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RESUME

RESUME

Les Attines sont des fourmis champignonnistes localisées dans la zone allant du
sud des Etats-Unis a I’Argentine en passant par la Caraibe. Les dégats causés par
ces ravageurs sont considérables et estimés a plusieurs millions de dollars par an.
Elles sont de ce fait considérées comme 1'un des premiers fléaux de I'agriculture de
la zone (Cameron & Riggs, 1985 ; Fowler et al., 1986). En Guadeloupe, la <fourmi
maniocs (Acromyrmez octospinosus Reich) cause de nombreux dommages, aussi
bien pour l'agriculture que dans les milieux naturels. Les dégats occasionnés par
ces fourmis ont nécessité 'utilisation de pesticides de synthese pour tenter de les
combattre. La dangerosité de ces substances pour les milieux naturels et anthropisés
ainsi que pour la santé publique est un contexte favorable a I’exploration de nouvelles

pistes telles que 1'utilisation de plantes a usages phytosanitaires.

Certains métabolites secondaires contenus dans les plantes présentent une action
défensive du végétal contre les ravageurs. Les activités pesticides de ces métabolites
ont été mises en évidence par les observations empiriques des populations durant des
siecles (Regnault-Roger et al., 2002). Fort de ce constat, le programme TRAMIL,
dont la solide expérience en matiere de recueil et de validation du savoir populaire
n’est plus a démontrer, semble étre le point de départ idéal pour trouver des plantes
réputées pour leur activité insecticide et antifongique pouvant étre utilisées dans une

lutte intégrée contre la fourmi manioc.

L’objet principal de cette these consiste a savoir si on peut déceler a partir de
I’ethnopharmacologie TRAMIL des usages permettant de combattre cette fourmi et
son symbiote fongique, Leucocoprinus gongylophorus (Heim) Moeller. Les protocoles
retenus et présentés dans ce travail permettent d’observer les effets des usages de
plantes choisis sur la survie et le comportement des insectes et sur la croissance
du symbiote. Ils ont été sélectionnés pour leur potentialité a mettre en évidence les
différents types d’effets des extraits végétaux (insecticide par contact, insectifuge,
toxique par ingestion, fongistatique ou fongicide). Six usages traditionnels issus de
cing plantes sont testés sur la fourmi : Mammea americana L., Nerium oleander L.,
Nicotiana tabacum L., Rollinia mucosa (Jacq.) Baill. et Trichilia pallida Sw. Cing
autres usages traditionnels sont testés sur le champignon : Allium cepa L., Allium
sativum L., Lycopersicon esculentum Mill., Manihot esculenta Crantz et Senna alata
(L.) Roxb. Les résultats obtenus permettent de dégager quelques pistes de lutte
intéressantes contre ce ravageur.

Mots-clés : agroécologie, Attini, biopesticides d’origine végétale, Leucocoprinus

gongylophorus, lutte intégrée, myrmécologie.



ABSTRACT

ABSTRACT

Leaf-cutting ants are fungus-growing ants. Their geographic distribution ranges
from southern United States to northern Argentina, including the West Indies. Eco-
nomic losses due to these ants were estimated at several million dollars per year.
The latter statement makes they are considered as one of the most important pest
species of the agricultural productions (Cameron & Riggs, 1985 ; Fowler et al., 1986).
In Guadeloupe, the most important invasive pest species which caused important
losses in forests, gardens and field crops is ‘cassava ant’ (Acromyrmex octospinosus
Reich). These huge losses required to use synthetic chemical pesticides to control
these leaf-cutting ants, the consequence of which is, irreversible injuries on environ-
ment and on human health. As a matter of fact, this situation has prompted an
increasing interest in alternative methods for pest control like plants with pesticide

used.

The plants secondary metabolites have a defensive action againts herbivores.
These useful natural insecticides often come from traditional knowledge (Regnault-
Roger et al., 2002). The objectives and experience of TRAMIL in traditional Carib-
bean knowledge and sustainable utilization of plants seem to be the best starting

point to find interesting plant uses with insecticidal or fungicidal potentiality.

The main objective of this thesis is to know if traditional ethnopharmacological
TRAMIL uses could help to fight against this ant and against the symbiotic fun-
gus, Leucocoprinus gongylophorus (Heim) Moeller. Methods used and presented in
this work allowed to observe effects of selected plant uses on mortality and insect’s
behavior. The protocols performed were selected for their potentiality to detect the
different types of insecticidal effects (contact toxicity, repellent effect, toxicity by
ingestion, fungicidal or fungistatic). Six traditional plant uses of five plants were
tested on the ant : Mammea americana L., Nerium oleander L., Nicotiana tabacum
L., Rollinia mucosa (Jacq.) Baill. and Trichilia pallida Sw. Five other plant uses
were tested on the fungus : Allium cepa L., Allium sativum L., Lycopersicon escu-
lentum Mill., Manihot esculenta Crantz and Senna alata (L.) Roxb. The obtained

results provide us with some interesting trails to fight against this pest.

Keywords : agroecology, Attini, biopesticides of plant origin, integrated pest ma-

nagement, Leucocoprinus gongylophorus, myrmecology.
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Les Attines sont des fourmis champignonnistes localisées dans la zone allant du
sud des Etats-Unis & I’Argentine en passant par la Caraibe, zone illustrée par les
cartes en annexe A (Figures 56 et 57). Les dégats causés par ces ravageurs sont
considérables et ont été estimés a plusieurs millions de dollars par an au Texas et a
130 millions de dollars par an dans I’état de Sao Paulo au Brésil (Cameron & Riggs,
1985). Elles sont, pour ces raisons, considérées comme 'un des premiers fléaux de

I'agriculture de la zone (Fowler et al., 1986).

En Guadeloupe, une fourmi Attine, la «fourmi maniocs (Acromyrmezx octospino-
sus Reich) cause d’importants dommages aussi bien au niveau de l'agriculture que
des milieux naturels. Les nombreux dégats occasionnés par ces fourmis ont nécessité
la mise en place de mesures pour tenter de les combattre. De 1956 a 1993, des
insecticides organochlorés ont été intensément utilisés en Guadeloupe pour lutter
contre la fourmi manioc. Ces molécules bioaccumulables et fortement rémanentes
sont désormais interdites du fait de leur impact néfaste sur 'environnement (Febvay
et al., 1990). Actuellement, la substance active autorisée est un phénylpyrazole pour-
tant considéré comme tres toxique et dangereux pour ’environnement depuis 2005.
La dangerosité de ces pesticides chimiques pour les milieux naturels et anthropisés
est un contexte favorable a l’exploration d’'une alternative et la lutte écochimique

suscite aujourd’hui un intérét grandissant (Arnason et al., 1989).

Apres la seconde guerre mondiale, le développement de la chimie a permis la mise
au point d’un arsenal de pesticides capable d’éliminer les ennemis des cultures et de
la végétation naturelle. Cette approche a conduit a une élimination spectaculaire des
organismes nuisibles mais également a une détérioration parallele de I’environnement
avec un empoisonnement des sols, des rivieres et de la végétation. Actuellement,
la lutte contre les ravageurs des végétaux entre dans une nouvelle phase puisque
les recherches privilégient une approche agroécologique fournissant des moyens en
meilleure adéquation avec 'environnement (Philogene, 1991). L’agroécologie est I’ap-
plication de concepts et principes écologiques pour la réalisation de systemes agri-
coles durables. Il s’agit d’une science pluridisciplinaire étudiant les interactions entre
les plantes, les animaux, les hommes et leur environnement au sein des systemes
agricoles. Elle integre les connaissances de l'agronomie, 1’écologie, la sociologie et
I’économie en les appliquant et en les adaptant aux conditions locales et environne-
mentales en minimisant les intrants et en favorisant les pesticides d’origine naturelle
(Dalgaart et al., 2003). Cette derniere approche n’est pas si récente puisque les
especes végétales sont parmi les premiers pesticides naturels connus depuis 1’Anti-
quité. Cette action phytosanitaire des plantes est appelée a se développer et fait

I'objet de nombreux travaux. En effet, la demande en <biopesticides> est de plus
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en plus forte compte tenu de la conjoncture actuelle visant a éliminer les produits
chimiques de synthese considérés comme polluants et impactant sur la santé. Ces
biopesticides d’origine végétale peuvent présenter des effets insecticides, fongicides,

herbicides ou nématicides (Regnault-Roger et al., 2002).

Bien que se trouvant désormais dans un contexte actuel favorable, 'utilisation
de produits phytosanitaires a base de plantes n’a pas toujours été aisée. Celle-ci s’est
heurtée a de nombreux freins du point de vue législatif. En 2006, 'article 70 de la
LOA (Loi d’Orientation Agricole) interdit 1'utilisation et la commercialisation des
substances naturelles pour les traitements pesticides, les classant dans les produits
phytopharmaceutiques. Ces substances sont soumises, au méme titre que les sub-
stances chimiques, a des procédures complexes en vue de I'obtention d’autorisation
de mise sur le marché. La situation devient plus favorable en décembre de la méme
année. L’utilisation des préparations naturelles a des fins de traitement des plantes
est soumise a une autorisation prévue par la réglementation européenne et la loi du
30 décembre 2006 sur 'eau et les milieux aquatiques. Le commerce de ces produits
est toutefois soumis a une évaluation de I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire
(ANSES) et nécessite toujours les mémes standards que les produits chimiques de
synthese. En 2009, les préparations phytosanitaires naturelles bénéficient enfin d’une
procédure simplifiée grace au décret du 25 juin. En 2010, a la suite du Grenelle de
I’environnement 2, le Ministere de I’Agriculture, de I’Alimentation, de la Péche, de
la Ruralité et de I’Aménagement du territoire décide de faciliter le développement de
ces préparations en mettant en place le plan ECOPHYTO 2018. Ce plan a pour but
de recencer les propositions permettant de développer les méthodes de biocontroles,
dont les préparations naturelles, et vise a réduire de moitié 'usage des pesticides de
synthese d’ici 2018 (Ministere de I’Agriculture, de I’Alimentation, de la Péche, de la

Ruralité et de ’Aménagement du territoire, 2010).

C’est dans ce contexte de volonté de trouver une alternative au controle phyto-
sanitaire de synthese de nuisibles tel qu’ Acromyrmex octospinosus que se positionne

notre étude.
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Chapitre 1

La fourmi manioc, Acromyrmex

octospinosus

Acromyrmez octospinosus (Reich) est sans nul doute I'une des menaces actuelles
majeures pour les écosystemes naturels ainsi que les agrosystemes de la Guadeloupe.
Les nombreux dégats occasionnés par ces fourmis ont nécessité et nécessitent encore
la mise en place de mesures pour tenter de les combattre. Pour optimiser cette lutte,
il convient de récolter le plus d’informations bibliographiques possible sur la biologie,

le comportement et les moyens de lutte déja utilisés contre cette fourmi.

1.1 Répartition géographique

A. octospinosus est originaire d’Amérique du Sud ou elle existe depuis le Crétacé.
Cette fourmi est présente sur son continent d’origine (Vénézuela, Guyana, Surinam,
Guyane et Brésil) et aux Antilles (Grenade, Trinidad, Tobago, Cariacou, Cuba et
Guadeloupe) (Weber, 1966) (Annexe A Figure 58). Elle a été détectée en Guadeloupe
en 1954 dans la commune de Morne-a-L’eau ou elle occupait déja 600 ha et existait

probablement depuis plusieurs années (Blanche, 1960).

1.2 Biologie de la fourmi

A. octospinosus est une fourmi appartenant a la sous-famille des Myrmicinae
et a la tribu des Attini qui comprend environ 200 especes. Les Attines vivent en
association symbiotique avec un champignon. La fourmi manioc est une Attine du
genre Acromyrmex. Avec le genre Atta, ce sont les deux groupes les plus évolués
de fourmis champignonnistes. Ces deux genres sont les seuls a découper du matériel

végétal vivant pour en faire le substrat de culture du champignon (Decharme, 1980).
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La fourmi manioc est un insecte social dont les colonies peuvent contenir 10000 a
20 000 individus (Lewis, 1975). Les nids sont souterrains, peu profonds (rarement a
plus de 50 cm de la surface du sol) et souvent inclus dans des cavités naturelles créées
par des rochers, des troncs ou des racines. Ils contiennent une meule ou « jardin a

champignon » qui correspond au symbiote fongique de la fourmi (Decharme, 1978).

1.2.1 La reproduction

Les males sont haploides, ailés et ne possedent pas de fonction sociale au sein de
la colonie hormis la fécondation lors de 'essaimage. Les femelles sont diploides et
sont différenciées par des facteurs environnementaux et génétiques en femelles repro-
ductrices (futures reines) ou en ouvrieres (Weber, 1966). Les femelles reproductrices
(ou gynes) sont ailées (Figure 1) jusqu’a I'essaimage ou elles sont fécondées par plu-
sieurs males. Chaque gyne fécondée devient une reine et peut engendrer une colonie.
La reine perd ses ailes et niche au sol ou elle commence a pondre et a cultiver le
champignon symbiote qu’elle transporte dans sa poche infrabuccale. Sa survie est
assurée par la digestion des muscles alaires et du tissu adipeux abdominal et celle de
ses premieres larves est assurée par des ceufs <trophiquess dont elle les nourrit. Les
premieres ouvrieres émergent, se nourrissent alors du champignon jusque-la cultivé
par la reine, puis prennent le relais de ’entretien du nid et des larves, laissant ainsi

a la reine I'unique fonction de pondeuse (Delabié, 1982).

FIGURE 1 — Femelles reproductrices d’A. octospinosus (reine & gauche et gyne a droite).

La phase juvénile (de l'oeuf a l’émergence) dure environ 60 jours. Les ceufs
éclosent apres 24 h et se transforment en larves qui évoluent en 4 stades pour les ou-
vrieres et 5 pour les reproductrices et les males. Les larves deviennent des nymphes
dépourvues de pigmentation. Leur pigmentation se fait progressivement durant les

18 jours de ce stade (Figure 2). La mue imaginale libere des adultes de couleur claire
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a P'équilibre instable et aux mouvements mal assurés (Delabie, 1982; Schockmel,
1985).

FIGURE 2 — Larves et nymphes d’A. octospinosus & différents stades.

Les ouvrieres adultes sont dépourvues d’ailes et munies de 8 épines dorsales,
caractéristique qui est a l'origine du nom d’espece de cette fourmi. Elles sont réparties
en 3 castes (les petites ouvrieres ou <minors, les ouvrieres moyennes ou <media> et
les grandes ouvrieéres ou <majors) (Delabie, 1982) (Figure 3). Il est a noter qu'il
existe une <reproductions> des ouvrieres qui ont la capacité de pondre des ceufs
haploides qui se développent pour donner des males. Cette reproduction est observée
chez les colonies orphelines dépourvues de reines. Ces reproductions <haploidess ne
sont pas observées chez les colonies comportant une reine, probablement grace a
une inhibition chimique exercée par celle-ci induisant une stérilité des ouvrieres
(Camargo et al., 2006).

FIGURE 3 — Les trois castes des ouvrieres d’A. octospinosus (minor, media et major).

1.2.2 Le comportement social

Les signaux chimiques chez A. octospinosus, comme chez les autres Attines, sont

I'un des supports indispensables de la vie sociale. Les phéromones sont les princi-
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paux signaux émis par les fourmis. Elles jouent un role essentiel dans 'organisa-
tion de la colonie. Les phéromones de déclenchement sont la phéromone de piste
et la phéromone d’alerte. Cette derniere est sécrétée par la glande mandibulaire et
constituée de quinze composés, principalement I’octanone et I’'octanol. La phéromone
de piste est sécrétée par la glande a poison et constituée principalement de dimethyl-
pyrrole carboxylate, d’acétaldehyde et de dimethyl-éthylpyrazine (Cross et al., 1982
Evershed & Morgan, 1983). La phéromone d’amor¢age (phéromone de la reine) mo-
difie la physiologie des ouvrieres et est responsable de 'attractivité du nid pour les

ouvrieres qui en sont issues (Crewe & Blum, 1972).

Le travail de la colonie est réparti en fonction des castes qui sont elles-mémes
fonction de la taille des fourmis. Les ouvrieres «majors> mesurent entre 7 et 10 mm
et sont chargées de la découpe et du transport du matériel végétal jusqu’au nid. Elles
assurent également le transport des larves et des nymphes a l'intérieur du nid et par-
ticipent a la fouille des galeries avec les <media>. Les ouvrieres <media> mesurent
entre 4 et 7 mm et ont pour tache la construction du nid, son agrandissement, sa
défense contre les attaques extérieures et son nettoyage en rejetant a 'extérieur les
déchets, le matériel végétal non accepté et les cadavres. Les ouvrieres <minors me-
surent entre 2 et 4 mm et sont les plus nombreuses. Elles concentrent leur activité a
I'intérieur du nid ou elles assurent ’entretien de la meule en ensemencant le champi-
gnon grace a leur fluide fécal, en léchant le matériel végétal arrivant au niveau de la
meule et en bouturant le mycélium. Elles assurent également ’entretien des larves
et des ceufs.

L’entretien des larves comprend différentes étapes (Camargo et al., 2006) :

— Le léchage du corps des larves, particulierement les régions buccale et anale, a

pour but de les nettoyer et de les aseptiser.

— Le transport des larves a plusieurs endroits de la meule permet de les conserver
dans les meilleures conditions de température et d’humidité et ainsi de les
protéger des perturbations du nid.

— La nutrition des larves est réalisée en leur administrant directement des hyphes
ou des macérations de gongylidia (structure du mycélium définie dans le pa-
ragraphe 1.3.2).

— L’ingestion de fluide fécal excrété par les larves a pour but d’échanger des
messages chimiques trophalaxiques entre les larves et les ouvrieres. Cet échange
est probablement aussi le moyen de recueillir les sécrétions larvaires contenant
une endopeptidase de type chymotrypsine (enzyme dont les fourmis adultes

sont privées) qui permet la dégradation des protéines.
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1.2.3 L’affouragement

L’affouragement est un processus a étapes qui se réalise le long d’une <ligne> im-
pliquant toutes les castes de la colonie.
Ces étapes sont les suivantes (Weber, 1966 ; Camargo et al., 2006) :

— la découpe du matériel végétal dans la nature;

— le transport de ce matériel dans le nid;

— le léchage de celui-ci;

— la découpe de ces végétaux en lanieres plus petites ;

— le broyage de celles-ci;

— le dépot de fluide fécal sur ce broyat végétal ;

— le dépot de fragment de champignon sur ce substrat précédemment préparé et

I'incorporation dans la meule.

