci sont préalablement séchés
(Tableau 1). Quant aux résultats observes avdoulies frais,M. signatellane présente pas de
préférence pour les mars (2,86%) et les verts @Ph)4dmais reste plutdt neutre (75,71%). Les
résultats obtenus avec des graines (Tableau 2)lpi&suséches montrent également une
préférence trés significativey’( = 15,33 ; p<0.001) pour les graines mres (68,57%)
comparees aux graines vertes séchées (14,28%)ndzeypeen présence de graines fraiches,
50% des insectes manifestent une préférence psuniliees et 45,71% restent neutres. Seuls
4,28% sont trouvés sur les graines fraiches vertes.
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Tableau I Affinité de M. signatellapour les fruits de rotra « mars » et « verts >s insectes

qui ne se trouvent pas sur un fruit aprés 24 haeopsclassés « neutres ».

Fruits Affinité (%)

Mar Neutre Vert
Secs 85,71a 10b 4,29b
Frais 2,86a 75,71b 21,43c

Pour chaque ligne, les pourcentages suivis de taariéttre ne sont pas significativement différents

aprés un test du Khi2

Tableau 2 Affinité de M. signatellapour les graines de rotra « mdrs » et « vertses L

insectes qui ne se trouvent pas sur un fruit (@ing) aprés 24 heures sont classés « neutres ».

Graines Affinité (%)

Mdar Neutre Vert
Séches 68,57a 17,14b 14,29b
Fraiches 50a 45,71a 4,29b

Pour chaque ligne, les pourcentages suivis de faanéttre ne sont pas significativement différents

apres un test du Khi2

lIl Caractéristigues morphométriques des fruits derotra

[1l.1 Proportions relatives des différents stades d maturation
En tenant compte de la classification des fruitsratea en fonction de leur coloration, il
apparait que les proportions relatives des cindestararient au cours des 12 semaines de
maturation (Figure 16). Le pourcentage de stadgeinfbun maximum de 99,2% pendant les
trois premieres semaines de récolte (Figure 1%g avant de chuter a 2%, vers la fin de la
maturation. Contrairement, les fruits de stade Bt smbsents en début de récolte puis
deviennent prépondérants (90%) en fin de récoitpu(E 15e). Les stades intermédiaires 2, 3

et 4 dominent entre les semaines 6 et 9 (Figuresfl@}
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Figure 16 (a-e) Variation de la proportion relative des différestades de maturation des fruits de
rotra au cours des semaines 1(a), 3(b), 6(c),Q(@2(e), (n=250).
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[11.2 Poids
Durant la maturation des fruits de rotra, nous t@pnes que leur poids augmente
progressivement de 0,29 a 3,619 (Figure 17). Leltaismontre que le poids des fruits croit
rapidement de la premiere a la septieme semaiiergsie plus ou moins stable jusqu’a la fin

de la maturation.

PMF fruit (g)

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temps (semaine)

Figure 17: Variation du poids frais (PMF) du fruit de rotte. cours de la maturation. Barre 54,

[11.3 Longueur et diamétre
La longueur et le diameétre des fruits augmenteng@ssivement jusqu’a la septieme semaine
de maturation. La longueur varie de 1,38 a 2,55Quant au diametre des fruits, les

moyennes calculées fluctuent entre 0,44 et 1,3%6guie 18).

3

2,5

O Longueur
M Diamétre

Fruits (cm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temps (semaine)

Figure 18 Evolution de la longueur et du diameétre des $rdi rotra au cours de la maturation.

Barre = 1Gz=sy,.
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IV Caractérisation physico-chimiques de la pulpe deotra

IV.1 Teneur en eau (TE)
La teneur en eau augmente de 68,8 a 83,11%, du ¢é&mu’a la septieme semaine de

maturation. Au-dela de cette période, la tenewraanobservée reste stable (Figure 19).

100

80 4 ------m-mmmm oo T e e B = B B

60 + T - - I - - (- - - - - - (- - - - - DO - - - - (- - - - Y -

TE pulpe (%)

20 + 0 - - I - - [ - - - O - - (- - - (- - ] - - A - - B - - - -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temps (semaine)

Figure 19 Variation de la teneur en eau (TE) de la pulpeatie au cours de la maturation. Barre =

1Co=50

IV.2 Acidité titrable
L’acidité de la pulpe diminue progressivement dé20a 0,08 g d’acide malique /100g de
fruits au cours de la maturation (Figure 20).

0,45

04 1 Jl-- -
035+ - - - - - -

Acidité (g d'acide malique/100g de fruits)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Temps (semaine)

Figure 20: Variation de I'acidité de la pulpe de rotra auwsode la maturation des fruits.
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V.3 Total de solides solubles (TSS%)
Le TSS augmente progressivement de 2,25 a 24%irade la maturation des fruits de rotra
(Figure 21).

30

25 4

20 - -

15 ~

TSS (%)

10

Temps (semaine)

Figure 21 Variation du total de solides solubles (TSS)alpulpe de rotra au cours de la maturation
des fruits.

IV.4 Teneurs en chlorophylles et en anthocyanes &ix
Les résultats du dosage des chlorophylles et aydines totaux contenus dans la pulpe de
rotra sont présentés sur la figure 22. La teneuchdarophylles diminue brutalement de
0,0363 a 0,0121 mg/g entre les semaines 3 et 5rpsie invariable jusqu’a la fin de la
maturation. Par contre, la concentration en antlioey augmente progressivement de 0,003 a

0,012 mg/g de la quatrieme semaine jusqu’a laditadnaturation.

0,0400 0,0140

0,0350 + + 0,0120
&) &)
20,0300 + o
(o)) ! 4
£ 0,0100 g
2 0,0250 + o
g 00080 §
S 10,0200 + 2
5 40,0060 £

0,0150 +

+ 0,0040
0,0100 +
0,0050 + Chlorophylle + 0,0020
== Anthocyane
0,0000 —tttt—t—+—+—+— 0,0000

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Temps (semaine)

Figure 22: Variation des teneurs en chlorophylles et en@oythnes totaux de la pulpe de rotra au
cours de la maturation.
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IV.5 Rendement en huile essentielle

En général, le rendement décroit de 0,70 a 0,02%la droisieme semaine jusqu’a la
fin de la maturation (Figure 23). En effet, le remeknt reste relativement stable avant la
troisiéme semaine.