Le fait de lécher, de découper en morceaux plus petits et de broyer le matériel
végétal permet au champignon de coloniser rapidement le substrat. La phase de
léchage sert également a nettoyer et a aseptiser les fragments végétaux grace aux
antibiotiques de la glande métapleurale des ouvrieres qui inhibent le développement
des microorganismes compétiteurs. Le dépot de fluide fécal permet une meilleure
dégradation des végétaux et une meilleure colonisation du champignon grace aux
enzymes protéolytiques et pectinolytiques et a certains acides aminés libres qu’il
contient (Febvay, 1981 ; Camargo et al., 2006). L’affouragement est conditionné par
la phéromone de piste. Lorsqu’une source de matériel végétal attractif pour la fourmi
est découverte par une ouvriere exploratrice, celle-ci revient au nid en laissant cette
phéromone sur son passage. Les ouvrieres qui la suivent s’orientent suivant le gra-
dient de concentration de cette phéromone. Les longueurs des pistes d’affouragement

varient de 10 a 100 m en fonction de la taille des colonies (Schockmel, 1985).

1.3 Les symbioses

1.3.1 La symbiose avec ’actinomycete

Un actinomycete du genre Pseudonocardia se développe sur la cuticule des ou-
vrieres quelques jours apres I’émergence de l'insecte et recouvre entierement son
corps entre le 13eme et le 18eme jour. Cette <couvertures d’actinomycete décroit
entre le 25eme et le 30éme jour pour persister au niveau latéro-cervical (Camargo et
al., 2006). La transmission de ce symbiote se fait verticalement grace aux gynes qui
transmettent celui-ci a ’ensemble de la colonie qu’elles fondent. Cette symbiose a

pour but de protéger le champignon symbiotique de la fourmi des microparasites fon-
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giques compétiteurs du genre Escovopsis (Ascomycetes). Il est probable également
que cette symbiose ait une action de protection de la fourmi contre les bactéries
et champignons entomopathogenes ubiquistes. Le bénéfice de cette symbiose pour
I’actinomycete est mal connu. Il existe probablement une sécrétion de nutriments au
niveau du tégument de la fourmi qui active la croissance de 'actinomycete, ce qui
pourrait expliquer le positionnement localisé de celui-ci sur la fourmi en fonction
de son age. En effet, la cuticule de fourmi juvénile, plus souple, serait un terrain
favorable a I’établissement et a la nutrition de ’actinomycete sur ’ensemble de
celle-ci. La cuticule des fourmis plus agées, moins souple, serait peu favorable a ce

développement en dehors des zones cervicales (Currie et al., 2003).

1.3.2 La symbiose fongique

Le champignon symbiote se présente sous la forme d’une meule spongicuse et
fragile constituée de débris végétaux et d’hyphes (Figure 4). Cette meule ou < jardin
a champignon > présente 3 zones de différenciation : une zone superficielle jeune dite
< verte et noire >, une zone médiane dite < blanche > et une zone basale plus ancienne
dite <jaunes. La plupart des auteurs s’accordent a dire que le symbiote est un
basidomycete appartennant a ’espece Leucocoprinus gongylophorus (Heim) Moeller
(Hervey et al., 1977; Decharme, 1978). A Téchelle microscopique, des renflements
sphéroides situés aux apex du mycélium, les gongylidia (regroupés en staphylae) sont
spécifiques de ce champignon et constituent un des criteres de reconnaissance de
celui-ci. Le gongylidium est un organe différencié protégé par une paroi épaisse dont
le contenu est riche en substances nutritives, en particulier le glycogene (Decharme,
1978, 1980a). Les gongylidia sont absorbés en totalité par les larves et leur apportent
a la fois les polysaccharides des parois et le contenu cellulaire. Les fourmis adultes en
absorbent seulement le contenu et gardent les parois du mycélium dans leur poche
infrabuccale. Dans cette poche, les parois fongiques sont imbibées de salive, macérées
et digérées pendant 24 h grace aux chitinases et chitobiases des glandes labiales
(Febvay, 1978). Le champignon assure la nutrition exclusive des stades juvéniles
de la société et de la reine. Il complete le régime alimentaire des adultes qui est
principalement constitué d’échanges trophallaxiques de seve des végétaux découpés

entre les différentes castes d’ouvrieres.
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FIGURE 4 — Meule de Leucocoprinus gongylophorus (Heim) Moeller.

1.4 Estimation des dégats

A. octospinosus provoque de nombreux dégats a cause de son activité d’affoura-
gement nécessaire pour le développement du symbiote fongique. Ces dégats peuvent
représenter 20 & 30 % de la production de certaines cultures et les pertes financieres
sont considérables dans tous les pays ou elle se trouve. L'USDA (United States De-
partment of Agriculture) classe cette fourmi parmi les ravageurs les plus nuisibles

des zones tropicales et subtropicales américaines (Silvy, 1992).

En Guadeloupe, elle a longtemps été considérée uniquement comme un ravageur
agricole touchant les cultures, les arbres fruitiers, les feuilles des bois d’oeuvre et les
plantes ornementales. Cependant, une enquéte de la Fédération Régionale de Défense
contre les Organismes Nuisibles (FREDON) menée en 2008 indique que la fourmi
est présente sur I’ensemble du territoire guadeloupéen (Figure 5) et en particulier le
nord Basse-Terre qui est la zone la plus infestée. Cette enquéte montre également que
les cultures maraichere, fruitiere et vivriere représentent 90,9 % des attaques. Les
cultures fruitieres et vivrieres sont les plus touchées et représentent respectivement
40,3 % et 33,5 % des attaques (Aurela, 2008). La fourmi a également envahi les
espaces naturels a la faveur du cyclone de 1995. En expansion constante, elle est
retrouvée a plus de 700 m d’altitude et met désormais en péril les especes végétales
de ce massif protégé notamment les fougeres arborescentes du genre Cyathea de la
forét primaire ombrophile. Certaines d’entre elles risquent de disparaitre totalement
du fait de leur endémisme (Patin, 2007).

25



La fourmi manioc, Acromyrmez octospinosus

& od ob

1954 T 1965 1982 2000 2008

FIGURE 5 — Cartes d’infestation de la Guadeloupe de 1954 & 2008 (d’apres INRA, 2001).

1.5 Les méthodes de lutte et les travaux

1.5.1 Les méthodes de lutte et les travaux au niveau mondial
Les méthodes physiques

Les premieres techniques de lutte utilisées ont été des méthodes physiques et
mécaniques. Elles sont encore usitées et consistent a creuser, briler, enfumer ou
noyer les nids. Ces méthodes n’ont qu'une efficacité locale et n’empéchent pas les

individus rescapés de refonder la colonie (Schockmel, 1985).

Les méthodes chimiques de syntheése

Le début du controle chimique date du XXeéme siecle et s’est intensifié avec
la Révolution verte. On distingue le controle chimique direct et la pose d’appats

toxiques.

Le controle chimique direct peut se faire par fumigation. Celle-¢i a d’abord été
organisée avec des insecticides et fongicides comme les gaz cyanhydriques, les anhy-
drides sulfureux, les vapeurs de soufre et d’arsenic, des sulfures de carbone ou de la
chloropicrine. A partir de 1960, elle a été faite avec des insecticides de synthese tels
que les organochlorés : lindane, chlordane, heptachlore, aldrine et dieldrine. L’effi-
cacité de ces produits est variée. Elle peut perturber la colonie en tuant des larves
et des ouvrieres ou simplement induire un déplacement de celle-ci. Les substances
utilisées sont par contre toxiques pour 'homme par contact, ingestion ou inhalation
et sont dangereuses pour ’environnement. Le controle chimique direct nécessite des

moyens humains importants pour le travail de prospection et de repérage des nids.

Les premiers essais de pose d’appats toxiques datent de 1963. Les appats étaient
composés de sous produits agricoles (déchets de canne a sucre, pulpe de citron et
huile de soja). Leur efficacité s’est avérée limitée et le climat tropical induit une
fermentation et une prolifération bactérienne et fongique dans 'appat (Schockmel,

1985). En 1964, on note 'utilisation du Mirex®) dont le composé actif est le per-
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chlordécone. La diffusion du produit a ’ensemble de la colonie se fait par trophal-
laxie. L’attractivité et 'efficacité du produit sont éphémeres, mais la substance active
est toxique pour 'homme, fortement rémanente et polluante pour ’environnement.
En 1984, des tests de laboratoires et in situ sont réalisés avec TAMDRO (Hydrame-
thylnon), un amidinohydrazone, dans des appats constitués de farine de froment, de
résidus de brasserie ou de bagasse et d’huile de soja. Les appats manquent d’attrac-
tivité et sont faiblement efficaces sur I’ensemble de la colonie. La microencapsulation
fait son apparition en 1984. L’insecticide est enfermé dans une capsule microscopique
a travers laquelle la substance active se diffuse lentement vers I'extérieur. La taille
des microcapsules doit étre comprise entre quelques microns et 1 mm pour que ces
dernieres soient bloquées dans le filtre infrabuccal de la fourmi (Febvay, 1982). Cette
méthode peu toxique pour les Mammiferes et les Oiseaux, reste en revanche toxique
pour les abeilles (Schockmel, 1985). A partir de 1990, les appats a base de sulflu-
ramide et de fipronil font leur apparition et sont encore largement utilisés (Forti et

al., 2007).

Les méthodes biologiques

Les premiers tests de laboratoire pour un controle biologique datent de 1939
et consistaient a introduire dans le nid des spores conidiennes d’une meule fon-
gique d’aspect anormal. Cette méthode est d'une efficacité limitée puisque la mala-
die n’integre pas réellement le nid et les spores pathogenes sont rejetées. Les pre-
miers tests sur le terrain datent de la méme époque et consistaient a introduire
des prédateurs des fourmis comme des Acariens, des Collemboles et des mouches
du genre Phoridae. La méthode ne suffit pas a limiter les populations de fourmis.
En 1970, des tests de laboratoire et de terrain sur un attractif provenant du sym-
biote fongique et de la phéromone de piste de la fourmi (le composé M4AMP2C) ont
été réalisés (Schockmel, 1985). L’efficacité in vitro de cet attractif ne s’est que peu

confirmée in situ.

Des essais sur l'utilisation du champignon entomopathogene Entomophthora co-
ronata (Kermarrec & Mauléon, 1975) et des nématodes entomoparasites du genre
Heterorhabditis et Neoaplectana (Kermarrec et al., 1988) n’ont malheureusement
pas eu les résultats escomptés sur Acromyrmez octospinosus. En 2003, des essais ont
été menés contre Acromyrmex lundi grace a I'action d’isolats bactériens entomopa-
thogenes de Bacillus thuringiensis (Pinto et al., 2003). En 2007, d’autres essais sont
réalisés sur d’autres Attines du genre Atta en utilisant des champignons entomopa-
thogenes Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana et Trichoderma viride (Lopez

& Orduz, 2003 ; Valmir Santos et al., 2007). Ces essais, concluant sur ces especes,
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ont fait 'objet de la production d’un insecticide microbiologique : le BIBISAV(®).

Une autre alternative au controle chimique a été explorée a 'instar des activités
insecticides d’extraits organiques de plantes telles que Sesamum indicum, Ricinus
communis, Canavalia ensiformis et Ipomoea batatas, menées sur les Attines du genre
Atta et leur symbiote fongique (Bueno et al., 1995; Hebling et al., 1996; 2000 ;
Bigi et al., 2004). L’activité formicide de deux roténoides (isoflavonoides) extraites
de Fabacées du genre Lonchocarpus a été montrée sur Acromyrmezx octospinosus
(Petit, 2004). Les résultats de ces différents essais a base d’extraits de plantes comme
alternative au controle chimique de synthese ont montré des résultats préliminaires

tres encourageants, mais n’ont pas eu de suites connues.

1.5.2 Les méthodes de lutte et travaux en Guadeloupe
Les travaux menés par 'INRA Antilles-Guyane

De 1974 a 1989, 'INRA Antilles-Guyane s’est intéressé a cette problématique
et a réalisé et publié de nombreux travaux aussi bien en recherche appliquée qu’en
recherche fondamentale (Febvay et al., 1990). On retrouve des travaux sur :

— les aspects biogéographiques et éthologiques de I'invasion de la fourmi (Ker-
marrec et al., 1977 ; Malato et al., 1977 ; Therrien, 1986 ; Therrien et al., 1986 ;
Gomel et al., 1989) ;

— les techniques de culture du champignon symbiotique (Angeli-Papa & Eymé,
1979 ; Angeli-Papa & Delmas, 1981) ;

— T’activité microbiologique dans les nids et I'inhibition de celle-ci (Papa & Papa,
1982 a,b);

— I’étude cytologique de la meule d’ Acromyrmex octospinosus et d’autres Attines
(Decharme, 1978 ; Decharme, 1980 a,b); Decharme & Issaly, 1980) ;

— les relations nutritionnelles entre la fourmi et son symbiote fongique et la
physiologie digestive de la fourmi (Febvay, 1978 ; Febvay, 1981 ; Febvay & Ker-
marrec, 1981 a,b); Febvay, 1982; Febvay & Kermarrec, 1983 ; Febvay et al.,
1984 ; Febvay & Kermarrec, 1986) ;

— la physiologie du systeme nerveux de la fourmi (Kermarrec et al., 1976 ; Ker-
marrec, 1981 ; Delabie, 1982 ; Delabie, 1984 ; Delabie et al., 1986) ;

— le comportement social des ouvrieres des nids d’Acromyrmex (Torregrossa et
al., 1982 ; Febvay & Ogier, 1983 ; Febvay et al., 1984 ; Kermarrec & Febvay,
1985 );

— le comportement d’affouragement (Febvay et al., 1986 ; Knapp et al., 1988) ;

— I’étude d’une lutte chimique a l'aide de nouvelles matieres actives comme
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le parathion, I'avermectine et des substances psychotropes de types psycho-
leptiques et psycho-analeptiques (Malato & Kermarrec, 1976 ; Kermarrec &
Abud-Antun, 1978 ; Febvay et al., 1985 ; Schockmel, 1985 ; Febvay et al., 1986 ;
Kermarrec & Mauléon, 1988) ;

— les possibilités d’un controle biologique grace a des nématodes, champignons et
bactéries entomopathogenes (Kermarrec, 1975 ; Kermarrec & Mauléon, 1975;
Kermarrec et al., 1986 ; Kermarrec et al., 1988) ;

— la résistance variétale a la défoliation de certaines especes de Dioscoreacées
(Febvay & Kermarrec, 1984 ; Febvay et al., 1985 ; Febvay & Kermarrec, 1986 ;
Rahbé et al., 1988) ;

— d’autres Attines (Acromyrmex moellerius et Acromyrmez landolti) (Pastel et
al., 1980 ; Torregrossa & Kermarrec, 1984).

Les méthodes de lutte utilisées en Guadeloupe

En Guadeloupe, la lutte contre la fourmi débute en 1956 et jusqu’en 1963, elle
consiste en la prospection humaine des nids et en la pulvérisation directe de lindane
et d’heptachlore a l'intérieur de ceux-ci. De 1963 a 1973, des appats a base d’aldrine

sont utilisés jusqu’a leur interdiction en France.

A partir de 1968, le Mirex 450®) (a 0,45 % de perchlordécone), fait son ap-
parition et son emploi s’est intensifié a partir de 1970. Il était commercialisé, a
disposition des agriculteurs et du grand public, sous forme d’appat en granules a
déposer a l'entrée des nids (Febvay et al., 1990). Le perchlordécone est un organo-
chloré neurotrope qui altere le fonctionnement des canaux sodiques indispensables
a la transmission de l'influx nerveux des insectes. Cette molécule, capable de se
dégrader en chlordécone, est stable, bioaccumulable, fortement rémanente, a 1’ori-
gine de phénomenes de résistance chez certains insectes et responsables de la pollu-
tion des sols, des eaux et des végétaux (Cabidoche et al., 2006). Le Mirex 450@®) est

définitivement interdit en 1993.

De 1994 a 2003, le Service de la Protection des Végétaux a autorisé 1'utilisation du
Mirex S®) dont la substance active est le sulfluramide (com. pers. Gomel L, 2010). Le
sulfuramide est un dérivé du sulfonate de perfluorooctane (SPFO) et se décompose
en celui-ci apres dégradation. Le SPFO est un polluant organique persistant dont les
effets néfastes sont tres importants sur la santé humaine et I'environnement (UNEP,
2007).

Depuis 2003, la substance active autorisée par le Ministere de 1’Agriculture

et de la Péche pour la lutte contre la fourmi manioc est le fipronil a 0,03 g/kg
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(Blitz®). Le fipronil (5-Amino-3-cyano-1-(2,6-dichloro-4-trifluoro-méthyl phényl)-
4trifluoro-méthylsulfinylpyrazole), de la famille chimique des phénylpyrazoles, agit
par inhibition non compétitive, au niveau des synapses gabaergiques qui libere le
neuromédiateur principal des invertébrés l'acide gamma amino-butyrique (GABA).
En altérant les pompes a chlore des cellules nerveuses des invertébrés, le fipronil
empeéche la régulation du flux électrique, conduisant a une hyperexcitation de I'in-
secte, puis a sa mort. Il agit par contact avec 'insecte ou par ingestion (Toral, 2005).
En 2011, cette substance est toujours utilisée et largement commercialisée. Elle est
pourtant considérée comme tres toxique et dangereuse pour ’environnement (JO du
Sénat du 17/11/2005, page 2969) et présente une toxicité aigué pour les mammiferes,
les organismes aquatiques, les poissons et les abeilles (UNEP, 2007). On ne peut pas
occulter non plus le fait que cette substance, en tant que perturbateur endocrinien,

puisse également avoir un impact important sur la santé publique (AFSSA, 2005).

L’effet néfaste des pesticides chimiques de synthese, utilisées jusqu’ ici contre la
fourmi manioc, sur I'environnement et sur la santé humaine est un contexte favo-
rable a ’exploration d’autres solutions de controle raisonné de la fourmi. Dans cer-
taines études (exposées précédemment), c’est la composition en métabolites secon-
daires des plantes qui est explorée. Cette composition est le résultat d’un mécanisme
de défense co-évolutif contre les herbivores au moyen de nombreuses molécules qui
présentent une action défensive du végétal contre les ravageurs. Ces activités sont
mises en exergue par des observations empiriques constatant que certaines plantes se
protégeaient mieux que d’autres contre les nuisibles. Ces observations ont conduit les
populations a développer les premiers phytosanitaires (Regnault-Roger et al., 2002).
Les plantes a usages insecticides, dont les activités sont testées en laboratoire, pro-
viennent donc le plus souvent du savoir traditionnel (Bueno et al., 1995 ; Hebling et
al., 1996 ; 2000 ; Belmain et al., 2001 ; Zhu et al., 2003 ; Bigi et al., 2004 ; [I-Kwon et
al., 2005 ; Woo-Chul et al., 2007 ; Lehman et al., 2007).

Fort de ce constat, le programme TRAMIL (cf. chapitre 2), dont la solide expérience
en matiere de recueil et de validation du savoir populaire n’est plus a démontrer,
semble étre le point de départ idéal pour trouver des plantes réputées pour leur acti-
vité insecticide et antifongique pouvant étre utilisées dans la lutte raisonnée contre

la fourmi manioc.
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FIGURE 6 — Relations existant entre les individus de la colonie A. octospinosus et leurs symbiotes.
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Chapitre 2

Le réseau TRAMIL

2.1 Historique

TRAMIL (initialement TRAditionnal Medicine for the IsLands) est un pro-
gramme de recherche appliquée a la médecine traditionnelle populaire des Caraibes,
dont le propos est de rationaliser les pratiques de santé basées sur l'utilisation de
plantes médicinales. Cette recherche ethnopharmacologique s’est étendue a la ma-

jeure partie des territoires qui touchent la mer des Caraibes.

TRAMIL a été créé en 1982 en République Dominicaine et en Haiti. La coordina-
tion scientifique du programme est domiciliée depuis 2002 a I’Université des Antilles
et de la Guyane. Aujourd’hui, TRAMIL c’est 33 territoires caribéens, 200 acteurs
et 366 plantes a usages significatifs sélectionnées par les enquétes ethnopharmaco-
logiques. A ce jour, TRAMIL a conduit des enquétes dans de nombreux territoires
caribéens comme Antigue, Belize, Barbade, Colombie, Costa Rica, Cuba, Dominique,
Guatemala, Guyane, Grenade, Guadeloupe et ses iles (La Désirade, Marie-Galante
et Les Saintes), Haiti, Honduras, Jamaique, Martinique, Nicaragua, Panama, Porto
Rico, Quintana Roo, République Dominicaine, San Andres et Providencia, Sainte
Lucie, Saint-Martin, Saint Vincent, Tobago et Vénézuela (TRAMIL, 2007 ; Boulogne
et al., 2011a).

2.2 Meéthodologie

La mission de ce programme est de valider scientifiquement les usages tradition-
nels de plantes médicinales pour les soins de santé primaire. Son objectif est d’étre
le programme interdisciplinaire de référence dans la détection, la validation et la

diffusion des usages de plantes médicinales. TRAMIL a une méthodologie unique
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et uniforme qui consiste en la réalisation d’enquétes, de recherches bibliographiques
et de travaux de laboratoire. Le programme n’a pas seulement une approche qua-
litative mais également quantitative des usages populaires des plantes médicinales.
Le nombre de personnes enquétées est validé statistiquement et basé sur le nombre
de familles de chaque lieu d’enquéte (environ 10 % des foyers de la zone). Apres
lenquéte, les usages de plantes dont la fréquence est supérieure ou égale a 20 %
pour un probleme de santé donné sont inclus dans la liste TRAMIL. Les usages
traditionnels de parties de plantes, pour lesquels il n’existe pas de données suffi-
santes, sont classés en INV (sous INVestigation). Pour chaque usage a valider, une
liste d’essais en laboratoire biologiques, phytochimiques et toxicologiques (TRIGS
ou TRamil InvestiGationS) est établie et réalisée (Boulogne et al., 2011b).

C’est grace a cette méthodologie que les usages insecticides et antifongiques uti-
lisés dans notre étude et présentés ci-dessous ont été sélectionnés.

2.3 Les usages insecticides

Les résultats d’enquétes ethnopharmacologiques TRAMIL ont mis en évidence
des usages insecticides qui permettent d’établir les extraits de plantes (selon les

usages traditionnels) (photos Annexe B) a tester sur les fourmis (Tableau 1).

Tableau 1 — Les usages insecticides TRAMIL

Nom scientifique Famille botanique | Partie de plante utilisée | Préparation
(Tropicos, 2011)

Mammea americana L. Calophyllaceae Graine Macération aqueuse
Nerium oleander L. Apocynaceae Feuille fraiche Décoction

Nerium oleander L. Apocynaceae Feuille seche Broyat aqueux
Nicotiana tabacum L. Solanaceae Feuille seche Décoction

Rollinia mucosa (Jacq.) Baill. | Annonaceae Graine Décoction

Trichilia pallida Sw. Meliaceae Feuille seche Broyat aqueux

2.4 Les usages antifongiques

Une sélection d’usages antifongiques provenant des enquétes TRAMIL a été
réalisée dans le but d’établir les extraits de plantes (selon les usages traditionnels)

(photos Annexe B) a tester sur le champignon symbiotique (Tableau 2).
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Tableau 2 — Les usages antifongiques TRAMIL

Nom scientifique Famille botanique | Partie de plante utilisée | Préparation
(Tropicos, 2011)

Allium cepa L. Amaryllidaceae Bulbe Broyat

Allium sativum L. Amaryllidaceae Gousse Broyat

Lycopersicon esculentum Mill. | Solanaceae Fruit vert Broyat

Manihot esculenta Crantz Euphorbiaceae Feuille fraiche Broyat

Senna alata (L.) Roxb. Fabaceae Feuille fraiche Broyat
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Chapitre 3

Les composés chimiques a activité
insecticide, insectifuge et

antifongique d’origine végétale

3.1 Les composés insecticides

Une revue bibliographique exhaustive de 1965 références (de 1923 a 2010) a été
réalisée en utilisant les bases de données scientifiques (Sciencedirect, Springerlink et
Wiley, 2010), des bases de données de chimie (Amicbase, 2010; Duke, 2010), des
bases de données botaniques (Tropicos, 2010) et des livres (Duke, 1992 ; Bruneton,
1999 ; Regnault-Roger et al., 2002) pour identifier les composés chimiques a activité

insecticide, insectifuge et antifongiques issus d’especes végétales.
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Aldéhydes

Composés soufrés
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Composés aromatiques
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FIGURE 7 — Types de composés responsables de I'activité insecticide (en %).
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La revue bibliographique a permis d’identifier 116 molécules comme présentant
une activité insecticide. La figure 7 présente le pourcentage des types de molécules
responsables de I'activité insecticide trouvées dans la littérature. Elle indique que les
trois types de molécules les plus souvent responsables de I'activité insecticide sont

respectivement les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques.

3.2 Les composés insectifuges

Protéines
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Carbohydrates
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FIGURE 8 — Types de composés responsables de I'activité insectifuge (en %).

La revue bibliographique réalisée a permis de trouver 94 molécules présentant
une activité insectifuge. La figure 8 présente le pourcentage des types de molécules
responsables de 'activité insectifuge trouvées dans la littérature. Elle indique que ce
sont tres majoritairement les terpénoides qui sont responsables de 1'activité insecti-

fuge, suivis par les composés phénoliques et les alcaloides.
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3.3 Les composés antifongiques
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FIGURE 9 — Types de composés responsables de I'activité antifongique (en %).

La littérature indique 284 molécules comme présentant une activité fongicide.
La figure 9 présente le pourcentage des types de molécules responsables de 'activité
antifongique trouvées dans la littérature. Elle indique que les trois types de molécules
les plus souvent responsables de I'activité fongicide sont respectivement les composés

phénoliques, les terpénoides et les alcaloides.

Ce travail de synthese nous a permis de répertorier les molécules d’origine natu-
relle les plus connues dans la littérature pour leur activité insecticide et antifongique.
Si les préparations traditionnelles choisies s’averent efficaces contre la fourmi et son
symbiote, il restera a confirmer que celles-ci possedent au moins une des trois familles
de molécules majoritairement responsables des activités insecticides, insectifuges et
antifongiques. Ces molécules sont en I'occurrence les composés phénoliques, les al-

caloides et les terpénoides.
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Chapitre 4
Problématique générale

Notre étude s’insere dans le contexte de réduction des intrants chimiques de

synthese et de la mise en place de mesures visant a protéger I’environnement.

Acromyrmez octospinosus (Reich) est une des menaces majeures pour les agro-
systemes ainsi que pour les écosystemes naturels de la Guadeloupe. Ce ravageur
phytophage a au moins deux points faibles, cibles que nous allons privilégier : les ou-
vrieres majors et son champignon symbiote. TRAMIL a sélectionné des préparations
traditionnelles de plantes connues pour leurs activités insecticide et antifongique
et non-nocives pour l'environnement. Ceci permet d’émettre I’hypothese que ces
préparations traditionnelles permettraient de lutter contre la fourmi manioc en rai-

son des métabolites secondaires qu’elles contiennent.

Dans cette étude, il s’agira de déterminer les types d’activité insecticide et in-
sectifuge que peuvent avoir les préparations traditionnelles TRAMIL sur Acromyr-
mezx octospinosus. L’usage d’autres préparations TRAMIL, nous emmenera ensuite
a déterminer les types d’activité fongicide ou fongistatique de ces extraits végétaux
sur le champignon symbiote Leucocoprinus gongylophorus. Nous déterminerons ainsi
si I'une ou plusieurs de ces préparations présentent un potentiel de lutte contre cette
espece envahissante. Un criblage phytochimique, des 3 familles de molécules connues
dans la littérature pour leurs activités insecticides, insectifuges et antifongiques, nous
permettra ensuite de confirmer ou pas la présence de ces composés. Les composés
présents seront ensuite soumis a un dosage pour en déterminer la quantité dans les

préparations traditionnelles utilisées.
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Chapitre 1
Entretien des nids en laboratoire

Les informations bibliographiques récoltées sur la biologie et le comportement
de la fourmi (Partie 1 Etat de I'art) ont permis de construire des nids artificiels,
de collecter des colonies dans la nature et de les entretenir en laboratoire. Le nid
artificiel est constitué de trois parties mimant le fonctionnement naturel de la colonie.
Un bac central opaque pour recueillir le champignon et deux parties transparentes
de part et d’autre (reliées au bac central par des tuyaux) font office de <jardins et
de <poubelle>. La nourriture donnée a la colonie est toujours placée dans la partie
<jardin> et la partie <poubelle> est utilisée par la colonie pour y mettre les éléments

rejetés par les fourmis (terre, végétaux non acceptés ou cadavres) (Figure 10).

-

FIGURE 10 — Nid artificiel (& gauche) et bac central du nid contenant la meule (& droite).

Les fourmis sont nourries quotidiennement de fleurs et feuilles de Terminalia
catappa L., de fleurs et de feuilles d’ Hibiscus rosa-sinensis L., de feuilles de Dioscorea
alata cv. Plimbite, de sucre de canne et de céréales de mais sucrées (Bigi et al., 2004 ;

Decharme, 1978, 1980). On leur fournit également de 'eau ad libitum.
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Chapitre 2

Isolement et entretien du

champignon symbiote

L’isolement du symbiote est réalisé a partir de prélevements au sommet de la zone
grise de la meule, région considérée comme la plus active pour le développement du
champignon (Erthal et al., 2009). Les fragments mycéliens sont mis en culture sur
milieu gélosé (agar a 15 g/L, extrait de malt a 20 g/L, extrait de levure a 2 g/L et
peptone a 5 g/L) (Miyashira et al., 2010) contenant de la streptomycine (200ug/mL).
Cette culture est ensuite conservée par repiquages successifs sur le milieu de départ
sans antibiotique (Decharme, 1978). Lorsque la culture est jugée pure (mycélium
blanchatre et uniforme, Figure 11 gauche), 'observation microscopique de gongylidia
(Figure 11 droite) permet d’affirmer qu’elle correspond au symbiote fongique de la

fourmi (Pagnocca et al., 2001).

FIGURE 11 — Culture du champignon (a gauche) et observations microscopiques de gongylidia
(%100 au centre) et (x400 & droite).

42



Chapitre 3

Tests insecticides

Les préparations basées sur les recettes traditionnelles utilisées pour les tests

insecticides sont réalisées de la facon suivante :

Les graines de Mammea americana sont débarrassées de leurs téguments bruns.
Les <amandes> qu’elles contiennent sont broyées et mises a macérer dans de
I'eau déminéralisée (280 g/L) pendant 24 h; la préparation est ensuite filtrée.
Les feuilles fraiches de Nerium oleander (280 g) sont coupées a I’aide de ciseaux,
placées dans un litre d’eau déminéralisée et portées a ébullition pendant 15
minutes. La préparation est mise a refroidir puis filtrée.

Les feuilles de Nerium oleander sont mises a sécher dans une étuve a 60 C
pendant 7 jours. Ces feuilles sont ensuite broyées dans de 'eau déminéralisée
(280 g/L) et le mélange est pressé pour en extraire le jus.

Les feuilles de Nicotiana tabacum (280 g/L) sont mises a sécher dans une étuve
a 60 ‘C pendant 7 jours. Les feuilles seches sont coupées avec des ciseaux,
placées dans de I'’eau déminéralisée et portées a ébullition pendant 15 minutes.
La préparation est mise a refroidir puis filtrée.

Les graines de Rollinia mucosa (280 g) sont portés a ébullition dans un litre
d’eau déminéralisée pendant 15 minutes, dans de I’eau déminéralisée.

La préparation est mise a refroidir puis filtrée.

Les feuilles de Trichillia pallida sont mises a sécher dans une étuve a 60°C
pendant 7 jours. Les feuilles sont ensuite broyées dans de 1’eau déminéralisée

(280 g/L) et le mélange est pressé pour en extraire le jus.

Les filtrations sont réalisées a 1'aide d’un filtre en plastique de 0,5 mm de maille.

Les plantes utilisées pour les tests insecticides ont été mises en herbier et déposées
au JBSD (Herbier officiel du réseau TRAMIL) en République Dominicaine. Les

numéros de vouchers qui leur ont été attribués en Guadeloupe avant expédition sont

indiqués dans le Tableau 3
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Tableau 3 — Numéros de vouchers des plantes & usages insecticides TRAMIL

Nom scientifique Numéro de voucher

Mammea americana L. Boulogne,Gd,1,UAG/INRA
Nerium oleander L. Boulogne,Gd,2,UAG/INRA
Nicotiana tabacum L. Boulogne,Gd,3,UAG/INRA

Rollinia mucosa (Jacq.) Baill. | Boulogne,Gd,4,UAG/INRA

Trichilia pallida Sw. Boulogne,Gd,5,UAG/INRA

Apres étude bibliographique, divers protocoles de tests insecticides ont été rete-
nus permettant d’observer les effets de ces extraits de plantes sur le comportement
et la survie des insectes. Ils ont été sélectionnés pour leur potentialité a mettre en
évidence les différents types d’effets qu’ils peuvent avoir (insecticide par contact,

insectifuge ou toxique par ingestion).

3.1 Test de toxicité par contact

Disques de papier ......
filtre imbibés d’eau ou

d’insecticide — Mortalité des fourmis

—
o ......

FIGURE 12 — Le test de toxicité par contact.

La figure 12 illustre le test de toxicité par contact. Les <insecticidess> (I) ou
I'eau distillée (T') sont appliqués sur des disques de papier-filtre a raison de 1 mL
par disque. Les disques sont placés dans le fond des boites de Pétri () 80 mm).
Dix fourmis sont placées dans chaque boite a température ambiante. Six dispositifs
témoins et six dispositifs tests sont réalisés. La mortalité des insectes est observée
toutes les 24 h jusqu’a la mort de tous les insectes (Fokialakis et al., 2006 ; Sen-Sung
et al., 2008).
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3.2 Test d’activité insectifuge

¥ Disques de
papier filtre Comptage des
imbibés d’eau fourmis chaque
ou d’insecticide > > 5 minutes
| " ‘, " " ‘, ‘ o

FIGURE 13 — Le test d’activité insectifuge.

10 fourmis/boite

La figure 13 illustre le test d’activité insectifuge. Ce test utilise des boites de Pétri
de grand diametre () 160mm) contenant deux demi-disques de papier-filtre séparés
par un espace de 2 cm. Un demi-disque est traité avec un <insecticides (I) et 'autre
demi-disque témoin est traité avec de 1'eau distillée (T'). Dix fourmis sont placées au
centre de chaque boite a température ambiante. Le nombre de fourmis en contact
avec chaque demi-disque est compté toutes les 5 minutes pendant 60 minutes (n=12
comptages). Un double témoin négatif (T/T) est réalisé avec des demi-disques ne
contenant que de 'eau distillée de maniere a écarter la possibilité d’une préférence
de la part des fourmis pour un coté ou I'autre de la boite en I’absence d’insecticide.
Six répétitions de chaque dispositif sont réalisées (Salmon & Ponge, 2001 ; Sen-Sung
et al., 2007).

3.3 Test de toxicité par ingestion

Coese | ¢ IN Y.
S

artificielle/jour

pendant 21 jours ———* _——. - . — Mortalité des fourmis

N

10 fourmis'hoite

FIGURE 14 — Le test de toxicité par ingestion.
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La figure 14 illustre le test de toxicité par ingestion. Dix fourmis sont placées dans
chaque bocal (90 mm de hauteur et 80 mm de diametre). Durant 'expérience, les
fourmis sont nourries a ’aide d’un milieu artificiel préparé avec du glucose (50 g/L),
du bacto-peptone (10 g/L), de Dextrait de levure (1 g/L) et de Iagar (15 g/L). A ce
mélange, est ajouté soit la préparation <insecticides (I) soit de 'eau distillée (T).
Cette nourriture est distribuée quotidiennement aux fourmis dans une capsule de
plastique. Durant ’expérience, les boites sont maintenues a température ambiante.
Le nombre d’insectes morts est répertorié et les capsules de nourriture sont pesées
quotidiennement pendant 21 jours. Six répétitions de chaque dispositif et un témoin
sans fourmi sont réalisées (Victor et al., 2001 ; Bigi et al., 2004 ; Nagamoto et al.,
2007).

3.4 Tests de toxicité par ingestion avec les lyophi-

lisats

Les préparations traditionnelles utilisées sont lyophilisées pour déterminer la
quantité de matieres seches (Tableau 4) a 'aide d’un lyophilisateur Christ Alpha
1.4 & — 55 "C £2 "C et sous une pression de 0.001 bar durant 48 h.

Tableau 4 — Quantité de matieres seches en g/L de préparations traditionnelles insecticides

(concentrations de 280g/L) et en g/kg de plante fraiche.