0,8
07 - P
0,6
0,5 -

0,4 1

Rendement (%o)

0,3 A

0,2 1

0,1 1

Temps (semaine)
Figure 23 Variation du rendement en huile essentielle dpeule rotra au cours de la
maturation.

IV.6 Variation qualitative de I'huile essentielle etraite de pulpe de rotra
L'évolution de la composition de I'huile essengeltle pulpe de rotra au cours de la
maturation est représentée dans le tableau 3.lWede monoterpénes augmente fortement
entre la semaine 1 (0,99%) et 3 (90,13%) puisa#@lste avant de chuter en fin de maturation
(2,31%). Les constituants majeurs des monoterp&oes le cis-[3-ocimeéne, le trans-R3-
ocimeéne, lb-pinéne et Ig-myrcéne. Par contre, le taux de sesquiterpenesénat (43,02%)
en début de maturation puis décroit fortement degdisieme semaine (3,03%) avant de
remonter sensiblement en fin de maturation (29,32%g@s fluctuations du taux en
sesquiterpénes proviennent principalement de geémed, B-cadinene, s-cadinéne,
caryophylléne oxydef3-caryophylléne eti-humuléne. Le taux de produits oxygénés décroit
brutalement entre la semaine 1 (36,08%) et la swr®i(0,08%) puis remonte Iégérement a la
douzieme semaine (5,51%). Les composants majesrpraeuits oxygéeneés sont le linalool,
'acétate de géranyl, le benzoate de benzyl egéeol. De méme, le taux de composés non
identifiés diminue entre la semaine 1 (19,9%) etdmaine 3 (5,91%) puis se stabilise avant
d’augmenter considérablement en fin de maturat@B6%).
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Tableau 3 Variation des teneurs relatives des constituahisiques de I'huile essentielle

extraite de pulpe de rotra au cours de la maturatio

Constituants Semaine
1 3 6 8 12
a-pineéne 0,338 18,105 14,458 11,107 -
B-pinéne 0,170 0,811 0,645 0,476
p-myrcene 0,180 3,959 3,927 3,917 -
a-terpinéne - 0,050 - - -
0 Limonéne 0,042 0,538 0,462 0,691 0,204
E B-phellandrene 0,214 - - - -
% cisf-ociméne - 45,384 48,451 46,665 1,508
5 y-terpinene - 0,154 0,133 0,137 -
=z trans-p-ociméene - 20,579 20,701 19,262 0,600
% p-cyméne - 0,030 - 0,096 -
Terpinoléne - 0,525 0,483 0,61 -
a-cubébene 0,042 - - - -
Camphéne - - - 0,062 -
Total 0,986 90,135 89,260 83,023 2,312
3-élémeéne 0,060 0,049 - 0,054 -
p-caryophyllene 1,318 1,509 2,051 2,284 6,768
a-humuléne 2,130 0,919 0,164 0,216 0,685
@ B-sélinene 0,050 0,076 0,129 0,182 -
& a-muuroléne 0,057 0,050 - - 1,102
& y-cadinéne 0,127 0,050 0,089 0,05 0,833
L',:J p-cadinéne 10,257 0,080 0,169 0,132 0,272
8 é-cadinéne 9,899 0,042 0,056 0,084 -
i a-copaene - 0,056 0,047 0,078 0,148
0 Caryophyllene oxyde - 0,162 0,184 0,601 5,110
Aromadendréne - - - - -
Germacrene-D 19,122 0,044 0,154 3,227 14,404
Total 43,020 3,037 3,043 6,908 29,322
0 1,8-cinéol 0,034 0,034 - 0,554 0,457
"é a-terpinéol 0,144 - - - -
] Linalool 24,328 - - - 0,385
§ Eugénol 0,085 - 0,132 0,103 2,895
8 Nérol - 0,049 - 0,218 1,414
'5 Acétate de géranyle 8,997 - - - -
&) Benzoate de benzyle 2,495 - - - -
g Acétate de bornyle - - - 0,093 0,361
Total 36,083 0,083 0,132 0,968 5,512
NON .
IDENTIFIES = Total 19,904 5,917 7,234 8,87 62,854
Totaux 99,977 99,172 99,669 99,986 100

"La liste des composés non identifiés est présamtémnexe 3.
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V. Résultats des tests biologiques
V.1 Effet répulsif de I'huile essentielle extraitede pulpe de rotra contre M.

signatella
Au cours de la maturation, l'interaction entre futtbn et le temps de maturation agit de
facon significative (P=0,002 ; Tableau 4) sur lpuléivité de I'huile contreM. signatella
(Tableau 5). Le pourcentage de répulsivité dimiamidonction de la dilution et varie au cours
de la semaine de maturation. L’activité répulsige éevée a la dilution 1/10 et ceci est
valable pour chaque semaine de maturation (5784 %9%) aprés 4h d’exposition. L’huile
essentielle extraite a la troisieme semaine poskedeaximum de répulsivité. Cependant,
cette activité devient faible aux plus fortes ddos (1/100 et 1/1000). Le pourcentage de
répulsivité varie de 29,89 a 69,03% et -63,52 d.B%, respectivement, a I'exception de
I'huile essentielle extraite a la huitieme semajuneposséde encore un taux de répulsivité de
69,03%.

Tableau 4 Reésultats de I'analyse des variances de I'eféetaddilution et de la période de

récolte des fruits sur la répulsivité de I'huilesestielle de pulpe de rotra

Source des variations v.r P
Dilution 43,14 <0,001
Temps 491 0,004

Dilution x Temps 3,98 0,002

Tableau 5 Pourcentage de répulsivité de I'huile essentidie pulpe de rotra extraite a
différents temps de la maturation corfgocalandra signatella

Dilution Temps (semaine)
1 3 6 8
1/10 57,16" 84,39 62,41 78,89

1/100 43,34° 35,1,% 29,89% 69,03°
1/1000 35,1F -1,2% -63,52° -20,33°
LSDO_05=36,50

Pour les facteurs « dilution » et « temps », leganaes suivies de la méme lettre en indice et

en exposant, respectivement, ne sont pas sigiiviéraent différenteso=0,05).
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V.2 Effet toxique de l'huile essentielle extraite @ pulpe de rotra contre M.
signatella
Les résultats du test de toxicité de I'huile essélatde pulpe de rotra sil. signatellasont
exprimés dans le tableau 6. Le taux de mortalitMdesignatellaobservé en fonction du
temps d’exposition et des différentes concentratiorontre un effet non toxique. L’effet
toxique n’est observé qu'apres 4 et 5 jours (106e6%) et ceci avec une dose élevée d’huile

essentielle de 40u1/200 ml.