Plantes Quantités de matieéres séches (g/L) | en g/kg
Mammea americana 22,7 98,93
Nerium oleander (décoction) 15,6 55,71
Nerium oleander (broyat) 38,8 138,57
Nicotiana tabacum 60,5 216,07

Le test de toxicité par ingestion avec les lyophilisats est réalisé pour les préparations
traditionnelles présentant une toxicité par ingestion au cours du test précédent. Un
travail bibliographique et des tests préliminaires ont été réalisés pour sélectionner
les concentrations optimales de lyophilisats a utiliser. Ce test est réalisé comme
précédemment indiqué au paragraphe 3.3. Dix fourmis sont placées dans chaque
bocal et durant 'expérience, les fourmis sont nourries quotidiennement a 1’aide de
milieu artificiel. La nourriture artificielle est préparée avec du glucose (50 g/L), du
bacto-peptone (10 g/L), de lextrait de levure (1 g/L) et de 'agar (15 g/L) dans un
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litre d’eau. A ce mélange, sont ajoutés les lyophilisats des préparations insecticides
a trois concentrations différentes 1000, 5000 et 10000 ug/mL. Un témoin négatif
(sans lyophilisats) et un témoin positif (en utilisant des granulés de Blitz®) sont
également réalisés. Le témoin positif est préparé en utilisant 1000, 5000 et 10000 pug
de Blitz® par mL de nourriture artificielle (Victor et al., 2001 ; Bigi et al., 2004).

Les données de mortalité obtenues sont corrigées par la formule de Abbot (1925) :

Mt — My

Me= 2t =
“T 700 - My

x 100

Mc = % de mortalité corrigée
Mt = % de mortalité du groupe traité

My = % de mortalité du témoin

3.5 Concentrations et doses létales des lyophili-

sats des usages insecticides

Les concentrations létales CLjp et CLgg (en pg/mL) des nourritures artificielles a
base des différents lyophilisats et du Blitz®) sont respectivement les concentrations
nécessaires pour obtenir 50 % et 99 % de mortalité chez la fourmi apres 24 heures.
Les doses létales DL5y et DLgg sont les doses de nourriture causant respectivement

la mort de 50 % et de 99 % des fourmis. Ces doses s’expriment en mg/g de fourmis.

L’analyse de I'effet de dose ou de concentration s’appuie en général sur la régression
logistique pour modéliser I'impact de doses d’une substance sur un phénomene bi-
naire (mortalité ou non). Les concentrations et les doses létales sont donc estimées
par a un modele Probit de régression logistique (Finey, 1971 ; Hosmer & Lemeshow,

2000) grace au logiciel XLSTAT(©). Des exemples de calculs se trouvent en annexe
C.
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Chapitre 4
Tests antifongiques

Les parties de plantes utilisées pour les tests antifongiques sont découpées avant
d’étre lyophilisées (Tableau 5).

Tableau 5 — Quantité de matieres seches en g/kg de plante fraiche antifongique.

Plantes Quantité de matiéres séches (g/kg de plante fraiche)
Allium cepa 147,92
Allium sativum 393,86
Lycopersicon esculentum 162,28
Manihot esculenta 293,23
Senna alata 295,04

Les plantes, ainsi déshydratées, sont ensuite broyées a I'aide d’un moulin a café
et tamisées a 500 um. L’ensemble des tests antifongiques est réalisé en conditions
stériles sous hotte a flux laminaire vertical. Un travail bibliographique et des tests
préliminaires ont été réalisés pour sélectionner les concentrations optimales de lyo-

philisats a utiliser.

Les plantes utilisées pour les tests antifongiques ont été mises en herbier et
déposées au JBSD (Herbier officiel du réseau TRAMIL) en République Dominicaine.
Les numéros de vouchers qui leur ont été attribués en Guadeloupe avant expédition

sont indiqués dans le Tableau 6
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Tableau 6 — Numéros de vouchers des plantes & usages antifongiques TRAMIL

Nom scientifique Numéro de voucher
Allium cepa L. Boulogne,Gd,6,UAG/INRA
Allium sativum L. Boulogne,Gd,7,UAG/INRA
Lycopersicon esculentum Mill. | Boulogne,Gd,8,UAG/INRA
Manihot esculenta Crantz Boulogne,Gd,9,UAG/INRA
Senna alata (L.) Roxb. Boulogne,Gd,10,UAG/INRA

4.1 Test antifongique en milieu liquide

Le milieu utilisé est constitué de malt a 20 g/L, d’extrait de levure a 2 g/L,
de peptone a 5 g/L et des lyophilisats de plantes. Les lyophilisats sont ajoutés au
milieu pour obtenir les concentrations finales suivantes : 500 pg/mL, 1000 pug/mL et
2000 pg/mL. Apres autoclavage, 4 mL des milieux ainsi préparés sont placés dans
des tubes stériles de 5 mL. Des tubes contenant uniquement du milieu (sans extrait
antifongique) sont également préparés (témoins).

Un fragment de 1 mm de diametre de champignon est cultivé 30 jours sur 10 mL
de milieu gélosé dans une boite de Pétri de ) 54 mm. Cette culture est dissoute dans
50 mL de solution de peptone stérile (1 g/L) et ensuite diluée dans 150 mL de solution
saline stérile a 0,9 % (Pagnocca et al., 2006). Un millilitre de cette suspension de
mycélium ainsi préparée est déposé dans les tubes stériles préalablement préparés.
Pour chaque extrait antifongique a tester, six répétitions et six témoins sans extrait
sont réalisés. Le dispositif est mis en culture pendant 30 jours a 25 “C (Decharme,
1978 ; Bigi et al., 2004). Le champignon est alors récupéré a I’aide d’une pince stérile,

séché a I’étuve pendant 7 jours a 70 “C et pesé.

4.2 Test antifongique en milieu gélosé

Dans des boites de Pétri () 54mm), on place 10 mL de milieu préalablement
autoclavé constitué d’agar a 15 g/L, de malt a 20 g/L, d’extrait de levure a 2 g/L,
de peptone a 5 g/L et des lyophilisats de plantes. Des boites témoins, sans extraits
antifongiques, sont également préparées. Les lyophilisats sont ajoutés a différentes
proportions au milieu pour obtenir les concentrations suivantes : 500 pug/mL, 1000
pg/mL et 2000 pg/mL. Un fragment de 1 mm de diametre de culture de champignon

de 30 jours (prélevé a I'aide d’un emporte-piece stérilisé dans la zone périphérique la
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plus active de la culture) est placé au centre de chaque boite de Pétri (Seaman, 1984).
Pour chaque extrait antifongique a tester, six répétitions et six témoins sans extrait
sont réalisés. Le dispositif est mis en culture pendant 30 jours a 25 “C (Decharme,
1978 ; Bigi et al., 2004).

Les boites de Pétri sont ensuite numérisées a une résolution de 600 dpi. Les images
ainsi obtenues sont traitées a ’aide du logiciel MESURIM() afin de déterminer la

surface de croissance du champignon (Figure 15).

e
Bavar [den D Fepte bmase Ghees Alichese. 3¢
O |@|E[8] -8 N [@]w] ] RO IREIE

FIGURE 15 — Exemple de mesure de surface du champignon & I’aide du logiciel MESURIM(©.

4.3 Test au sel de tétrazolium MTT

Pour ce test, on utilise du bromure de 3-(4,5-diméthyl thiazol-2-y1)-2,5 diphényl
tétrazolium bromide (ou MTT). La solution de MTT est de couleur jaune a cause du
sel de tétrazolium qu’elle contient. Lorsque ce sel est réduit, par I’enzyme succinate
déshydrogénase des mitochondries des cellules vivantes, il se forme un précipité de
couleur bleu violacé : le formazan. Le test MTT permet de déterminer le pouvoir
cytostatique (si le précipité bleu de formazan se forme) ou cytotoxique (si le sel de
tétrazolium n’est pas réduit et reste jaune) d’'une molécule ou d’un extrait de plante
(Hadacek & Greger, 2000). 11 est réalisé comme pour le test antifongique en milieu
liquide (précédemment décrit au paragraphe 3.6.1). Pour chaque extrait antifongique

a tester, 6 répétitions et 6 témoins sans champignon sont réalisés.

Le dispositif est mis en culture environ 15 jours a 25 “C. Un millilitre de MTT a
1 mg/L est ajouté dans chaque tube et le dispositif est remis en culture pendant 15

jours a 25 “C. La coloration du milieu est ensuite observée (Figure 18).
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FIGURE 16 — Test au MTT (a gauche) et comparaison entre un extrait fongistatique de L.
esculentum (couleur bleu violacé) et les différentes concentrations d’un extrait antifongique de

Senna alata (& droite).

4.4 Concentration inhibitrice de croissance des usages
antifongiques

Le pourcentage d’inhibition fongique (PI) est le rapport entre la surface de crois-

sance des témoins et celle contenant les extraits. 11 est calculé de la facon suivante :

Sr— Sg
= — X

PI
St

100

2

St = Surface en mm* sur milieu témoin

2 sur milieu contenant l’extrait & tester

SE = Surface en mm

L’analyse de la croissance mycélienne s’appuie sur la régression logistique pour
modéliser I'impact de concentrations d’une substance sur un phénomene quantita-
tif, le pourcentage d’inhibition. Pour déterminer les concentrations des différents
lyophilisats réduisant de 50 % (Cl5g) et de 90 % (Clgg) la croissance mycélienne, on
applique donc un modele Probit de régression logistique (Finey, 1971; Hosmer &
Lemeshow, 2000) grace au logiciel XLSTAT(©). Un exemple de calculs se trouve en

annexe C.
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Tests insecticides et antifongiques

sur nids artificiels

Une expérimentation qui consiste a tester les extraits insecticide et antifongique

jugés les plus efficaces est mise en place sur des nids artificiels.

Une exploitation agricole dans la commune de Sainte-Rose, nommée plantation
Siard, est choisie afin de sélectionner les colonies a prélever pour I'expérimentation
sur nids artificiels. Dix nids sont repérés et suivis durant 4 semaines de maniere a
déterminer leur activité moyenne. Parmi ces nids, les cinq plus actifs sont prélevés

et placés en nids artificiels.

Pour déterminer I’heure optimale d’activité des nids artificiels, les cing nids sont
suivis durant 16 heures de 4 h a 20 h. La mesure d’activité consiste a compter le
nombre de fourmis qui entrent dans le nid toutes les heures pendant 10 minutes.
Les moyennes obtenues seront normalisées, ce qui facilite la comparaison et l'in-
terprétation des résultats des cinq nids et permet d’éliminer le probleme du choix de
I’échelle. Pour normaliser les données, les moyennes ont été divisées par la moyenne

maximale de maniere a ce que les valeurs soient comprises entre 0 et 1.

Afin de réaliser les tests sur nids artificiels, un test d’appétence est effectué au
préalable. I a pour but d’augmenter I’appétence des appats de nourriture artificielle.
Deux produits connus pour leur appétence, la pulpe d’orange Citrus sinensis (L.)
Osbeck (Verza et al., 2006) et les feuilles d’igname Dioscorea alata L. (Schockmel,
1985) sont incorporés aux appats. Le test est réalisé selon le protocole du test de
toxicité par ingestion décrit au paragraphe 3.3. Des oranges pelées et des feuilles
d’igname sont séchées a I'étuve pendant 7 jours a 70 “C et broyées a I'aide d’un

moulin a café. Ces poudres sont ajoutées a la nourriture artificielle a raison de 10
g/L.
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Un test de vérification de la non toxicité par ingestion du fongicide choisi est
également réalisé. Ce test a pour but de vérifier que I'extrait antifongique choisi n’ait
pas d’activité insecticide par ingestion contre la fourmi. Le test est réalisé selon le
protocole du test de toxicité par ingestion décrit au paragraphe 3.3. L’antifongique
est inclus dans la nourriture artificielle afin d’obtenir une concentration de 2000
pg/mL.

Les usages insecticide et antifongique les plus <significativement actifs> sont
choisis pour mener I'expérimentation sur nids artificiels. Les appats sont constitués
de nourriture artificielle incluant ou non les extraits de plantes insecticide et anti-
fongique choisis. Cette nourriture est préparée avec du glucose (50 g/L), du bacto-
peptone (10 g/L), de lextrait de levure (1 g/L), de I'agar (15 g/L), de la poudre
de pulpe de Citrus sinensis (10 g/L), de la poudre de feuille de Dioscorea alata cv
Plimbite (10 g/L) et de I'eau distillée. Les traitements effectués sont les suivants : le
premier nid recevra la nourriture artificielle avec la préparation insecticide, le second
nid recevra celle contenant la préparation antifongique, le troisieme nid recevra celle
contenant l'antifongique et 'insecticide, le quatrieme nid sera nourri avec des appats
sans extraits de plante (nid témoin négatif) et le cinquieme nid sera traité avec le
produit insecticide de référence, le Blitz® (témoin positif). Les cinq nids choisis

seront nourris a raison de 20 g d’appat/nid/jour du traitement choisi.

Avant d’appliquer les appats, I'activité normale de déplacement des fourmis et
la quantité de nourriture ingérée par nid sont évaluées quotidiennement pendant 7
jours. Les appats sont ensuite appliqués quotidiennement pendant 14 jours, I'activité
de déplacement évalué et le poids de 'appat ingéré mesuré. Enfin, pendant les 7 jours
suivants, une nourriture habituelle est a nouveau fournie aux nids. La quantité de
nourriture ingérée par nid et 'activité de déplacement sont évaluées durant cette
période (Lopez & Orduz, 2003).
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Les molécules insecticides et

antifongiques des préparations
TRAMIL utilisées

Les protocoles utilisés dans cette partie ont été mis en place lors du stage de
C. Delag encadré par L. Desfontaines (Delag, 2011). Seuls les extraits lyophilisés
présentant une activité insecticide par ingestion ou une activité fongicide ou fon-
gistatique seront analysés chimiquement. Ces lyophilisats sont repris dans 'eau a
raison de 100 mg/mL. Les solutions sont placées au sonicateur pendant environ 20
minutes, filtrées sous vide sur une colonne de coton hydrophile. Les extraits ainsi

préparés sont conservés a 4 “C jusqu’a ’analyse.

6.1 Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique permet de révéler la présence de différentes familles de
métabolites secondaires d’une solution. Les échantillons sont comparés a la coloration
de standards. Cette comparaison permettra de vérifier la coloration que l'on doit
obtenir en présence des métabolites secondaires recherchés. Ce sont les alcaloides,
les terpénoides et les composés phénoliques qui seront recherchés compte tenu de la

revue bibliographique réalisée (Partie Etat de l'art Chapitre 3).
Dans des tubes en verre de 800 pL, on introduit 200 puL. d’extrait ou du stan-

dard et 60 pl de révélateur. Pour chaque famille de métabolites, les standards et
les révélateurs suivants sont utilisés. Les colorations obtenues par les extraits sont

comparées a des standards (Tableau 7).
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Tableau 7 — Standards et révélateurs utilisés pour le criblage des familles chimiques sélectionnées

dans le cadre de notre étude.

Familles de métabolites a identifier Standards Révélateurs

Alcaloides Pipérine Draggendorff (Upadhyay et al., 2006)

Composés phénoliques Acide gallique Folin-Ciocalteu (Dohou et al., 2004)

Terpénoides Linalol Dichromate de potassium (Lagnika, 2005)

6.2 Dosage des familles chimiques d’intérét

Dans des tubes en verre de 10 mL, on introduit les quantités d’extraits ou de
standards et de révélateurs indiqués dans le tableau ci-dessous. Les densités op-
tiques (DO) des extraits et des standards sont lues dans une cuve en quartz avec un
spectrophotometre UV visible (Tableau 8).

Tableau 8 — Méthodes et protocoles utilisés pour le dosage des trois familles chimiques

sélectionnées pour leur activité insecticide et antifongique.

Familles de métabolites & doser | Méthodes Protocoles

Méthode du réactif de Marquis Extrait : 500 puL

Alcaloides

(Szabo et al., 2003)

Formaldéhyde sulfurique : 2,5 mL

DO : 600 nm

Composés phénoliques

Méthode de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999 ;

Heilerovéa et al., 2003)

Extrait : 500 puLi
Folin — Cicolteu 0,2N : 2,5 mL
Na2CO3 a4 75 g/L : 2 mL

DO : 760 nm

Terpénoides

Méthode avec le chlorure de fer sulfurique

(Zak et al., 1957)

Extrait : 100 puL
Acide acétique : 3 mL
Chlorure ferrique sulfurique : 2 mL

DO : 450 nm

Les résultats obtenus sont exprimés en mg de standard par gramme d’extrait

lyophilisé.
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Chapitre 7
Analyse statistique

La quasi-totalité des tests utilisés en biologie suppose de facon générale que
les données des populations considérées suivent une loi normale. Cette condition
n’est cependant pas toujours satisfaite. Dans notre étude, afin de s’affranchir de
I’hypothese de normalité des échantillons, nécessaire pour 1'utilisation des tests de
comparaisons paramétriques, les résultats des tests de toxicité par contact, par in-
gestion et des tests d’activité insectifuge sont soumis a un test non-paramétrique
de comparaison de k=2 échantillons indépendants : le test Mann-Whitney (Siegel
& Castellan, 1988). Ce test non-paramétrique est également le plus adapté pour

comparer deux échantillons de petites tailles (MacDonald, 2009).

Les résultats des tests de toxicité par ingestion des lyophilisats et des tests anti-
fongiques, quant a eux, sont soumis au test non-paramétrique de comparaison de k
échantillons indépendants : le test de Kruskall-Wallis (Hollander & Wolfe, 1999) et
des comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Dunn (1964). Ce test
non-paramétrique est également le plus adapté pour k > 2 échantillons de petites
tailles (MacDonald, 2009).

Pour les tests sur nids artificiels, les valeurs de moyenne de déplacement du
nombre de fourmis/nid/min et le poids de nourriture ingérée obtenus chaque jour
seront également soumis a un test de Kruskall-Wallis avec des comparaisons par
paires suivant la procédure de Dunn (Dunn 1964 ; Hollander & Wolfe, 1999 ; Mac-
Donald, 2009).

Les méthodes de dosages phytochimiques sont validées par le test de Fisher. Ce
test permet de valider la linéarité du modele de régression et le domaine d’étalonnage
en comparant le test de Fisher aux limites obtenues (MacDonald, 2009). Les valeurs
obtenues sont ensuite comparées entre elles par un test de Kruskall-Wallis suivant
la procédure de Dunn (Dunn 1964 ; Hollander & Wolfe, 1999 ; MacDonald, 2009).

Enfin, un test de corrélation de Pearson sera réalisé pour rechercher une éventuelle
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corrélation entre les résultats des dosages et ceux des activités biologiques insecti-
cides et antifongiques (MacDonald, 2009).
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Chapitre 1
Tests 1nsecticides

Pour toutes les représentations graphiques suivantes, les cercles bleus représentent

les témoins et les carrés rouges les extraits végétaux testés.

Pour les tests de Mann-Whitney, U est la statistique du test. U suit une loi
normale définie par les parametres Espérance et Variance (U). Plus U s’éloigne de
I’espérance, plus on peut estimer qu’il existe une différence significative entre les
deux échantillons. De plus, la p-value est une approximation de la loi de U a un
niveau de signification a=0,05. Si cette approximation est inférieure a «, on peut

retenir I’hypothese selon laquelle les échantillons sont différents.

1.1 Tests de toxicité par contact
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FIGURE 17 — Test de toxicité par contact de la macération aqueuse de la graine de Mammea

americana.
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La figure 17 illustre ’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par contact de la macération aqueuse de la graine de
Mammea americana. Elle indique que la macération aqueuse de Mammea americana
provoque 50 % de mortalité apres 24 h et 100 % apres 96 h alors que le témoin
montre une mortalité de 0 % apres 24 h et d’environ 10 % apres 96 h. Le test de
Mann-Whitney indique que la macération affecte significativement la mortalité des

fourmis avec une p-value (p-value= 0,0096) inférieure a « et une valeur de U (U=7,5)

différente de son espérance (E=32).
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FIGURE 18 — Test de toxicité par contact de la décoction de la feuille fraiche de Nerium oleander.

La figure 18 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par contact de la décoction de la feuille fraiche de Ne-
rium oleander. Elle indique qu’il n’y a aucune mortalité apres 24 h et 100 % apres
216 h pour la décoction de Nerium oleander et pour le témoin. Le test de Mann-
Whitney indique que les taux de mortalité pour la décoction ne sont pas statisti-
quement différents de ceux du témoin avec une p-value (p-value= 0,833) supérieure

a a et une valeur de U (U=80) proche de son espérance (E=84,5).
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FIGURE 19 — Test de toxicité par contact du broyat aqueux de la feuille seche de Nerium oleander.

La figure 19 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par contact du broyat aqueux de la feuille seche de
Nerium oleander. Elle indique une mortalité de 2 % apres 24 h et de 100 % apres 336 h
pour le broyat de la feuille seche de Nerium oleander. Pour le témoin, on n’observe
aucune mortalité apres 24 h et 100 % apres 384 h. Le test de Mann-Whitney indique
que les mortalités pour le broyat ne sont pas statistiquement différentes de celles
du témoin avec une p-value (p-value= 0,806) supérieure a « et une valeur de U
(U=41,5) proche de son espérance (E=45).
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FIGURE 20 — Test de toxicité par contact de la décoction de la feuille seche de Nicotiana tabacum.

La figure 20 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du

temps pour le test de toxicité par contact de la décoction de la feuille seche de
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Nicotiana tabacum. Elle indique que la décoction de feuille seche de Nicotiana ta-
bacum provoque 83 % de mortalité apres 24 h et 100 % apres 72 h. Le témoin
montre une mortalité de 2 % apres 24 h et d’environ 100 % apres 264 h. Le test
de Mann-Whitney indique que les mortalités pour la décoction sont statistiquement
différentes de celles du témoin avec une p-value (p-value= 0,0001) inférieure a « et
une valeur de U (U=8,5) différente de son espérance (E=60,5).
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FIGURE 21 — Test de toxicité par contact de la décoction de la graine de Rollinia mucosa.

La figure 21 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par contact de la décoction de la graine de Rolli-
nia mucosa. On observe 7 % de mortalité apres 24 h et 100 % apres 216 h pour
la décoction de la graine de Rollinia mucosa. Pour le témoin, on observe 2 % de
mortalité apres 24 h et 100 % apres 264 h. Le test de Mann-Whitney indique que
les mortalités pour la décoction ne sont pas statistiquement différentes de celles du
témoin avec une p-value (p-value= 0,114) supérieure a a et une valeur de U (U=36)

proche de son espérance (E=60,5).
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FIGURE 22 — Test de toxicité par contact du broyat aqueux de la feuille seche de Trichilia pallida.

La figure 22 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par contact du broyat aqueux de la feuille seche de
Trichilia pallida. Elle indique qu’il y a 12 % de mortalité apres 24 h et 100 % apres
240 h pour le broyat de la feuille de Trichilia pallida. Le témoin montre 2 % de
mortalité apres 24 h et 100 % apres 264 h. Le test de Mann-Whitney indique que les
mortalités pour le broyat ne sont pas statistiquement différents de celles du témoin
avec une p-value (p-value= 0,159) supérieure a « et une valeur de U (U=34,5) proche

de son espérance (E=55).

La macération de Mammea americana et la décoction de Nicotiana tabacum

présentent une activité insecticide par contact sur Acromyrmez octospinosus (Fi-
gures 17 et 20).
1.2 Test d’activité insectifuge

Les lignes pleines et discontinues sont des régressions linéaires. Pour tous les tests,
le double témoin négatif indique que les fourmis n’ont pas de préférence lorsque les

deux demi-disques sont imprégnés d’eau distillée (Figure 23).
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FIGURE 23 — Double témoin négatif du test d’activité insectifuge.

La figure 23 illustre 1’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge du double témoin
négatif. Le test de Mann-Whitney indique que les pourcentages de fourmis des deux
demi-disque ne sont pas statistiquement différents avec une p-value (p-value= 0,640)

supérieure & « et une valeur de U (U=80,5) proche de son espérance (E=72).
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FIGURE 24 — Test d’activité insectifuge de la macération aqueuse de la graine de Mammea

americana.

La figure 24 illustre 1’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge de la macération

aqueuse de la graine de Mammea americana. Elle indique que 80 % des fourmis
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en moyenne choisissent le coté témoin alors que 20 % choisissent le coté du demi-
disque imprégné de la macération. Le test de Mann-Whitney indique que le nombre
moyen de fourmis présentes sur les demi-disques imprégnés de la macération est
significativement différent de celui du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001)

inférieure a a et une valeur de U (U=144) différente de son espérance (E=72).
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FIGURE 25 — Test d’activité insectifuge de la décoction de la feuille fraiche de Nerium oleander.

La figure 25 illustre I’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge de la décoction de la
feuille fraiche de Nerium oleander. Elle indique que 87 % des fourmis en moyenne
choisissent le coté témoin alors que 13 % choisissent le coté du demi-disque imprégné
de la décoction. Le test de Mann-Whitney indique que le nombre moyen de four-
mis présentes sur les demi-disques imprégnés de la décoction est significativement
différent de celui du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001) inférieure & « et une
valeur de U (U=144) différente de son espérance (E=72).
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FIGURE 26 — Test d’activité insectifuge du broyat aqueux de la feuille séche de Nerium oleander.

La figure 26 illustre 1’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge du broyat aqueux de
la feuille seche de Nerium oleander. Elle indique que 87 % des fourmis en moyenne
choisissent le coté témoin alors que 13 % choisissent le coté du demi-disque imprégné
du broyat aqueux. Le test de Mann-Whitney indique que le nombre moyen de fourmis
présentes sur les demi-disques imprégnés du broyat est significativement différent de
celui du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001) inférieure & « et une valeur de
U (U=144) différente de son espérance (E=72).
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FIGURE 27 — Test d’activité insectifuge de la décoction de la feuille seche de Nicotiana tabacum.
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La figure 27 illustre I’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge de la décoction de la
feuille seche de Nicotiana tabacum. Elle indique que 92 % des fourmis en moyenne
choisissent le coté témoin alors que 8 % choisissent le c6té du demi-disque imprégné
de la décoction. Le test de Mann-Whitney indique que le nombre moyen de four-
mis présentes sur les demi-disques imprégnés de la décoction est significativement
différent de celui du témoin avec une p-value (p-value<0,0001) inférieure a «v et une
valeur de U (U=144) différente de son espérance (E=72).
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FIGURE 28 — Test d’activité insectifuge de la décoction de la graine de Rollinia mucosa.

La figure 28 illustre 1’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge de la décoction de
la graine de Rollinia mucosa. Elle indique que 86 % des fourmis en moyenne choi-
sissent le coté témoin alors que 14 % choisissent le coté du demi-disque imprégné
de la décoction. Le test de Mann-Whitney indique que le nombre moyen de four-
mis présentes sur les demi-disques imprégnés de la décoction est significativement
différent de celui du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001) inférieure & « et une
valeur de U (U=144) différente de son espérance (E=72).
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FIGURE 29 — Test d’activité insectifuge du broyat aqueux de la feuille seche de Trichilia pallida.

La figure 29 illustre 1’évolution du pourcentage de fourmis présentes par demi-
disque en fonction du temps pour le test d’activité insectifuge du broyat aqueux de la
feuille seche de Trichilia pallida. Elle indique que 86 % des fourmis en moyenne choi-
sissent le coté témoin alors que 14 % choisissent le c6té du demi-disque imprégné du
broyat. Le test de Mann-Whitney indique que le nombre moyen de fourmis présentes
sur les demi-disques imprégnés du broyat est significativement différent de celui du
témoin avec une p-value (p-value< 0,0001) inférieure & o et une valeur de U (U=144)
différente de son espérance (E=72).

Toutes les préparations traditionnelles testées présentent une activité insectifuge
(Figures 24, 25, 26, 27, 28 et 29).

1.3 Test de toxicité par ingestion

Pour tous les graphiques suivants, le témoin montre une mortalité de 3 % apres
48 h et d’environ 22 % apres 504 h. La quantité de nourriture artificielle témoin

ingérée est quant a elle d’environ 0,08 g/jour.
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FIGURE 30 — Test de toxicité par ingestion de la macération aqueuse de la graine de Mammea

americana.

La figure 30 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion de la macération aqueuse de la graine de
Mammea americana. Elle indique que la macération aqueuse de la graine de Mammea
americana provoque 85 % de mortalité apres 48 h et 100 % apres 120 h. Le test de
Mann-Whitney indique que les pourcentages de mortalité des fourmis en présence
de la macération sont statistiquement différents de ceux du traitement témoin avec
une p-value (p-value< 0,0001) inférieure a « et une valeur de U (U=440) différente
de son espérance (E=220,5).

La quantité de nourriture artificielle contenant la macération aqueuse de M.

americana ingérée par les fourmis est en moyenne de 0,05 g/jour.
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FIGURE 31 — Test de toxicité par ingestion de la décoction de la feuille fraiche de Nerium

oleander.
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La figure 31 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion de la décoction de la feuille fraiche
de Nerium oleander. Elle indique que la décoction de la feuille fraiche de Nerium
oleander provoque 33 % de mortalité apres 48 h et 100 % apres 240 h. Le test de
Mann-Whitney indique que les pourcentages de mortalité pour la décoction sont
statistiquement différents de ceux du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001)

inférieure a a et une valeur de U (U=421,5) différente de son espérance (E=220,5).

La quantité de nourriture artificielle contenant la décoction de N. oleander ingérée

par les fourmis est en moyenne de 0,06 g/jour.
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FIGURE 32 — Test de toxicité par ingestion du broyat aqueux de la feuille seche de Nerium

oleander.

La figure 32 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion du broyat aqueux de la feuille seche
de Nerium oleander. Elle indique que le broyat aqueux de feuille seche de Nerium
oleander provoque 32 % de mortalité apres 48 h et 100 % apres 168 h. Le test
de Mann-Whitney indique que les pourcentages de mortalité pour le broyat aqueux
sont statistiquement différents de ceux du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001)

inférieure a a et une valeur de U (U=424,5) différente de son espérance (E=220,5).

La quantité de nourriture artificielle contenant le broyat aqueux de la feuille

seche de Nerium oleander ingérée par les fourmis est en moyenne de 0,02 g/jour.
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FIGURE 33 — Test de toxicité par ingestion de la décoction de la feuille seche de Nicotiana

tabacum.

La figure 33 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion de la décoction de la feuille seche de
Nicotiana tabacum. Elle indique que la décoction de feuille seche de Nicotiana ta-
bacum provoque 68 % de mortalité apres 48 h et 100 % apres 192 h. Le test de
Mann-Whitney indique que les pourcentages de mortalité pour la décoction sont
statistiquement différents de ceux du témoin avec une p-value (p-value< 0,0001)
inférieure a a et une valeur de U (U=420) différente de son espérance (E=220,5).

La quantité de nourriture artificielle contenant la décoction de la feuille seche de
N. tabacum ingérée par les fourmis est en moyenne de 0,02 g/jour.
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FIGURE 34 — Test de toxicité par ingestion de la décoction de la graine de Rollinia mucosa.

La figure 34 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion de la décoction de la graine de Rollinia

mucosa. Elle indique que la décoction de la graine de Rollinia mucosa provoque 5 %
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de mortalité apres 48 h et 30 % apres 504 h. Le test de Mann-Whitney indique que les
pourcentages de mortalité pour la décoction ne sont pas statistiquement différents
de ceux du témoin avec une p-value (p-value= 0,324) supérieure a « et une valeur
de U (U=260) proche de son espérance (E=220,5).

La quantité de nourriture artificielle contenant la décoction de la graine de Rol-

linia mucosa ingérée par les fourmis est en moyenne de 0,05 g/jour.
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FIGURE 35 — Test de toxicité par ingestion du broyat de la feuille seche de Trichilia pallida.

La figure 35 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion du broyat de la feuille seche de Trichilia
pallida. Elle indique que le broyat de la feuille seche de Trichilia pallida provoque 5 %
de mortalité apres 48 h et 32 % apres 504 h. Le test de Mann-Whitney indique que
les pourcentages de mortalité pour le broyat ne sont pas statistiquement différents
de ceux du témoin avec une p-value (p-value= 0,06) supérieure a o et une valeur de
U (U=307) proche de son espérance (E=220,5).

La quantité de nourriture artificielle contenant le broyat de la feuille seche de T.

pallida ingérée par les fourmis est en moyenne de 0,05 g/jour.
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Tableau 9 — Synthese des résultats des tests d’activités insecticide et insectifuge.

(broyat) (décoction)

M. americana | N. oleander | N. oleander | N. tabacum | R. mucosa | T. pallida

Toxicité par contact ++ - - +++ _ _
Insectifuge + ++ ++ +++ ++ ++
Toxicité par ingestion +++ + + ++ - _

Test de Mann-Whitney :

+ : Test significatif p < 0,05; a=0,05

- : Test non significatif

Toxicité par contact :

+ : Mortalité <50 % aprés 24 h

++ : Mortalité comprise entre 50 % et 80 % apres 24 h
+++ : Mortalité <80 % apres 24 h

Activité insectifuge :

+ : Quantité de fourmis présentes par demi-disque <20 %
++ : Quantité de fourmis présentes par demi-disque comprise entre 10 % et 20 %
+-++ : Quantité de fourmis présentes par demi-disque <10 %
Toxicité par ingestion :

+ : Mortalité <50 % apres 48 h

++ : Mortalité comprise entre 50 % et 80 % apres 48 h

+++ : Mortalité <80 % apres 48 h

Le tableau 9 est une synthese des résultats des tests d’activité insecticide par
contact, par ingestion et insectifuge. Il indique que les usages insecticides de plantes
provenant des enquétes ethnopharmacologiques TRAMIL présentent un potentiel de
lutte contre la fourmi manioc. Les six usages testés sont insectifuges. Deux d’entre
eux présentent une toxicité par contact (la macération de la graine de Mammea ame-
ricana et la décoction de la feuille seche de Nicotiana tabacum). Ces deux derniers
usages présentent également une activité insecticide par ingestion comme les deux
usages de Nerium oleander (la décoction de la feuille fraiche et le broyat de la feuille
seche) (Boulogne et al., 2011c).

La plupart des moyens de lutte contre les Attines en général et Acromyrmez oc-
tospinosus en particulier sont des appats toxiques pourvus d’un effet retard destinés

a eétre ingérés et/ou transportés a la colonie par les grandes ouvrieres. Le test de
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toxicité par ingestion semble donc étre le plus intéressant pour un passage in situ.

Il convient cependant de remarquer qu’en moyenne, la nourriture artificielle
témoin (sans préparation insecticide) est ingérée en plus grande quantité que les
préparations testées (Partie 1.3). Ce fait peut probablement étre expliqué par la
qualité insectifuge de ces substances mais également par un effet anti-appétant de
celles-ci. Il faut donc travailler sur le meilleur ratio toxicité/appétence/effet retard
possible. Pour ce faire, la lyophilisation des préparations semble étre la solution la
moins destructive. Les appats lyophilisés devraient permettre d’augmenter ’attrac-
tivité des extraits toxiques par ingestion. De plus, la lyophilisation permettra de
déterminer la bonne concentration des appats leur permettant d’étre suffisamment
toxique tout en présentant un effet retard de maniere a tromper les stratégies de

défense de la colonie.

En conclusion, ce sont les quatre usages de plantes présentant un résultat positif
au test de toxicité par ingestion qui font I'objet de la suite de ce travail : la macération
aqueuse de la graine de Mammea americana, la décoction de la feuille seche de
Nicotiana tabacum, la décoction de la feuille fraiche et le jus de la feuille seche de

Nerium oleander.

1.4 Tests de toxicité par ingestion avec les lyophi-

lisats

Toutes les représentations graphiques des lyophilisats correspondent aux morta-

lités corrigées par la formule de Abott (1925).

Pour les tests de Kruskal-Wallis, K pserve €st la statistique du test. Plus Kopserve
s’éloigne de Ko yitigue, Plus on peut estimer qu’il existe une différence significative entre
les échantillons. Afin d’identifier quels échantillons sont responsables cette différence
significative, une procédure de comparaisons multiples par la méthode de Dunn est
utilisé. Les p-values obtenues sont des approximations de la loi de K & un niveau
de signification a=0,05. Si ces approximations sont inférieures a a, on peut retenir

I’hypothese selon laquelle les échantillons sont différents du témoin.
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FIGURE 36 — Test de toxicité par ingestion du lyophilisat de la macération de la graine de

Mammea americana.

La figure 36 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion du lyophilisat de la macération de la
graine de Mammea americana. Elle indique que la concentration 10000 pug/mL pro-
voque 50 % de mortalité apres 96 h, la concentration 5000 pg/mL apres 72 h et la
concentration 1000 pug/mL apres 408 h. En observant la mortalité de la concentration

10000 pg/mL, on constate un effet retard avec 50 % de mortalité apres 72 h.

Tableau 10 — Test de Kruskal-Wallis du lyophilisat de la macération de la graine de Mammea

americanda.