Tableau 6 Mortalité deM. signatellaexposés pendant différents temps a 'huile esslémnti

de pulpe de rotra (n = 30).

Concentration (ul/) Mortalité (%)
24h 48h 72h 96h 120h

0,5 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
20 0 0 0 6 0
40 0 0 0 10 16,6

V.3 Effet répulsif d’autres huiles essentielles cdre M. signatella

Les résultats des tests de répulsivité d’autreesidssentielles en comparaison avec celle
extraite de la pulpe de rotra en début de maturamt représentés dans le tableau 7. Toutes
les huiles testées possédent un effet répulsifredt signatellamais leur pourcentage de
répulsivité varie sensiblement. L’huile essentiadidraite de pulpe de rotra présente une
répulsivité élevée (84,39%) comparable a celle ldascde girofle $yzygium aromaticum
Les huiles essentielles de citronnel@ymbopogon nardiys de feuilles fraiches de rotra
(Syzygium cumipi d’aiguilles de pins Finus sp et de poivre noir Kiper nigrun) ont
eégalement des propriétés répulsives élevees avet7,798,93, 75,18 et 75,03%,
respectivement. Quant aux huiles @gmbopogon giganteusucalyptus globuluset de
Lantana camaraleur pourcentage de répulsivité est faible ave&872%0, 44,74% et 59,51%.

Ainsi, elles appartiennent a la classe lll.
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Tableau 7. Pourcentages de répulsivité de difféerentes hesentielles contidyocalandra

signatella
Especes Noms vernaculaires Répulsivit¢  Classe
Syzygium cumir{pulpe) Rotra 84,3® \
Syzygium aromaticuifclous) Jirofo 82,48 Vv
Cymbopogon nardudeuilles) Veromanitra 79,1/ v
Syzygium cumir(feuilles) Rotra 78,93 A\
Pinus sp(aiguilles) Kesika 75,18 \Y,
Piper nigrum« noir » (fruits) Dipoavatra 75,83 \Y,
Psiadia altissimdfeuilles) Dingadingana 66,65 \Y,
Piper nigrum« vert » (fruits) Dipoavatra 66,83 A\
Lantana camardfeuilles) Radriaka 59,5k 1
Eucalyptus globuluéfeuilles) Kininina 44,74 Il
Cymbopogon gigantelfteuilles) Ahibero 44,3¢ Il

Les valeurs représentent la moyenne de trois té&peti Les moyennes suivies de la méme
lettre ne sont pas significativement différentes,05).

!Classe de répulsivité (Amin et al.,2000)
Classe Il : 40,1 - 60%

Classe 1V : 60,1 - 80%

Classe V : 80,1 - 100%

V.4 Effet répulsif de I'huile essentielle de pulpéle rotra contre Sitophilus oryzae
L’huile essentielle de pulpe de rotra, obtenue panth troisieme semaine de maturation est
répulsive contre le charancon du 1&itophilus oryzae(Figure 24). Cet effet est dose

dépendant car le pourcentage de répulsivité dimému@nction de la dilution.
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100

Répulsivité (%)

1/10 1/100 1/1000

Dilution

Figure 24: Effet de la dilution sur la répulsivité de I'heliessentielle de pulpe de rotra contre

Sitophilus oryzae
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+ Physiologie de la maturation des fruits de rotra

Au cours des sept premiéres semaines de maturd®riruits de rotra présentent une
augmentation rapide du poids frais, de la longusudu diamétre des fruits. Aprés cette
phase, la croissance diminue et devient nulle jastu fin de la maturation. Ainsi, deux
phases sont observées au cours des douze semairmsisbance du fruit. Cependant, la
cinétique de la croissance des fruits est caraégrigénéralement, par une évolution du poids
et du volume suivant une courbe a double sigmoidie steffectue en trois phases de
croissance. C’est le cas pour le raisin (Coomb82),9'olive, I'abricot, la péche et la cerise
(Gérard, 1978). Cette dissemblance concernantif&aliies courbes de croissance du rotra par
rapport aux autres fruits viendrait du commencendenta récolte des fruits de rotra dans le
cadre de ce travail. En effet, la premiere semaimeespond a la période au cours de laquelle
plus de 95% des fruits contiennent un endosperriges®r, a ce stade, le fruit de rotra a

déja acquis une certaine taille.

Durant les premieres semaines de croissance, itecfrange de couleur et passe du vert au
jaune. En effet, le stade 2 devient prépondéracbats des semaines 5 et 6. Cette acquisition
d’'une nouvelle coloration au niveau de la pulpenciie avec une dégradation rapide des
chlorophylles entre les semaines 4 et 6. Ce chaagemmplique la transformation des
chloroplastes en chromoplastes mais aussi la dépad des chlorophylles par la
chlorophyllase sous le controle de I'éthyléne (iiseh et al., 1993 ; Guis et al., 1997). La
couleur jaune proviendrait du pool de caroténoitfga présents au niveau de la pulpe mais
gui sont devenus apparents apres la disparitiomedpartie des chlorophylles (Gérard, 1978).
La néosynthéese de pigments colorés (caroténoiddés@anes) est également responsable du
changement de couleur (Minguez et al., 1994). Aipde la 7™ semaine, la pulpe présente
des taches violacées indicateurs de la véraisadgs3 et 4) puis devient noir pourpre vers la
12°™ semaine (stade 5). Le déroulement de la phase ateration chez le rotra est
comparable a celle rapportée chez I'olive cheZepib stades de maturation ont été identifiés
(Uceda et al, 1998). La veéraison correspond au dége de la maturation (Deloire, 2008).
La synthése des anthocyanes est une des premiarefestations suivant le déclenchement
de la véraison. Les anthocyanes sont responsabliescdloration rouge, pourpre et bleue des
fruits tels que les myrtilles, mares, raisins nairtpergines, prunes et fraises. D’aprés Jungmin
et al. (2008), le pelargonidine, le cyanidine, éopidine, le delphinidine, le petunidine et le
malvidine sont les six anthocyanidines courantevés dans la nature. Cependant, les fruits

de rotra doivent sa couleur pourpre aux trois pigsieanthocyaniques delphinidine,
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petunidine et malvidine. Le malvidine constituentlaocyane majeur en fin de maturation
(Veigas et al., 2008).

Ce stade de véraison est aussi caractéerisé pamaoilissement du fruit, plus précisément une
perte de fermeté, et ceci s'Taccompagne par unéeattive de sucres (Deloire, 2008). Chez
le rotra, le TSS augmente fortement a partir d&T4semaine et atteint un maximum a la fin
de la maturation. L'augmentation du TSS est caugée la conversion rapide des
polysaccharides en sucres simples et de leur adatiorudans les vacuoles de la pulpe. En
effet, au stade vert, les sucres sont métaboliséassurent la croissance de la graine.
Contrairement, l'acidité titrable diminue jusqu'@ a@ue la maturation s’achéve. Cette
diminution de I'acidité de la pulpe est expliquée phydrolyse accrue des acides organiques.
Chez certains fruits commeVaccinium macrocarpgn l'acidité totale augmente
significativement au cours de la maturation graagnea importante contribution de l'acide
citrique (Celik et al., 2008).

% Variation du rendement en huile essentielle de puf de rotra au cours de la
maturation

Au cours de la maturation, le rendement en hugkeetielle de pulpe de rotra atteint un
maximum & la 4" semaine avec 0,7%puis décroit fortement jusqu’a la fin de la mation
avec 0,02%0 Ces résultats sont similaires a ceux décritslpecovic et al., (2002) et Wissem
et al. (2008) chez le fruit de myrteglyrtus communijs qui montrent une augmentation du
rendement en huile essentielle au cours des presng&maines de croissance avant une forte
diminution au 188™jour aprés la floraison. Flamini et al. (2004) également trouvé que le
rendement en huile essentielle des fruitddacia palaestinalécroit de 0,16 a 0,06% dans
les fruits non madrs et mars, respectivement. Dansds du rotra, cette diminution du
rendement suggére une relation étroite avec cedlelad teneur en chlorophylles et

'augmentation de la teneur en anthocyanes.

% Activité répulsive de I'huile essentielle de pulpde rotra contre M. signatella

L’analyse par GC-FID révele 33 composés idergtitiént les teneurs relatives varient au
cours de la maturation. La proportion relative oesoterpenes pendant la troisieme, sixieme
et huitieme semaine (90,13 ; 89,26 et 83,02%) &gilus élevée. Leurs composés majeurs
sont le cis-3-ocimene, le trans-R-ocimenespinéne et leB-myrcene. Ce résultat corrobore
celui de Vijayanand et al. (2001) qui rapporte tésepnce de 29 composés dans I'huile
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essentielle extraite de pulpe de rotra mdrs. Cewrue confirment I'abondance des
monoterpénes et de leurs produits oxygénés quitinoerst 79,14% de I'huile essentielle.
Quant aux sesquiterpenes et leurs produits oxygéadsprésentent la fraction mineure avec
une teneur relative de 17,67%. Cependant, dansrdaepte étude, les sesquiterpenes,
représentés par le germacrene-Pscadinene, s-cadinéne, caryophyllene oxydef-
caryophyllene et-humuléne, se distinguent pendant la premiere 248)0et la derniere
semaine (29,32%) de maturation. Or, les monotegérd des activités insecticides et
répulsives contre les insectes des denrées stofWe€arron efal., 1995 ; Tsao et al995 ;
Obeng-Ofori et al., 1997 ; Tripathi ak, 2001). Les résultats obtenus au cours de cette étud
confirment ces observations. En effet, I'huile esiglle extraite de pulpe de rotra montre une
forte activité répulsive contrigl. signatellaau cours des semaines 3, 6 et 8. Hassanali et al.
(1990) rapporte également un effet répulsif deteblessentielles de feuille@¢imumsuave

et des clous de girofle conties insectes du gen&itophilus zeamaigCependant, I'eugénol,
qui est un produit oxygéné des monoterpenes, toesté majorité de I'huile de clous de
girofle mais reste un produit mineur dans I'huiksentielle de pulpe de rotra. En effet, la

teneur en eugénol atteint un taux maximal de 3%nemhe maturation.

% Activité répulsive des huiles essentielles de sultgtion contre M. signatella

En outre, d’'autres huiles essentielles pourrai¢m @étilisées comme substituant car la
pulpe de rotra n’'est pas disponible pendant tolatenée. Comme décrit précédemment,
'huile extraite des clous de girofle, espéce ammant a la méme famille que le rotra,
contient 76,39% d’eugénol et est fortement répalgislasse V) contrdl. signatella Les
feuilles de rotra contiennent également une faibheur en eugénol (0,07%). Néanmoins, les
huiles essentielles de feuilles de rotra, des kegudu pin, des fruits du poivre et des feuilles
de dingadingana (classe IV) exhibent un potentplulsif comparable a I'huile de pulpe
(classe V) grace a I'abondance de composés moroigues. L'huile de feuille de rotra est
composée pard-pinéne (40,52%), cis-3-ocimene (22,45%) et leskfarocimeéne (10,90%).
Pour les aiguilles du pin (classe V), sa composithimique est constituée en majeure partie
par I' a-pinéne (62,82%), limonéne (14,16%) et le R-pin€ile77%). Celle des fruits du
poivre noir (classe IV) est composée par le limené20,98%), [3-pinéne (17,35%);3-
carene (18,76%) et le R-caryophylléene (13,47P@ur les fruits du poivre vert, I'huile est
majoritairement composée pas-pinene (32,10%), limonene (16,98%)pinene (15,84%) et
le 6-3-carene (15,29%). La composition chimique majedes feuilles de dingadingana