K observé 51,93
K critique 7,815
@ 0,05

Témoin/ Mammea 1000 0,004

Témoin/ Mammea 5000 | <0,0001

Témoin/ Mammea 10000 | <0,0001

Le test de Kruskal-Wallis (Tableau 10) indique que les trois concentrations de
lyophilisat de la macération aqueuse de la graine de M. americana provoquent des
pourcentages de mortalité significativement différents de ceux provoqués par I'inges-
tion de la nourriture témoin avec des p-values (p-value=0,004 et p-value< 0,0001)

inférieures a o et une valeur de Kopserve (U=51,93) différente du Keitigue (E=7,815).
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FIGURE 37 — Test de toxicité par ingestion du lyophilisat du broyat de la feuille seche de Nerium

oleander.

La figure 37 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion du lyophilisat du broyat de la feuille seche
de Nerium oleander. Elle indique que la concentration 10000 pg/mL et 5000 pug/mL
provoque 50 % de mortalité apres 48 h. La concentration 1000 ug/mL ne provoque
que 40 % de mortalité apres 504 h. En observant la mortalité de la concentration

10000 pg/mL, on constate un faible effet retard avec 50 % de mortalité avant 72 h.

Tableau 11 — Test de Kruskal-Wallis du lyophilisat du broyat de la feuille seche de Nerium

oleander.

K observé 64,44
K critique 7,815
« 0,05

Témoin/Nerium B 1000 0,004

Témoin/ Nerium B 5000 <0,0001

Témoin/ Nerium B 10000 | <0,0001

Le test de Kruskal-Wallis (Tableau 11) indique que les trois concentrations de
lyophilisat du broyat de la feuille seche de N. oleander provoquent des pourcentages
de mortalité significativement différents de ceux provoqués par I'ingestion de la nour-
riture témoin avec des p-values (p-value= 0,004 et p-value< 0,0001) inférieures a «
et une valeur de Kppserve (U=64,44) différente du Keritigue (E=7,815).
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FIGURE 38 — Test de toxicité par ingestion du lyophilisat de la décoction de la feuille fraiche de

Nerium oleander.

La figure 38 illustre I'évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion du lyophilisat de la décoction de la
feuille fraiche de Nerium oleander. Elle indique que la concentration 10000 ug/mL
provoque 50 % de mortalité apres 48 h. La concentration 5000 pg/mL provoque
50 % de mortalité apres 240 h. La concentration 1000 pug/mL ne provoque quune
faible mortalité (moins de 30 %) de mortalité apres 504 h. En observant la mortalité

de la concentration 10000 pg/mL, on constate un faible effet retard avec 50 % de
mortalité avant 72 h.

Tableau 12 — Test de Kruskal-Wallis du lyophilisat de la décoction de la feuille fraiche de Nerium

oleander.

K observé 58,39
K critique 7,815
«a 0,05

Témoin/ Nerium D 1000 0,273

Témoin/ Nerium D 5000 | <0,0001

Témoin/ Nerium D 10000 | <0,0001

Le test de Kruskal-Wallis (Tableau 11) indique que les concentrations 5000 et
10000 pg/mL de lyophilisat de la décoction de la feuille fraiche de N. oleander pro-

voquent des pourcentages de mortalité significativement différents de ceux provoqués
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par l'ingestion de la nourriture témoin avec des p-values (p-value< 0,0001) inférieures
a a et une valeur de Kopserve (U=58,44) différente du Kepirigue (E=7,815). La concen-
tration 1000 pg/mL ne provoque pas de mortalité significativement différente de
celle provoquée par 'ingestion de la nourriture témoin avec une p-value (p-value=

0,273) supérieure a a.
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FIGURE 39 — Test de toxicité par ingestion du lyophilisat de la décoction de la feuille séche de

Nicotiana tabacum.

La figure 39 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion du lyophilisat de la décoction de la
feuille seche de Nicotiana tabacum. Elle indique que la concentration 10000 ug/mL
provoque 50 % de mortalité apres 24 h, la concentration 5000 pg/mL apres 48 h et la
concentration 1000 pg/mL apreés 72 h. En observant la mortalité de la concentration

10000 pg/mL, on constate un faible effet retard avec 50 % de mortalité avant 72 h.

Tableau 13 — Test de Kruskal-Wallis du lyophilisat de la décoction de la feuille seche de Nicotiana

tabacum.

K observé 66,14
K critique 7,815
@ 0,05

Témoin/ Nicotiana 1000 0,001

Témoin/ Nicotiana 5000 | <0,0001

Témoin/ Nicotiana 10000 | <0,0001
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Le test de Kruskal-Wallis (Tableau 13) indique que les trois concentrations de
lyophilisat de la décoction de N. tabacum provoquent des pourcentages de mortalité
significativement différents de ceux provoqués par I'ingestion de la nourriture témoin
avec des p-values (p-value= 0,001 et p-value< 0,0001) inférieures a « et une valeur

de Kopserve (U=66,14) différente du Keigue (E=7,815).
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FIGURE 40 — Test de toxicité par ingestion de la nourriture artificielle contenant du Blitz®).

La figure 40 illustre I’évolution de la mortalité en pourcentage en fonction du
temps pour le test de toxicité par ingestion de la nourriture artificielle contenant du
Blitz®). Elle indique que la concentration 10000 pg/mL provoque 50 % de mortalité
apres 72 h, la concentration 5000 pg/mL apres 96 h et la concentration 1000 pug/mL
apres 120 h. En observant la mortalité de la concentration 10000 pg/mL, on constate
un effet retard avec 50 % de mortalité apres 72 h.

Tableau 14 — Test de Kruskal-Wallis de la nourriture artificielle contenant du Blitz®).

K observé 48,29
K critique 7,815
@ 0,05

Témoin/Blitz 1000 <0,0001

Témoin/Blitz 5000 <0,0001

Témoin/Blitz 10000 | <0,0001
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Le test de Kruskal-Wallis (Tableau 14) indique que les trois concentrations de
Blitz provoquent des pourcentages de mortalité significativement différents de ceux
provoqués par l'ingestion de la nourriture témoin avec des p-values (p-value< 0,0001)
inférieures a o et une valeur de Kopserve (U=48,29) différente du Keritigue (E=7,815).
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FIGURE 41 — Quantités de nourriture artificielle ingérée en g contenant du Blitz® et les lyophi-
lisats pour le test de toxicité par ingestion.

Les barres jaunes représentent les concentrations 1000 pg/mL, les oranges 5000 pug/mL et les rouges
10000 pg/mL. Les lettres a, b et ¢ représentent les groupes significativement différents apres le test

de Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 41 illustre la quantité ingérée en grammes de nourriture artificielle
contenant du Blitz® et les lyophilisats pour le test de toxicité par ingestion. Le
test de Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn indiquent que les quantités ingérées
pour les concentrations 10000 pg/mL ne sont pas significativement différentes du
témoin avec des quantités ingérées comprises entre 0,2 et 0,3 g. Les concentrations
Mammea 1000 pg/mL, broyat de Nerium 5000 pg/mL et Nicotiana 1000 ug/mL
s’averent, quant a elles, plus appétentes que le témoin avec des quantités ingérées

comprises entre 0,4 et 0,45 g.
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1.5 Concentration et dose létales des lyophilisats

des usages insecticides

Tableau 15 — Concentrations létales (CL) des lyophilisats et du Blitz® pour obtenir 50 et 99 %

de mortalité apres 24 h et leurs bornes & 95 % de confiance (pour N=10 fourmis et 6 répétitions).

CL5o (ug/mL) | Bornes CLso & 95 % | CLgg (ug/mL) | Bornes CLgg & 95 %
M. americana 51307,30 10737,63 — 70924,63 131919,54 12973,76 — 178335,85
N. oleander (broyat) 17239,03 12321,93 — 35948,71 44346,08 29491,11 — 102970,99
N. oleander (décoction) 27773,50 16241,18 — 940884,13 65849,88 35723,90 — 251888,18
N. tabacum 13296,47 9962,66 — 22634,43 39302,54 27516,74 — 75489,52
Blitz® 78840,81 47412,90 — 101210,34 196952,92 108046,49 — 248600,42

Le tableau 15 donne les concentrations létales en pg/mL des lyophilisats et du
Blitz® pour obtenir 50 et 99 % de mortalité apres 24 h et leurs bornes a 95 %
de confiance. Il indique que le lyophilisat le plus toxique est celui de la décoction
de Nicotiana tabacum avec une CLso de 13296,47 pug/mL et une Clgg de 39302,54
pg/mL apres 24 h. Il indique également que les concentrations létales pour obtenir
50 % et 99 % de mortalité apreés 24 h de M. americana (respectivement 51307,3
et 131919,54 pg/mL) sont les plus proches de celles du Blitz® (respectivement
78840,81 et 196952,92 pg/mL).

Tableau 16 — Doses létales (DL) pour obtenir 50 et 99 % de mortalité et leurs bornes a 95 % de

confiance des lyophilisats et du Blitz® en mg/g de fourmis (pour N=10 fourmis et 6 répétitions).

DLso (mg/g) | Bornes DL5g & 95 % | DLgg (mg/g) | Bornes DLgg & 95 %
M. americana 4,03 3,24 - 5,54 17,36 15,24 - 20,49
N. oleander (broyat) 3,66 1,32 - 5,54 40,2 34,82 — 48,15
N. oleander (décoction) 8,47 7,41 - 9,52 30,8 27,58 - 35,2
N. tabacum 0,87 0,77 - 2,47 25,19 20,98 - 32,24
Blitz® 1,48 1,14 - 1,82 5,05 4,12 - 6,88

Le tableau 16 donne les doses létales en mg/g de fourmis des lyophilisats et du
Blitz®) pour obtenir 50 et 99 % de mortalité et leurs bornes a 95 % de confiance.
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Il indique que la dose 1étale pour obtenir 50 % de mortalité de la décoction de N.
tabacum (0,87 mg/g de fourmis) est la plus proche de celle du Blitz®) (1,48 mg/g
de fourmis). La dose létale pour obtenir 99 % de mortalité de la macération de M.

americana (17,36 mg/g de fourmis) est la plus proche de celle du Blitz®) (5,05 mg/g
de fourmis).
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Tableau 17 — Comparaisons des lyophilisats et du Blitz®) selon les critéres de toxicité, d’appétence

et d’effet retard.

Toxicité CL5g et CLgg | Toxicité DL5g | Toxicité DLgg | Appétence | Effet retard
M. americana + +4 +++ ++ A+
N. oleander (broyat) +++ ++ + ++ 44
N. oleander (décoction) ++ + +4 + 44
N. tabacum +++ +4+4+ ++ 44 44
Blitz® + +++ +++ ++ +++

Toxicité CLsg & 24 h (Table 15) :

+: CL3o < 50 000 pug/mL

4+ : 50 000 pg/mL > CLsg > 25 000 pg/mL
+++ : CLsp < 25 000 pg/mL

Toxicité CLgg a 24 h :

+ : CLgg > 100 000 pg/mL

4+ : 100 000 pg/mL > CLgg > 50 000 f1g/mL
44+ : CLgy < 50 000 pg/mL

Toxicité DL5g (Table 16) :

+ : DLso > 5 mg/g

++ : 2 mg/g > DLso > 5 mg/g

+++ : DLso < 2 mg/g

Toxicité DLgg :

+ : DLgg > 30 mg/g

44 : 20 mg/g > DLgg > 30 mg/g

++4+ : DLgg < 20 mg/g

Appétence pour concentration 10000 pg/mL (Figure 41) :
+ : Quantité moyenne ingérée par jour < 0,20 g

+4 : Quantité moyenne ingérée par jour > 0,20 g

Effet retard pour concentration 10000 pg/mL (Figures 36, 37, 38, 39 et 40) :

+ : 50 % de mortalité < 48 h
++ :48 h < 50 % de mortalité < 72 h

+++ : 50 % de mortalité > 72 h

Le tableau 17 compare les lyophilisats et le Blitz®) selon les criteres de toxicité,

d’appétence et d’effet retard. Il indique que les caractéristiques les plus proches de
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celles du Blitz®) sont celles de la macération de la graine de M. americana. 11 s’agit
en effet de la préparation insecticide qui présente le ratio toxicité/ appétence/ effet
retard le plus proche de celui du Blitz®). C’est donc cette préparation qui est choisie

pour les tests sur nids artificiels complets (Chapitre 3).

84



Chapitre 2

Tests antifongiques

2.1 Test antifongique en milieu liquide
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FIGURE 42 — Poids en g du champignon pour le test antifongique en milieu liquide.
Les barres jaunes représentent les concentrations 500 pg/mL, les oranges 1000 pug/mL et les rouges
2000 pg/mL. Les lettres a et b représentent les groupes significativement différents apres le test de

Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn.
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La figure 42 illustre le poids du champignon en grammes pour le test antifongique
en milieu liquide. Le test de Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn indiquent qu’il
existe une différence significative entre le témoin (environ 0,035 g) et les préparations
de la feuille de Senna alata et les préparations a 2000 pg/mL de la feuille Mahinot es-
culenta et Allium sativum (préparations pour lesquelles la croissance du champignon
completement inhibée). Pour A. cepa, L. esculentum et les autres concentrations de
M. esculenta et A. sativum, il y a une diminution du poids du champignon mais

celle-ci est non significative.

2.2 Test antifongique en milieu gélosé

O500pg/mL B 1000pg/mL. W2000pg/mL

70 4

60 4
be

e~ 50 1 L
E
E
g . be
= bc
g 40 4
=
=%
-]
=
i

30 1 abe
é abe
=
3 abc
E
oW 20 4 a_h c abc

abc
10 4
abec
abe
ahb
i LI,
ﬂ T . T T = L T T
Témoin A. cepa A, sativum L. esculentum M. esculenta 5. alata

FIGURE 43 — Surface en mm? du champignon pour le test antifongique en milieu gélosé.
Les barres jaunes représentent les concentrations 500 pug/mL, les oranges 1000 pg/mL et les rouges
2000 pg/mL. Les lettres a, b et ¢ représentent les groupes significativement différents apres le test

de Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 43 illustre la surface du champignon en mm? pour le test antifongique

en milieu gélosé. Le test de Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn indiquent que
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seules les préparations de la feuille de S. alata et la préparation a 2000 ug/mL de
la feuille de M. esculenta (préparations pour lesquelles la croissance du champignon
completement inhibée) sont significativement différentes du témoin (qui a une surface
d’environ 35 mm?). Pour A. cepa, L. esculentum et les autres concentrations de M.
esculenta et A. sativum, il y a une diminution de la surface du champignon comparée

au témoin mais celle-ci est non significative.

2.3 Test au sel de tétrazolium MTT

Tableau 18 — Comparaison des lyophilisats pour le test au MTT.

500 pg/mL | 1000 pg/mL | 2000 pug/mL

Allium cepa + + +
Allium sativum + + .
Lycopersicon esculentum + + +
Manihot esculenta + 4 _

Senna alata — — —

+ : si le précipité bleu de formazan se forme indiquant le pouvoir fongistatique de la préparation
— : si le sel de tétrazolium n’est pas réduit et reste jaune indiquant le pouvoir fongicide de la

préparation

Le tableau 18 compare les lyophilisats pour le test au MTT. Il indique que le
lyophilisat de la feuille de Senna alata est fongicide aux trois concentrations testées.
Les lyophilisats de la gousse d’Allium sativum et de la feuille de Manihot esculenta
sont fongistatiques aux plus faibles concentrations puis fongicides a la concentration
de 2000 pg/mL. Les lyophilisats d’Allium cepa et de Lycopersicon esculentum sont

quant a eux fongistatiques aux trois concentrations utilisées.
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2.4 Concentration inhibitrice de 50 % et 99 % de
la croissance du champignon pour les usages

antifongiques

Tableau 19 — Concentrations inhibitrices (CI) de 50 % et 99 % de la croissance du champignon

et leurs bornes & 95 % de confiance.

CI5o (ug/mL) | Bornes Clsp 4 95 % | Clgg (ug/mL) | Bornes Clgg & 95 %
A. cepa 1241,55 1063,76 — 1456,96 4356,06 3663,87 — 5490,09
A. sativum 358,36 277,50 — 432,24 1344,02 1199,08 — 1542,04
L. esculentum 2126,64 1998,99 — 2200,98 2577,45 1995,03 — 2704,89
M. esculenta 553,32 490,36 — 615,11 1352,21 1219,01 — 1539,20
S. alata 251,51 170,65 — 325,39 350,78 209,84 — 538,80

Le tableau 19 donne les concentrations inhibitrices de 50 % et 99 % de la crois-
sance du champignon et leurs bornes a 95 % de confiance. Il confirme les résultats
précédents. Les concentrations inhibitrices de 50 % et 99 % de la croissance du
champignon pour la feuille de Senna alata (respectivement 251,51 et 350,78 ug/mL)
sont tres inférieures a la concentration minimale testée (500 pg/mL). Les concen-
trations inhibitrices de 50 et 99 % de la croissance du champignon pour le fruit vert
de Lycopersicon esculentum (respectivement 2126,64 et 2577,45 pg/mL) sont tres

supérieures & la concentration maximale testée (2000 pg/mL).

Les usages antifongiques de plantes provenant des enquétes ethnopharmacolo-
giques TRAMIL présentent un potentiel de lutte contre le symbiote de la fourmi
manioc (Boulogne et al., 2011d).

Au vu des résultats précédents des tests antifongiques exposés aux paragraphes
2.1 et 2.2, du test MTT exposé au paragraphe 2.3 et des concentrations létales
données au paragraphe 2.4, I'usage antifongique choisi pour la suite des tests sur

nids artificiels est le lyophilisat de la feuille de Senna alata.
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Chapitre 3

Tests insecticides et antifongiques

sur nids artificiels

3.1 Tests d’appétence
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FIGURE 44 — Test d’appétence comparant la quantité de nourriture artificielle témoin & celle

contenant de pulpe de Citrus sinensis et de la poudre de feuille de Dioscorea alata.

La figure 44 illustre le test d’appétence comparant la quantité (en g) de nourriture
artificielle témoin a celle contenant de pulpe de Citrus sinensis et de la poudre
de feuille de Dioscorea alata. Le test de Mann-Whitney indique que la nourriture
artificielle contenant de la poudre de pulpe de C. sinensis et de la poudre de feuille

de Dioscorea alata est plus appétente pour les fourmis que la nourriture artificielle
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témoin avec une p-value (p-value= 0,002) inférieure & « et une valeur de U (U=0)
différente de son espérance (E=18). Cette nourriture artificielle améliorée est donc

utilisée dans les tests sur nids artificiels.

3.2 Test de vérification de la non toxicité par in-

gestion du fongicide choisi
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FIGURE 45 — Test de non-toxicité par ingestion de la nourriture artificielle contenant le fongicide

choisi : Senna alata.