(classe 1V) est constituée par le R-pinene (42,164myrcene (6,98%) et le 1,8-cinéole
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(5,03%). Quant a I'huile de feuilles de citronngllgon activité répulsive (classe V)
proviendrait du géranial (37,16%), néral (28,64%)ep-myrcéne (18,73%). Le géranial et
le néral sont des aldéhydes et cette classe chénpqurrait également avoir des propriétés
répulsives contre les insectes des stocks (Lwandk £992). Toutefois, les huiles de feuilles
de Lantana camara d’Eucalyptus globulust de Cymbopogon giganteusont nettement
moins répulsive (classe Ill). En plus des monoteege ces huiles sont également composées
par des cétones (davanone : 22,82%) et plusieoduips oxygénés (1,8-cinéole : 76,34% ;
trans-p-mentha-2,8-dienol : 15,07% ; trans-p-medi7d8-dien-2-ol : 13,55% et deis-p-
mentha-1(7)8-dien-2-ol (11,97%). Dans ce cas, amits@robablement les constituants

mineurs qui sont responsables de l'activité répalsi

+ Toxicité de I'huile essentielle de pulpe de rotra

L’huile de pulpe obtenue au cours de 4%%emaine de maturation présente la plus forte
potentielle de répulsion contiMd. signatella Néanmoins, sa toxicité vis-a-vis de cet insecte
reste trés réduite, probablement a cause de da faiteur relative en-pinéne (18,1%). En
effet, les travaux effectués par Leon et al., (3083montré une forte toxicité de I'huile
essentielle ducalyptus salignaontre un BruchidagCallosobruchus maculatygrace a sa
teneur élevée en-pinéne (40%). Ainsi, les effets répulsifs et ing@des de ces huiles
dépendraient de plusieurs facteurs, entre autrgscl@mposition chimique et le niveau de
sensibilité de l'insecte (Casida, 1990).

« Effet dose-dépendant de I'huile essentielle de pudple rotra

Dans notre étudéyl. signatellaest plus sensible a la dilution la plus faiblel'tiaile de
pulpe de rotra et ceci est valable pour chaque isent maturation. En effet, quand I'huile
est dilué 10 fois, le pourcentage de répulsivitétres éleve (57,16 a 84,39%) alors qu'avec
une dilution a 100 fois, le pourcentage décroit,§2% 69,03%) et ceci devient tres faible
(35,11 a -63,52%) quand elle est diluée 1000 f8&s. conséquent, la sensibilité de l'insecte
dépend de la dose d’huile essentielle appliqguées Phuile essentielle est diluée, plus
I'activité répulsive diminue. Ces résultats confmb ceux obtenus avec de I'huile essentielle
de feuille deXylopia aetiopicacontre Sitophilus zeamaigjui montrent une augmentation
importante de la répulsivité en fonction de la dagpliguée (Assawalam et al., 2006).
Nous avons montré que cette activité répulsive'liélé essentielle de pulpe de rotra n'est
pas spécifique dBl. signatella En effet, elle repousse aussi les charancongd8itophilus

oryzae(94,88%) démontrant par cela un plus large speaation. Des travaux effectués par
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Obeng-Ofori et al. (1997) avec I'huile essentigll®cimumsuavemontrent un effet répulsif

contreles insectes du geng&tophilus granariusSitophilus zeamaist Tribolium castaneum

+ Infestation des fruits de rotra en fonction de leurorigine

Dans cette étude, les fruits de rotra ramasséte sol au cours des douze semaines de
maturation présentent un taux d’infestation plevéé (16%) comparés aux fruits récoltés
directement sur I'arbre (2%). Quand tous les frgibmt tombés au sol, aprés la fin de la
maturation, 95% des fruits collectés sont infestes. effet, les fruits mdrs se dégradent
rapidement et pourrissent, donc facilement attag@sapar les insectes qui se trouvent au
niveau du sol. Il importe de signaler que plusidneectes autres qud. signatellaont été
observés dans les lots de fruits de rotra ramgsaeserre (Rasamimanana, données non-
publiées). Parmi eux, signalonslanophyes fasciolatugCurculionidae), Trogoderma
granarium (Dermestidae) eRhizopertha dominicgBostrichidae). Ces insectes pourraient
jouer le réle de facilitateurs (Hawmons et al., 208n dégradant plus rapidement la pulpe de

rotra avant l'infestation des graines parsignatella

« Affinité de M. signatellavis-a-vis des fruits et graines de rotra

M. signatella présente une préférence claire pour les fruitdegtgraines mdres, a
'exception des fruits frais (2,86%), probablemeéntause de la volatilité des substances
répulsives contenues dans les fruits mars qui sjgobént plus facilement de la pulpe fraiche
compareés aux fruits seddl. signatellamanifeste peu ou pas de préférence pour les ftits
graines verts a I'état frais ou secs. Ces résufiatsraient étre dus a la teneur élevée de
substances répulsives contenues dans les fruitmdon (semaine 1 a 3) ou I'huile essentielle
est produite en plus grande quantité que chezuds Mmars (semaine 12). Néanmoins, le test
biologique montre que ces deux types d’huiles enpourcentage de répulsivité comparable
contre l'insecteM. signatella Ceci suggere que I'activité répulsive observéeilté plutét de
la quantité endogéne en huiles essentielles quia d®mposition des huiles essentielles

obtenues.

Selon Kim et al(2003) et Nkouka (1995), les effets toxiques ddséx des plantes sont
fonction de l'espéce de plante, de la dose du fratilisé, de I'espece d'insecte et aussi du
temps d'exposition aux produits. Ainsi, les proegédiproposées en vue d’éviter l'infestation
des fruits de rotra par des insectes est de scértaines regles de bonne pratique de la récolte

comme éviter autant que possible de ramasser u@s fjui sont tombeés sur le sol. Etant
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donné que les fruits de rotra sont récoltés pavisege des arbres, ils devraient étre recueillis
dans une sorte de bache de protection afin d'empéelr contact sur le sol. Une fois
récoltés, les fruits devraient étre triés pour &lén ceux qui sont infestés, nettoyés, dépulpés
et séchés. Apres le séchage, il est conseillé @gebftes graines et de stocker sous forme de
poudre car les insectes pondent et accomplissentyele de développement a l'intérieur de
la graine. Pour diminuer les risques d’infestatmun cours du stockage, il pourrait étre
envisagé de diffuser en continu de I'huile esséati@pulsive contre l'insect®l. signatella
Cependant, I'huile essentielle choisie doit montnee totale innocuité vis-a-vis du personnel

qui gere le stock.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Au cours de I'année 2008, la maturation des frdasrotra s’'est déroulée pendant
environ douze semaines pour le génotype R5. Deasgshde croissance sont clairement
distinctes. Les sept premieres semaines sont éaisass par une augmentation du poids, de
la taille et de la teneur en eau des fruits. Aipdd la septieme semaine, la teneur totale de
solides solubles (TSS) de la pulpe augmente jusgfife de maturation. Au cours de la
maturation, I'acidité diminue, les chlorophyllesd&gradent et d’autres pigments comme les
anthocyanes, responsables de la coloration nomppsuapparaissent. Le rendement en huile
essentielle de pulpe de rotra diminue progressinérmpendant cette période. La teneur en
sesquiterpenes et en produits oxygénés est élewnsapt la premiére semaine alors que celle
des monoterpénes est maximale entre la troisieaeheiitieme semaine de maturation.

Les résultats du test de répulsivité ont montré tgukes les huiles essentielles extraites au
cours de la maturation sont répulsifs comtresignatella La préférence de I'insecte pour les
fruits mars serait plutét liée a la baisse de lete en huile essentielle dans la pulpe. La
répulsivité de I'huile essentielle contk® signatellaest dose-dépendante, le pourcentage de
répulsivité optimal étant obtenu avec la plus faidhlution.

Le test de toxicité a démontré que [I'huile de puipest pas toxique powl. signatella
Néanmoins, son potentiel répulsif n'est pas spfudfideM. signatellacar elle repousse
egalement le charancon du 1&tophilus oryzae

Comme I'huile essentielle de pulpe n’est dispondple pendant la période de fructification,
'huile de feuille de rotra pourrait étre utilisém substitution. Les feuilles de rotra sont
pérennes, elles présentent aussi une forte réfalsontreM. signatella Les huiles extraites
d’autres plantes comm@ymbopogon nardust Piper nigrumconstituent également de bons

répulsifs contre cet insecte.

A partir de notre étude, quelques conseils pratigp@urraient étre proposés aux
paysans récolteurs et préparateurs de phytoméditaraén d’obtenir des graines de rotra
saines, indemnes d’infestation et de les protégeard le stockage post-récolte :

Au niveau des collecteurs :

v Informer davantage les paysans de ne pas ramasdeuits tombés sur le sol
v/ Etaler une bache de protection pour recueillirfteits de rotra aprés secouage des
arbres

v’ Trier séverement en éliminant impérativement l@sngs infestées.
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Conclusions et perspectives

Au niveau de la manufacture :
v Utiliser de l'huile essentielle de feuille de rotamme répulsif dans les stocks de
graines. C’est une solution alternative a la lattenique. Pour cela, il faudrait réaliser
un test de validation de la répulsivité a I'échétidustrielle par une application d'un

diffuseur d’huile essentielle pour protéger le ktoc

Des études supplémentaires sont nécessaires afin de
v Tester par fumigation I'effet larvicide de I'huiéssentielle de pulpe de rotra

v' Tester l'effet répulsif contre d’autres insectesctears de germes comme les
moustiques

v' Terminer l'identification de tous les constituads|’huile essentielle extraite de pulpe
de rotra

v' Evaluer la toxicité de I'huile sur différents moeglanimaux.
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ANNEXES
Annexe 1: Conditions opératoires
L’échantillon a analyser est introduit dans la cheend’injection ou il est vaporisé de facon
homogene.
» Quantité injectée : 0,1pl
Programmation de la température du four : 50 a@%0faison de 5°C/min
Pression P du gaz vecteurfH).33 bar
Température de I'injecteur et du détecteur : 230°C
Type de détecteur : FID
Type de colonne : CP-WAX 52cB

vV V V V V

Annexe 2: Identification des constituants

Le Laboratoire d’Analyse des Huiles EssentielleAHE) de I'IMRA utilise des produits de
référence appelés EMAG {@ Gs) pour identifier les constituants des huiles esses. En
effet, les études de reproductibilité effectuées permis de démontrer que ces indices
d’EMAG ne présentent aucune variation significaipee rapport aux divers facteurs (Herent et
al., 2007).

L’identification des principaux constituants pas iadices d’esters requiert la réalisation d’'une
analyse chromatographique en phase gazeuse. Apeetian des esters meéthyliques d’acides
gras et des huiles essentielles a analyser, oenlates chromatogrammes. Les indices d’esters
I(X) des différents constituants sont déterminésrska formule suivante :

(x)=100n+ H
Avec,

I(X) = indice d’ester du composeé x

n = nombre de carbone d’ester méthylique d’acids gfué avant x

n+1 = nombre de carbone d’ester méthylique d’agids €lué aprés x

Ty T, Thaa= températures de sortie du composé x et des entdiy/liques élués avant et
apres x (elles sont obtenues a partir de la relatip (°C) = 50 + 5 t(x) avec t(x) : le temps

de rétention du composé x et la relation de I(x)

Les I(x) sont ensuite comparés a ceux d’'une baxgodices correspondant a des composes

témoins constitués par le laboratoire (Rabehaja7 R0
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Annexe 3: Liste des constituants chimiques non idéfiés de I'huile essentielle extraite de
pulpe de rotra au cours de la maturation

Constituants Semaine

1 3 6 8 12
1 0,048 0,05 0,059 0,302 0,203
2 0,046 0,061 0,052 0,174 0,349
3 0,077 0,056 0,853 0,656 0,299
4 0,38 1,405 0,079 0,148 0,124
5 0,17 0,039 0,141 0,168 0,272
6 0,154 0,13 0,11 0,127 0,246
7 0,365 0,032 0,112 0,107 0,478
8 2,666 0,038 0,121 0,051 0,197
9 0,073 0,252 0,066 0,177 0,496
10 0,056 0,029 1,612 0,113 11,477
11 0,045 0,082 0,449 2,428 0,233
12 10,257 0,03 1,104 0,675 4,087
13 0,088 0,14 0,147 0,579 5,479
14 0,036 0,276 0,087 0,106 0,348
15 0,032 1,228 0,085 0,478 0,226
16 0,076 0,106 0,11 0,052 0,834
17 0,117 0,146 0,117 0,103 11,094
18 0,735 0,031 0,08 0,105 0,861
19 0,031 0,042 0,098 0,191 0,178
20 0,096 0,095 0,055 0,157 1,964
21 0,061 0,073 0,132 0,089 0,136
22 0,05 0,059 0,824 0,186 1,047
23 0,034 0,06 0,086 0,144 0,634
24 0,125 0,062 0,066 0,76 1,402
25 0,036 0,054 0,116 0,098 0,862
26 0,249 0,036 0,246 0,072 0,171
27 1,14 0,038 0,133 0,093 0,41
28 0,116 0,649 0,094 0,098 0,329
29 0,066 0,094 0,051 0,339
30 0,442 0,051 0,156 0,336
31 0,28 0,042 0,226 0,184
32 0,614 0,095 0,859
33 0,246 0,087 1,147
34 0,881 0,029 0,579
35 0,078 3,53

w
(o3}

0,069 0,568
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Annexe 3: Liste des constituants chimiques non idéfiés de I'huile essentielle extraite

de pulpe de rotra au cours de la maturation (Suite)