La figure 45 illustre le test de non-toxicité par ingestion de la nourriture artifi-
cielle contenant le fongicide choisi : Senna alata. Le test de Mann-Whitney indique
que la nourriture artificielle contenant le lyophilisat de feuille de Senna alata a la
concentration 2000 pg/mL ne présente pas de toxicité par ingestion pour Acromyr-
mez octospinosus avec une p-value (p-value= 0,871) supérieure a « et une valeur de
U (U=52,5) proche de son espérance (E=50). Cela confirme notre choix d’utiliser

cette préparation pour le test antifongique sur nid artificiel.
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3.3 Sélection des nids a prélever par suivi d’acti-

vité moyenne

4
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N® de nid

Activité/min
= " = .

FIGURE 46 — Activité moyenne par minute des nids in situ (Sainte-Rose, Guadeloupe, plantation
Siard).

La figure 46 illustre 'activité moyenne par minute des nids in situ (Sainte-Rose,
Guadeloupe, plantation Siard). Elle indique que les 5 nids a prélever sont les nids
n 1, 17, 19, 12 et 10. Ce sont ceux ayant les activités par minute les plus impor-
tantes comprises entre 2,95 fourmis/min et 4,55 fourmis/min. Ces cinq nids sont
donc prélevés du terrain, ramenés au laboratoire et utilisés pour les tests sur nids

artificiels.
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3.4 Détermination de I’heure optimale de mesure
de DPactivité et de dépot des appats sur nids

artificiels
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FIGURE 47 — Moyenne normalisée de I’activité par minute des nids artificiels pour déterminer

I’heure de mesure d’activité et de pose des appats.

La figure 47 illustre la moyenne normalisée de 'activité par minute des nids
artificiels pour déterminer 1’heure de mesure d’activité et de pose des appats. Elle
indique qu’il y a deux pics d’activité pour les 5 nids. Le premier pic se situe entre
4 h et 5 h. Le second pic se situe entre 15 h et 16 h. Ainsi, les relevés d’activité et les

poses d’appats sont réalisés chaque jour au moment de ce deuxieme pic d’activité.
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3.5 Test d’ingestion sur nids artificiels des usages

insecticide et antifongique sélectionnés
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FIGURE 48 — Moyenne de l'activité par minute des nids artificiels avant, pendant et apres
traitements.

T : Témoin, SA : Senna alata, MA : Mammea americana, MA+SA : Mammea americana et
Senna alata. Les lettres a et b représentent les groupes significativement différents apres le test de

Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 48 illustre la moyenne de l'activité par minute des nids artificiels avant
et apres traitements. Elle indique que seuls les nids traités par la nourriture artificielle
contenant le lyophilisat de graine de Mammea americana et par le Blitz(®) présentent

une baisse significative de leur activité de fourmis entrantes par minute.
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FIGURE 49 — Poids moyen en g de la nourriture artificielle et habituelle ingérée avant, pendant
et apres traitements.

T : Témoin, SA : Senna alata, MA : Mammea americana, MA+SA : Mammea americana et Senna
alata. Les lettres a, b et ¢ représentent les groupes significativement différents apres le test de

Kruskal-Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 49 illustre le poids moyen en grammes de la nourriture artificielle et
habituelle ingérée avant, pendant et apres traitements. Elle confirme le résultat
précédent. Seuls les nids traités par la nourriture artificielle contenant le lyophilisat
de graine de Mammea americana et par le Blitz®) présentent une baisse significa-
tive de la quantité de nourriture ingérée apres le traitement. La quantité ingérée est
significativement plus faible durant tous les traitements sauf pour le nid traité par
la nourriture contenant le lyophilisat de feuille de Senna alata.

Il faut noter que le nid traité avec la préparation contenant le lyophilisat de la
macération de Mammea americana a dépéri et que la meule de champignon n’était
plus visible apres le traitement. Bien que n’ayant pas diminué 'activité et la quantité
de nourriture ingérée, la préparation a base du lyophilisat de la feuille de S. alata
a induit une régression et un changement d’aspect de la meule. Celle-ci a pris un
aspect sec et jaunatre.

Le nid témoin et le nid traité par la préparation contenant la préparation a base
de M. americana et S. alata (MA+SA) n’ont pas connu de changement significatif
de leur activité, de leur prise de nourriture avant et apres traitement ou de ’aspect
de la meule. Il faut aussi noter que les préparations contenant M. americana (MA

et MA+SA) se sont révélées tres peu appétantes pour les fourmis des nids traités.

94



Chapitre 4

Les composés insecticides et

antifongiques des préparations
TRAMIL utilisées

4.1 Criblage phytochimique

4.1.1 Les extraits insecticides

Tableau 20 — Criblage de composés d’intérét pour les préparations traditionnelles insecticides

ayant révélé une toxicité par ingestion.

Alcaloides | Composés phénoliques | Terpénoides
M. americana + + +
N. oleander (broyat) + + 4
N. oleander (décoction) + + +
N. tabacum + + 4

Le tableau 20 donne les résultats du criblage de composés d’intéréet pour les
préparations traditionnelles insecticides ayant révélé une toxicité par ingestion (les
+ indiquant la présence du composé recherché). Il indique que les alcaloides totaux,
les composés phénoliques et les terpénoides sont présents chez les quatre préparations
traditionnelles insecticides. Ces composés sont dosés et les résultats exposés dans le

paragraphe suivant 4.2.
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4.1.2 Les usages antifongiques

Tableau 21 — Criblage de composés d’intérét pour les préparations traditionnelles antifongiques

ayant révélé une activité fongicide ou fongistatique.

Alcaloides | Composés phénoliques | Terpénoides

A. cepa + + +

A. sativum (broyat)

L. esculentum (décoction)

M. esculenta

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+
+ o+ |+ |

S. alata

Le tableau 21 donne les résultats du criblage de composés d’intérét pour les
préparations traditionnelles antifongiques ayant révélé une activité fongicide ou
fongistatique. Il indique que les alcaloides totaux, les composés phénoliques et les
terpénoides sont présents chez les préparations antifongiques ou fongistatiques. Ces

composés sont dosés et les résultats exposés dans le paragraphe suivant 4.2.
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4.2 Dosage des familles chimiques d’intérét

4.2.1 Les usages insecticides
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FIGURE 50 — Quantité d’alcaloides présents dans les préparations insecticides par ingestion en
mg PI/g de matiere fraiche lyophilisée.
Les lettres a et b représentent les groupes significativement différents apres le test de Kruskal-Wallis

et la procédure de Dunn.

La figure 50 illustre la quantité d’alcaloides présents dans les préparations insecti-
cides par ingestion en mg de pipérine (PI) par gramme de matiere fraiche lyophilisée.
Elle indique que ce sont les extraits de la feuille de N. oleander (décoction et broyat)
qui contiennent le plus d’alcaloides. Le test de Kruskal-Wallis indique qu’il existe une
différence significative entre les quantités d’alcaloides présentes dans la macération
de graine de M.americana et la décoction de feuille de N. tabacum (environ 100 mg/g
de matiere fraiche lyophilisée) comparées aux quantités présentes dans les extraits

de N. oleander (environ 300 mg/g de matiere fraiche lyophilisée).
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FIGURE 51 — Quantité de composés phénoliques présents dans les préparations insecticides par
ingestion en mg AG/g de matiere fraiche lyophilisée.
Les lettres a, b et ¢ représentent les groupes significativement différents aprés le test de Kruskal-

Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 51 illustre la quantité de composés phénoliques présents dans les prépara
tions insecticides par ingestion en mg d’acide gallique (AG) par gramme de matiere
fraiche lyophilisée. Elle indique que ce sont les décoctions de feuilles de N. taba-
cum et de N. oleander qui contiennent le plus de composés phénoliques. Le test
de Kruskal-Wallis indique qu’il existe une différence significative entre ces deux
décoctions (environ 80 mg/g de matiere fraiche lyophilisée) et la macération de

graine de M. americana (environ 25 mg/g de matiere fraiche lyophilisée).
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FIGURE 52 — Quantité de terpénoides présents dans les préparations insecticides par ingestion
en mg EG/g de matiére fraiche lyophilisée.
Les lettres a, b et ¢ représentent les groupes significativement différents apres le test de Kruskal-

Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 52 illustre la quantité de terpénoides présents dans les préparations
insecticides par ingestion en mg d’ergostérol (EG) par gramme de matiere fraiche
lyophilisée. Elle indique que ce sont les extraits de la feuille de N. oleander (décoction
et broyat) qui contiennent le plus de terpénoides. Le test de Kruskal-Wallis indique
qu’il existe une différence significative entre ces deux extraits de N. oleander et les
extraits de M. americana et N. tabacum. Les terpénoides sont les composés les plus
abondants dans les quatre préparations traditionnelles insecticides (entre 550 et 1400

mg/g d’extrait frais lyophilisé).
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Tableau 22 — Synthese des résultats des dosages chimiques et des activités biologiques insecticides.

Alcaloides Composés Terpénoides | Insectifuge Insecticide Insecticide
phénoliques par contact | par ingestion
M. americana + + ++ + ++ 4t
+++ ++ +++ ++ - +
N. oleander
(broyat)
++ +++ +++ ++ - +
N. oleander
(décoction)
N. tabacum + +++ + +++ +++ ++

Tableau 23 — Résultats du test de corrélation de Pearson entre les résultats du dosage et ceux

des activités biologiques (p-value & un niveau de signification o = 0,05).

Alcaloides | Composés phénoliques | Terpénoides
Insectifuge 0,986 0,153 0,821
Insecticide par contact 0,067 0,896 0,018
Insecticide par ingestion 0,132 0,520 0,199

Le tableau 22 est la synthese des résultats des dosages chimiques et des activités
biologiques insecticides. Le tableau 23 donne les résultats du test de corrélation de
Pearson entre les résultats du dosage et ceux des activités biologiques (p-value a un
niveau de signification o = 0,05). Ces tableaux indiquent qu’il existe une corrélation
entre les terpénoides et 'activité insecticide par contact avec une p-value de 0,018
avec a = 0,05. Il n’existe pas de corrélation entre les autres activités biologiques des
quatre préparations traditionnelles et les deux autres familles de molécules qui ont

été dosées.
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4.2.2 Les usages antifongiques
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FIGURE 53 — Quantité d’alcaloides totaux présents dans les préparations antifongiques en mg
(PI)/g de matiere fraiche lyophilisée.
Les lettres a, b et c représentent les groupes significativement différents apres le test de Kruskal-

Wallis et la procédure de Dunn.

La figure 53 illustre la quantité d’alcaloides totaux présents dans les préparations
antifongiques en mg de pipérine (PI) par gramme de matiere fraiche lyophilisée. Elle
indique que ce sont les lyophilisats de gousse d’A. sativum et de feuille de S. alata
qui contiennent le plus d’alcaloides. Le test de Kruskal-Wallis indique qu’il existe une
différence significative entre ces deux extraits (environ 120 mg/g de matiére fraiche
lyophilisée) comparés aux extraits de bulbe d’A. cepa et de feuille de M.esculenta

(environ 50 mg/g de matiere fraiche lyophilisée).
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FIGURE 54 — Quantité de composés phénoliques présents dans les préparations antifongiques en
mg (AG)/g de matiere fraiche lyophilisée.
Les lettres a et b représentent les groupes significativement différents apres le test de Kruskal-Wallis

et la procédure de Dunn.

La figure 54 illustre la quantité de composés phénoliques présents dans les préparations
antifongiques en mg d’acide gallique (AG) par gramme de matiere fraiche lyophi-
lisée. Elle indique que ce sont les lyophilisats de feuilles de M. esculenta et de S.
alata qui contiennent le plus de composés phénoliques. Le test de Kruskal-Wallis
indique qu’il existe une différence significative entre ces deux extraits (environ 30
mg/g de matiere fraiche lyophilisée) comparés aux extraits d’A. cepa, L. esculentum

et A. sativum (environ 7 mg/g de matiere fraiche lyophilisée).
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FIGURE 55 — Quantité de terpénoides présents dans les préparations antifongiques en mg (EG)/g
de matiere fraiche lyophilisée.
Les lettres a et b représentent les groupes significativement différents apres le test de Kruskal-Wallis

et la procédure de Dunn.

La figure 55 illustre la quantité de terpénoides présents dans les préparations
antifongiques en mg d’ergostérol (EG) par gramme de matiere fraiche lyophilisée.
Elle indique que le lyophilisat de feuille de S. alata contient le plus de terpénoides.
Le test de Kruskal-Wallis indique qu’il existe une différence significative entre cet
extrait (environ 760 mg/g de matiere fraiche lyophilisée) et les extraits d’A. cepa,
M. esculenta et A. sativum (environ 160 mg/g de matiere fraiche lyophilisée). Les
terpénoides sont les composés les plus abondants dans les quatre préparations tra-

ditionnelles antifongiques.
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Tableau 24 — Synthese des résultats des dosages chimiques et des activités biologiques fongicides.

Alcaloides Composés Terpénoides | Fongicide | Fongistatique
phénoliques
A. cepa ++ + + - +++
A. sativum +++ + + + 4
L. esculentum ++ + + - o+
M. esculenta + +++ + + +
S. alata +++ +++ +++ +++ -

Tableau 25 — Résultats du test de corrélation de Pearson entre les résultats du dosage et ceux

des activités biologiques (p-value & un niveau de signification o = 0,05).

Alcaloides | Composés phénoliques | Terpénoides

Fongicide 0,325 0,146 0,038

Fongistatique 0,432 0,171 0,244

Le tableau 24 est la synthese des résultats des dosages chimiques et des activités
biologiques fongicides. Le tableau 25 donne les résultats du test de corrélation de
Pearson entre les résultats du dosage et ceux des activités biologiques (p-value a un
niveau de signification a = 0,05). Ces tableaux indiquent qu’il existe une corrélation
entre les terpénoides et 1’activité fongicide avec une p-value de 0,038 avec o = 0,05. Il
n’existe pas de corrélation entre cette activité et les deux autres familles de molécules
qui ont été dosées; ni entre l'activité fongistatique et les trois familles de molécules

dosées.

Il faut également noter que le lyophilisat de feuille de Senna alata contient la
plus grande quantité des trois familles de molécules dosées et présente également la

plus forte activité fongicide.
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La macération de la graine de Mammea americana

La macération de la graine de Mammea americana a montré une activité insec-
ticide par contact (partie Résultats, paragraphe 1.1), une activité insectifuge (partie
Résultats, paragraphe 1.2) et une activité insecticide par ingestion (partie Résultats,
paragraphe 1.3) sur les ouvrieres majors d’Acromyrmez octospinosus. Les tests de
toxicité par ingestion avec les lyophilisats indiquent que les extraits présentent tou-
jours une toxicité par ingestion apres lyophilisation (en particulier aux concentra-
tions 5000 et 10000 pg/mL) (Partie Résultats, Paragraphe 1.4). Il n'y a pas de
littérrature connue sur 'activité insecticide des extraits de M. americana sur les
Attines. Mais cette activité a déja été observée sur d’autres insectes. En effet, les
extraits de la graine de M. americana ont montré une activité insecticide contre
Cerotoma ruficornis (Chrysomelidae) (Grainge & Ahmed, 1988 ; Sukh & Opender,
1997) et Aedes aegypti (Culicidae) (Sievers et al., 1949). Ils sont également larvi-
cide contre Laphygma frugiperda (Noctuidae) et Plutella maculipennis (Acrolepiidae)
(Plank, 1944).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de la macération
de la graine de M. americana contient des alcaloides (114 mg (PI)/g), des composés
phénoliques (27 mg (AG)/g) et des terpénoides (729 mg (EG)/g). La littérature
indique que les composés responsables de 1'activité insecticide de la graine de M.
americana sont des composés phénoliques bien connus dans la littérature : les cou-
marines et en particulier la mammeine (Djerassi et al., 1958 ; Duke, 1992). Des
extractions au méthanol et a 'acétate d’éthyle et une analyse HPLC et LC-MS ont
mis en évidence 4,8 mg de coumarines totales par gramme de graine de M. americana
(Yang et al., 20006).

Notre étude nous indique que la macération aqueuse de la graine de M. americana
a une CLso de 51307,3 pug/mL et une DLsy de 706,65 mg/g d’insecte sur Acromyrmez
octospinosus (Partie 2, Chapitre 1, Paragraphe 1.5). La préparation contenant le
Blitz®), quant a elle, a une CLjy de 78840,8 ug/mL et une DLsg de 2784 mg/g
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d’insecte. Parmi les préparations insecticides testées dans cette étude, la macération
de la graine de M. americana est celle qui présente le ratio toxicité/appétence/effet
retard le plus proche de la préparation contenant le Blitz®). En effet, elles ont toutes
les deux une CLjg et une CLgg supérieure a 50000 pug/mL et une DLgg inférieure a
2000 pug/mL. La quantité moyenne ingérée est supérieure a 0,20 g et la mortalité
de 50 % des fourmis est obtenue apres 72 heures pour les deux préparations (partie
Résultats, tableau 10). Une étude sur la toxicité d’extraits aqueux et éthanolique de
M. americana sur Artemia salina (Artemiidae) indique que lextrait aqueux a une
DLs supérieure a 10000 pug/mL alors que l'extrait éthanolique a une DLsg de 197
pg/mL (Bussmann et al., 2011). Une autre étude sur les coumarines de M. americana
indique une DLsg sur Phaedon cochleariae de 4 pg/insecte (Perez et al., 2007). Ces
résultats tendent a faire penser qu’une extraction éthanolique et un fractionnement
bioguidé de cet extrait permettraient d’en augmenter la toxicité (les substances
actives, les coumarines étant moins miscibles dans 1’eau que dans ’éthanol) pour la

faire coincider avec celle de la préparation contenant le Blitz®).

Du point de vue de I'appétance, nos résultats in vitro ont confirmé les infor-
mations de la littérature (Verza et al., 2006; Schockmel, 1985) qui indique que
I’apport de pulpe de Citrus sp et de poudre de feuille de Dioscorea alata aug-
mente 'appétence de l'appat (partie Résultats, paragraphe 3.1). Concernant 'effet
retard, la préparation lyophilisée testée est naturellement dotée de cet effet. Ce-
pendant, 'augmentation de la toxicité pourrait diminuer cet effet retard. Il serait
donc intéressant de masquer l'effet choc en enrobant le lyophilisat dans une gaine
digestible en utilisant la technique de la micro-encapsulation (Febvay, 1982; Feb-
vay, 1990). Le conditionnement en polyéthylene basse densité a été proposé dans
des études précédentes comme une solution pour la protection des appats contre les
moisissures, le soleil et les intempéries (Schockmel, 1985). Néanmoins, la démarche
de protection de I’environnement et la législation actuelle d'utilisation des plastiques,
incite a s’orienter vers des matieres recyclables et valorisables en termes de composts

tels que les plastiques végétaux composés d’amidon et de polyesters biodégradables
(BASF, 2009).