37 0,032 2,018
38 0,041 0,376
39 1,026
40 0,155
41 0,235
42 0,279
43 0,13
44 0,227
45 0,166
46 0,188
47 0,162
48 1,091
49 0,227
50 1,082
51 3,514

Total 19,888 5,917 7,234 8,87 62,854




Annexe 4: Structure de quelques constituants chimiges des huiles essentielles
1-MONOTERPENES

B— Myrcéne Transf-Ociméne Limonéne a- Terpinéne y-Terpinéne
a- Phyllandréne ~ Terpinoléne a-Pinéne B-Pinéne Camphéne

§ 3

R el Ty

p-Caryophyliene  y-Cadinene d-Cadinene c-Humulene E-f-Farnesene

3-MONOTERPENES OXYGENES

1.8-Cineole

Annexes
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Annexe 5: Teneur relative des constituants chimigegs des huiles essentielles de

substitution

Feuille de Poivre  Psiadia  Poivre Lantana Eucalyptus Eucalyptus
Constituants Girofle  Citronnelle rotra Pin noir altissima  vert camara globulus giganteus
 —myrcéne - 18,731 2,227 0,114 6,602 6,988 4,938 1,418 0,545 -
o —fenchéne - - 0,041 - - - - 0,39 - -
cis- p -ocimene 1,169 22,458 - 0,044 0,793 0,257 0,657 0,325 -
trans- B -ocimene 0,677 10,901 - 0,286 - - 1,588 0,077 -
1-8-cinéole - - 0,091 0,073 5,033 0,087 7,855 76,346 0,181
o —terpinéne - - 0,06 1,722 - 1,015 0,021 0,323 0,047 -
Limonéne - - 2,145 14,163 20,989 2,635 16,981 1,484 3,689 32,42
a -phellandréne - - - 0,065 - 0,027 - - -
B -phellandréne - 0,14 0,037 0,248 0,092 0,178 0,371 0,114 -
a —pinéne - - 40,523 62,808 7,706 3,374 32,108 6,815 11,114 -
Citronellal - 0,328 - - - - - - - -
y —terpinéne - - 0,676 - 0,101 0,325 0,928 0,051 0,051 0,55
p-cyméne - - 0,103 0,196 0,372 - 0,278 0,228 0,277 0,296
Terpinoléne - - 0,834 0,479 0,214 - - 0,095 0,122 ,08P
Linalool 0,06 1,17 0,125 0,336 0,685 0,171 0,414 ,089 -
a -humuléne - 2,021 2,186 - - - - - -
Isopulégol - 1,404 - - - - - - - -
B —élémeéne - 0,298 - 0,216 1,433 1,313 0,668 0,225 0,042 -
0 —élémene - - - - 2,694 0,614 1,152 0,096 - -
Eugénol 76,398 - 0,065 - - 0,391 - 0,36 - -
B -caryophylléne 11,356 0,283 4,836 0,615 13,477 2,249 6,165 1,254 0,039 -
aromadendréne 0,075 0,044 - - - - - 1,096 -
Campheéne - - 0,157 0,891 0,825 0,514 0,895 0,062 - -
B —pinéne - - 1,429 11,776 17,356 42,161 15,841 4,342 0,454 -
o —copaene 0,119 - 0,882 - 0,14 0,323 0,085 0,418 - -
Tricyclene - - - 0,255 - - - - - -
terpinéne-4-ol - 0,092 - - - - 8,487 0,054 0,159
aromadendréne - 0,22 - - - - - - -
Néral - 28,649 0,135 - - - - 2,918 - -
o —humuléne 1,218 - - 0,938 0,931 0,426 0,114 0,126 -
Géranial 37,164 0,255 - - - - - - -
acétate de géranyle 1,003 0,358 - 0,051 0,06 0,018,038 0,167 -
[ —citronellol - 0,252 - - - - - - - -
acétate d'eugényle 9,867 - - - - - - - - -
Nérol - 0,111 - - - - - - - -
o —terpinéol - - 0,943 0,199 0,182 1,12 0,053 0,524 - 0,044
Géraniol - 3,548 - 0,033 - 0,053 - - 0,194 -
caryophyllene oxyde 0,282 0,045 0,431 0,067 - - 0,037 0,132 - -
germacrene-D - 0,758 - 1,512 2,018 0,728 0,033 - -
B —sélinéne - - 0,138 - 1,626 0,408 0,726 4,278 - -
o —muuroléne - 0,189 - - 0,198 - - 0,027 0,077
vy —cadinéne - - 0,094 0,03 1,128 0,999 - 0,071 - 0,463
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Annexe 5 : Teneur relative des constituants chimiges des huiles essentielles de substitution (suite)

B —cadinéne - - 0,05 -
0,11 - 0,635 0,125
Yy —muuroléne - - 0,068
Viridiflorol - - 0,069 -
terpinéne-1-ol-4 - - 0,172
benzoate de benzyle - 0,103 -
0,045 - -
0,452 -
Sabinéne - - -

d —cadinéne

néo-isopulégol
Y —muuroléne - -

d -3-caréne - - -
Davanone - - -
5-heptén-2-one,6-méthyl
Bornéol - - -
cyclosativene - -
o —gurjunene - - - -

0,097 - - -

cyclosativéne - - -

o —cubébéne

Camphre - - - -
B -bisabolene - - -
trans-nérolidol - - -
spathulénol - - - -
d -cadinol - - - -
o -cadinol - - - -
trans-pinocarvéol - - -
globulol - - - R
cis-limonéne oxyde - - -
3,9-epoxy-p-mentha-

1,8(10)-diene - -

alcool périllique - - -
trans-p-mentha-
2,8-dienol - -

cis-p-mentha-2,8-dienol - -
trans-isopiperitenol - - -
trans-p-mentha--1(7)

8-dien-2-ol - -
trans-carvéol

cis-carvéol - - - -
p-cymen-8-ol - - -
cis-p-mentha--1(7)

8-dien--2-ol - -
cis-isopiperitenol - - -
carvone - - - -
NI total 0,398 1,703 4,497 1,075

0,17

0,148

0,269

18,767

0,379
0,091

1,641

- 0,537 0,515 0,053 2,585
1,584 0,045 0,719 0,046 -
- 0,03 - - -
0,107 - -

1,35 - - -

0,368 0,18911,805 0,036 -
2,038 15,293 0,319 - -
22,822 - -

- 0,055 - - -
0,039 0,217 -
- 0,203 - - -
0,048 - -
3,34 - -
0,227 - -
0,994 - -
1,938 - -
1,122 - -
1,283 -
0,447 -
0,292 -

1,721
0,238

15,079
6,754
0,253

13,558
2,367
0,113
0,487

11,974
0,125
2,166
19,105 7,974

0,83810,743 2,616

Total 98,881 99,781 99,086 99,971

99,863

99,027 999, 99,957 99,763 99,705
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ABSTRACT

The rotra kernels used for the preparation ofatfitidiabetic Madegluc§lwere infested
by insects during their storage. Among these pdhkts,most frequent is a Curculionidae
identified asMyocalandra signatella
This insect was incorporated along the commoditgirctparticularly during fruit harvesting.
Surprisingly, green fruits were rarely infestedd®st contrary to ripe fruits, suggesting a higher
content of repellent compounds within the pulp afripe fruits. The monitoring of
morphometric and physico-chemical parameters dufriaig ripening indicated a substantial
increase of the fresh weight, water and anthocygaciontents and °Brix. Conversely, total
chlorophylls and titratable acidity decreased. B8akoil yield of rotra pulp dropped from 0.7
to 0.02%. during the maturation of rotra fruits. Poil was mainly constituted of sesquiterpens
(43.02%) and oxygenated products (36.08%) at tleetoof maturation. Then, monoterpens
became predominant between week 3 and 8 avera@id®%®B. Sesquiterpens (29.32%) and
new unidentified compounds (62.85%) were the megjonpounds at the end of the maturation
period. All pulp oils extracted during the matuoatitime displayed good repellency agaixist
signatellawith an optimal repellency index (84.39%) durihg third week. Insects were more
sensitive at the lowest dilution.

These result showed that insect preference forfripts could be partially explained by their
lowest content in essential oil. Moreover, the Hepe effect of the pulp oil again&itophilus
oryzae(94.88%) showed its non specificityth signatella

Pulp essential oil could be replaced by leaf essleoil which is available along the year and
have comparable repellent activity agaiit signatellaor by other plant species such as

Cymbopogon nardusndPiper nigrum

Key words: essential oil, fruit maturation, grain storage, kasting, repellent activity,

Syzygium cumini.
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Titre : Evaluation de l'activité répulsive de I'huile essentielle de pulp de rotra Syzygium
cumini L. (Myrtaceae) contre I'insecte dévoreur de grainedlyocalandra signatella
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RESUME

Les graines de rotraSyzygium cuminilL.) destinées a la préparation du
phytomédicament antidiabétique Madegl{cgbnt attaquées par des insectes nuisibles dont le
plus fréquent est un Curculionidae identifié comvhymcalandra signatella
L’identification du moment d'infiltration de cet $ecte, le test de préférence pour les fruits de
rotra par M. signatella la caractérisation de la maturation par un suigs parameétres
morphométriques et physico-chimiques des fruitsalie, I'extraction et I'analyse des huiles
essentielles de pulpe de rotra par CPG/DIF ontégtiisés. Ces huiles essentielles extraites au
cours de la maturation sont ensuite évaluées poulctivité biologique contid. signatella
Les insectes s'infiltrent dans la filiere d’appreiennement au cours du ramassage des fruits, se
retrouvant par la suite dans le stock de grainetadeanufacture. Contrairement aux fruits
mdars, les fruits verts ne sont que tres raremdatjaés par I'insecte suggérant une propriété
répulsive de la pulpe des fruits verts. Au coursadeaturation des fruits de rotra, les résultats
montrent une augmentation du poids, de la tenewaenet en anthocyanes ainsi que du TSS.
En contrepartie, la teneur en chlorophylles etdia titrable diminuent. Le rendement en huile
essentielle de la pulpe diminue progressivemerl,ded 0,02%0 au cours de la maturation du
fruit de rotra. L’huile extraite de la pulpe estnstituée principalement de sesquiterpenes
(43,02%) et de produits oxygénés (36,08%), en débuhaturation. Ensuite, les monoterpenes
sont prépondérants entre les semaines 3 et 8 aeteneur moyenne de 87,45%. La fin de la
maturation est marquée par les sesquiterpenes2(@Y,8t de nouveaux cOmpose€s non-
identifiés (62,85%). Toutes les huiles extraitedadpulpe au cours de la maturation possedent
une activité répulsive contr®l. signatellaavec un pourcentage de répulsivité optimal de
84,39% pendant de la troisieme semaine. Ces résuidiquent que la préférence de l'insecte
pour les fruits mdrs pourrait étre expliquée, auma@artiellement, par leur faible teneur en
huile essentielle. Par ailleurs, I'effet répulsé dette huile suSSitophilus oryzag94,88%)
indique sa non-spécificité polt. signatella
Dans cette étude, nous avons conclu que I'huilentigdle de pulpe pourrait étre substituée par
I'huile extraite de feuilles de rotralisponible pendant toute I'année et présentantfarie
répulsivité (78,93%) contrl. signatellaou par d’autres plantes comr@gmbopogon nardus
et Piper nigrum

Mots clés :activité répulsive, huile essentielle, maturatia@s druits, récolte, stock de graines,
Syzygium cumini.
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