La décoction de la feuille de Nicotiana tabacum

Tout comme la macération de M. americana, la décoction de la feuille de Nico-
tiana tabacum a montré une activité insecticide par contact (partie Résultats, para-
graphe 1.1), une activité insectifuge (partie Résultats, paragraphe 1.2) et une activité

insecticide par ingestion (partie Résultats, paragraphe 1.3) sur les ouvrieres majors
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d’ Acromyrmex octospinosus. Les tests de toxicité par ingestion avec les lyophilisats
indiquent que les extraits présentent toujours une toxicité par ingestion apres lyo-
philisation pour les trois concentrations appliquées (Partie Résultats, Paragraphe
1.4). Il n’y a pas de littérature connue sur l'activité insecticide des extraits de N.
tabacum sur les Attines. Mais de nombreuses études indiquent que les feuilles seches
de N. tabacum ont une activité insecticide. L’extrait méthanolique de la feuille seche
a montré une activité larvicide contre Culez pipiens (Culicidae) (Yamaguchi et al.,
1950) et 'extrait acétonique contre Corcyra cephalonica (Pyralidae) (Zhao & Zhang,
1982). L’extrait aqueux de la feuille seche a une activité insectifuge contre Phylloc-
nistis citrella (Gracillariidae) (Bashin, 1926). La fraction alcaloide de la feuille seche
a une activité larvicide contre Tribolium castaneum (Tenebrionidae) (Tiwari et al.,
1995) et I'extrait méthanolique une activité insecticide contre Rhipicephalus appen-
diculatus (Ixodidae) (Van Puyvelde et al., 1985).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de la décoction
de la feuille de N. tabacum contient des alcaloides (110 mg (PI)/g), des composés
phénoliques (88 mg (AG)/g) et des terpénoides (552 mg (EG)/g). La littérature
indique que feuilles seches de N. tabacum contiennent de nombreux composés chi-
miques ayant une activité insecticide. Parmi ceux-ci, le plus connu est un alcaloide,
la nicotine (Nagaraj & Chakraborty, 1979). Une étude récente a mis en évidence que
I'extraction au méthanol de la feuille et une analyse et GC-MS donne 9 a 36 mg de

nicotine par gramme de feuille seche (Hossain & Salehuddin, 2010).

Notre étude nous indique que la décoction de la feuille seche de N. tabacum a
une CLjy de 13296,47 pg/mL et une DLsg de 917,92 mg/g d’insecte sur Acromyr-
mex octospinosus (Partie 2, Chapitre 1, Paragraphe 1.5). La préparation contenant
le Blitz®), quant a elle, a CLs5o de 78840,8 pg/mL et une DLsy de 278,4 mg/g d’in-
secte. Ces résultats laissent a penser que cette préparation présente également un
potentiel de toxicité tout comme la macération de M. americana et qu’apres aug-
mentation de la toxicité on pourrait masquer 'effet choc par micro-encapsulation.
Cependant, outre sa toxicité contre les insectes, la nicotine se révele également
tres toxique pour les Mammiferes. Mimétique de l'acétylcholine, elle se lie aux
récepteurs post-synaptiques et provoque une stimulation suivie de dépression du
systeme végétatif, des terminaisons des nerfs moteurs des muscles et du systeme
nerveux central (Regnault-Roger et al., 2002). Cette toxicité incite a la prudence
et a écarter N. tabacum du choix des préparations présentant un potentiel de lutte

contre A. octospinosus.
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La décoction et le broyat de la feuille de

Nerium oleander

La décoction et le broyat de la feuille de Nerium oleander ont montré une ac-
tivité insectifuge (partie Résultats, paragraphe 1.2) et une activité insecticide par
ingestion (partie Résultats, paragraphe 1.3) sur les ouvrieres majors d’Acromyrmex
octospinosus. Les tests de toxicité par ingestion avec les lyophilisats indiquent que
les extraits présentent toujours une toxicité par ingestion apres lyophilisation aux
concentrations 5000 et 10000 pg/mL (Partie Résultats, Paragraphe 1.4). Il n’y a pas
de littérrature connue sur l'activité insecticide des extraits de N. oleander sur les
Attines. Mais, I'utilisation de N. oleander comme insecticide est connue de longue
date. L’extrait éthanolique de la feuille présente une activité insecticide contre Mus-
cina stabulans (Muscidae) (El-Shazly et al., 1996) et l'extrait aqueux de la feuille
seche une activité contre Phyllocnistis citrella (Gracillaridae) (Bhasin, 1926). Les
extraits méthanolique, acétonique et dichlorométhanolique de la feuille seche ont
une activité contre Spodoptera littoralis (Noctuidae) (Jannet et al., 2000). L’extrait
éthanolique de la feuille seche présente une activité insecticide et larvicide contre
Aedes fluviatilis (Culicidae) (Consoli et al., 1988).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de la décoction
de la feuille de N. oleander contient des alcaloides (274 mg (PI)/g), des com-
posés phénoliques (82 mg (AG)/g) et des terpénoides (1402 mg (EG)/g). Elle in-
dique également que le lyophilisat du broyat de la feuille de N. oleander contient
des alcaloides (350 mg (PI)/g), des composés phénoliques (45 mg (AG)/g) et des
terpénoides (1237 mg (EG)/g). La littérature indique que la feuille de N. oleander
contient des cardénolides (terpénoides de types stéroides) connues pour étre respon-
sables de I'activité insecticide. Parmi ces composés, on peut citer la kaneroside, la
neridiginoside, la neritaloside, la neriumoside, la nerizoside, I'odoroside (Begum et
al., 1999 ; Siddiqui et al., 1988 ; Siddiqui et al., 1991). La feuille contient 15 mg de

cardénolides par gramme de feuille (Bruneton, 1999).

Notre étude nous indique que la décoction de la feuille N. oleander a une CLs
de 27773,5 pg/mL et une DLjy de 371,45 mg/g d’insecte sur A. octospinosus. Le
broyat possede une CLsy de 17239,03 pug/mL et une DLsy de 493,45 mg/g d’insecte
(Partie Résultats, chapitre 1, paragraphe 1.5). La préparation contenant le Blitz®),
quant a elle, a une CLjy de 78840,8 pug/mL et une DLy de 278,4 mg/g d’insecte.
A Dinstar de ce qu’il serait possible de faire pour la préparation de la graine de
M. americana, la toxicité de ces lyophilisats pourrait étre augmentée, leurs effets

choc seraient ensuite masqués par micro-encapsulation et les appats les contenant
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protégés par du plastique végétal.

La décoction de la graine de Rollinia mucosa

La décoction de la graine de Rollinia mucosa a montré uniquement une activité
insectifuge (partie Résultats, paragraphe 1.2) sur les ouvrieres majors d’ Acromyrmex
octospinosus. Il n’y a aucune étude indiquant 'activité insecticide d’un extrait
aqueux de la graine de R. mucosa. L’extrait éthanolique de la graine, quant a lui, a
montré une activité insecticide contre Aedes aegypti (Culicidae) (Sauvain, 1989). La
littérature indique que la graine de R. mucosa contient des alcaloides comme 1’ano-
naine connue pour son activité insecticide (Harper et al., 1947; Duke, 1992). Elle
contient également des acétogénines connues pour cette méme activité (Rupprecht
et al., 1990) comme la jimenezine (Chavez et al., 1998), la polliniastatine (Fontana
et al., 1994), la rolliniastatine, la squamocine, I'uvaricine, membranacine (Chavez et

al., 1999), 'asimicine ou 'annonine (Bruneton, 1999).

L’absence de toxicité par ingestion de cette décoction a écarté cette préparation
de notre étude. Cependant, il est probable que 1'utilisation d’un autre type de solvant
(éthanolique par exemple) puisse extraire les acétogénines qui pourraient agir sur la

fourmi.

Le broyat de la feuille de Trichilia pallida

Le broyat de la feuille de Trichilia pallida a montré uniquement une activité insec-
tifuge (partie Résultats, paragraphe 1.2) sur les ouvrieres majors d’ Acromyrmez oc-
tospinosus. Il n’y a aucune étude indiquant I'activité insecticide d’un extrait aqueux
de T. pallida. La feuille de T. pallida contient deux terpénoides qui présentent une
activité insecticide contre Tuta absoluta (Gelechiidae) : le 24-methylenecycloarta-
37-0l et le 24-methylene-3,22-dihydroxycholesterol (Cunha et al., 2008). L’extrait
acétonique présente également une activité contre Spodoptera littoralis (Noctuidae)
(Simmonds et al., 2001).

L’absence de toxicité par ingestion de cette décoction a écarté cette préparation
de notre étude. Cependant, tout comme R. mucosa, il est probable que I'utilisation
d’un autre type de solvant (éthanolique ou acétonique par exemple) puisse permettre

d’extraire les substances actives qui pourraient agir sur la fourmi.
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Le test d’activité insecticide par contact

Les expérimentations de laboratoire ont montré que les extraits traditionnels
de la graine de Mammea americana et de la feuille seche de Nicotiana tabacum
présentent une activité insecticide par contact (Partie Résultats, chapitre 1, para-
graphe 1.1). D’autres études sur les Attines ont mis en évidence cette activité in-
secticide par contact d’extraits de plantes. Des roténoides extraites de Lonchocarpus
floribundus et L. chrysophyllus (Fabaceae) ont montré une activité insecticide de
contact contre Acromyrmex octospinosus (Petit, 2004). Les extraits des graines de
Sesamum indicum (Pedaliaceae) (Bueno et al., 2004) et d’Azadirachta indica (Me-
liaceae) (Santos-Oliveira et al., 2006) présentent également cet effet insecticide sur
Atta sexdens rubropilosa. Les extraits foliaires d’ Ageratum conyzoides (Asteraceae),
de Mentha piperita (Lamiaceae), de Ruta graveolens (Rutaceae) et de Cordia verbe-
nacea (Boraginaceae) sont aussi toxiques par contact direct sur les ouvrieres d’Atta

sexdens rubropilosa et Acromyrmez subterraneus molestans (Ribeiro et al., 2008).

Notre étude chimique préliminaire indique qu’il existe une corrélation entre les
terpénoides et 'activité insecticide par contact avec une p-value de 0,018 avec un
niveau de significativité a = 0,05. Cependant, la littérature sur les extraits testés en
contact direct avec les Attines, celle sur les terpénoides (Bruneton, 1999 ; Regnault-
Roger et al., 2002) et celle sur les parties de plantes utilisées dans notre étude ne
confirme pas ce résultat. Pour notre étude, la bibliographie indique que ce sont les
composés phénoliques (pour M. americana) et les alcaloides (pour N. tabacum) qui
seraient responsables des activités insecticides par contact observées. Les terpénoides
sont d'une tres grande diversité et méme si un certain nombre d’entre eux possedent
cette activité insecticide (en particulier les monoterpenes et les triterpénes), de nom-

breux autres ne sont pas connus pour cet effet.

Enfin, il convient d’étre prudent concernant ce test de toxicité par contact clas-
siquement utilisé pour les essais insecticides de laboratoire. Dans le cas des fourmis,

cette activité par contact pourrait, pour certains extraits, étre due a leur activité par
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ingestion. En effet, les fourmis ont en permanence un comportement de léchage de
leurs pattes. La préparation pourrait donc étre ingérée par les fourmis car enduites

sur leurs pattes (com. pers. Mauléon H, 2011).

Le test d’activité insectifuge

Les expérimentations de laboratoire ont montré que tous les extraits étudiés
présentent une action insectifuge (Partie Résultats, chapitre 1, section 1.2). Quelques
études ont mis en évidence 'action insectifuge d’extraits de plantes sur les Attines.
Les sesquiterpenes lactones de l'extrait des feuilles d’Fupatorium quadrangularae
(Asteraceae) (Okunade & Wiemer, 1985), les terpénoides de la feuille de Melampo-
dium divaricatum (Asteraceae) (Hubert & Wiemer, 1985a) et un triterpénoide de
Jacquinia pungens (Theophrastaceae) (Okunade & Wiemer, 1985b) présentent une
activité insectifuge contre Atta cephalotes. Les triterpénoides de la feuille d’ Abuta ra-
cemosa (Menispermaceae) (Hammond et al., 1990) et des dérivés prenylés de ’acide
benzoique isolés des feuilles de Piper taboganum (Roussis et al., 1990) montrent
cette activité contre Acromyrmex octospinosus. Dans la plupart de ces études, les
molécules responsables de cette activité sont des terpénoides. Notre étude chimique
préliminaire a montré que les composés majoritairement présents sont les terpénoides.
Mais elle n’a pas mis en évidence de corrélation entre la présence de terpénoides et
lactivité insectifuge (Partie Résultats, chapitre 4, section 4.2). Ceci s’explique proba-
blement par le fait que la méthode utilisée dans notre étude pour mettre en évidence
les terpénoides est davantage connue pour doser les stéroides que les terpénoides to-
taux (Zak et al., 1957).

Il convient encore une fois d’étre prudent concernant ce test classiquement utilisé
pour les essais insectifuges de laboratoire. Les fourmis, ayant le choix entre 'eau
et la préparation a tester, peuvent choisir I'’eau plutot que l'extrait pour boire.
Ainsi, l'effet observé qualifié d’insectifuge pourrait étre dia a l'anti-appétence de

la préparation.

Cette activité a également été mise en évidence pour la nourriture artificielle.
Celle contenant les préparations traditionnelles est ingérée en moins grande quan-
tité que la nourriture témoin (Partie 2, chapitre 1, paragraphe 1.3). L’anti-appétence
de certaines plantes a été étudiée et décrite par de nombreux auteurs (Isman, 2002 ;
Koul, 2005). Cet effet est di a la propriété de certaines molécules a induire une
diminution de la prise alimentaire ou une inhibition du réflexe de prise alimentaire.
Ces molécules sont répertoriées selon trois classes principales : des composés po-

lyphénoliques, des alcaloides et les composés terpéniques (Regnault-Roger et al.,
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2002). Notre étude chimique préliminaire a montré que ces trois classes de composés
sont présents dans les quatre préparations traditionnelles présentant une activité

insecticide par ingestion (partie Résultats, chapitre 4, paragraphe 4.1).

Le test d’activité insecticide par ingestion

Les expérimentations de laboratoire ont montré que les extraits traditionnels de
la graine de Mammea americana, de la feuille seche de Nicotiana tabacum, des feuilles
fraiches et seches de Nerium oleander présentent une activité insecticide par inges-
tion (Partie Résultats, chapitre 1, paragraphe 1.3). D’autres études sur les Attines
ont mis en évidence cette activité insecticide par ingestion. La ricine de la feuille
de Ricinus communis incluse dans une nourriture artificielle présente une activité
insecticide par ingestion sur Atta sexdens rubropilosa (Bigi et al., 2004). Les extraits
foliaires de Ricinus communis (Euphorbiaceae), de Melia azedarach (Meliaceae) et
de Trichillia glauca (Meliaceae) sont toxiques par ingestion pour Acromyrmex lundi
(Caffarini et al., 2008). Les extraits des parties aériennes de Helietta puberula (Ru-
taceae) (Almeida et al., 2007) et Simarouba versicolor (Simaroubaceae) (Penaflor et

al., 2009) sont également insecticide par ingestion pour Atta sexdens.
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La feuille de Senna alata

Les tests antifongiques indiquent que seule la feuille de Senna alata est fongicide
contre Leucocoprinus gongylophorus (Partie Résultats, paragraphes 2.1, 2.2 et 2.3).
Ces résultats sont en adéquation avec les données trouvées dans la littérature. En
effet, l'extrait de la feuille a montré des propriétés antifongiques contre Candida
albicans (Vaijayanthimala et al., 2000), Trichophyton mentagrophytes (Fuzellier et
al., 1982), Malassezia furfur (Damodaran & Venkataraman, 1994), Fusarium oxy-
sporum, Rhizopus japonicus, Candida tropicalis, Rhodotorula glutinis, Penicillium
funiculosum (Sakharkar & Patil, 1998), Trichophyton rubrum, Microsporum gyp-
seum, Epidermophyton floccosum (Mehmood et al., 1999), Microsporum canis, Fu-
sarium solani, Aspergillus niger, Cladosporum werneckii (Ibrahim & Osman, 1995),
Penicillium italicum, Aspergillus fumigatus, Lasiodiplodia theobromae (Ogunti et al.,
1991).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de la feuille de
S. alata contient des alcaloides (119 mg (PI)/g), des composés phénoliques (30 mg
(AG)/g) et des terpénoides (769 mg (EG)/g). Des études précédentes ont montré
que les composés responsables de l'activité antifongique de la feuille de S. alata
sont des composés phénoliques : les anthraquinones (Somchit et al., 2003) tel que le
chrysophanol (Palanichamy & Nagarajan, 1990). La feuille contient au moins 25 mg

d’anthraquinones par grammes de feuille (Bruneton, 1999).

Notre étude nous indique que le lyophilisat de la feuille de S. alata a une Clyy de
251,51 pug/mL et une Clgg de 350,78 pug/mL sur Leucocoprinus gongylophorus (Partie
Résultats, chapitre 1, paragraphe 2.4). De nombreuses études affichent des résultats
pour d’autres champignons avec des Clsy au-dela de 500 pg/mL pour des extraits
éthanoliques ou méthanoliques (Ibrahim & Osman, 1995 ; Sakharkar & Patil, 1998)
et au dela de 2000 pg/mL pour les extraits aqueux de la feuille de S. alata (Fuzellier
et al., 1982 ; Damodaran & Venkataraman, 1994). L. gongylophorus est donc plus

sensible a S. alata que les autres champignons testés jusqu’ici avec les extraits de
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cette plante.

Le bulbe d’Allium cepa

Les tests antifongiques indiquent que le bulbe d’Allium cepa ne provoque pas de
diminution significative de la surface et du poids du champignon (Partie Résultats,
paragraphes 2.1 et 2.2). Le test au MTT et le calcul de la Cl5y de 1241,55 ug/mL
indiquent que I'extrait a une activité fongistatique aux concentrations testées. Le cal-
cul de la Clgg de 4356,06 pg/mL indique qu'un effet fongicide pourrait étre obtenu au
dela de cette concentration (Partie Résultats, paragraphes 2.3 et 2.4). Ces resultats
sont en adéquation avec la littérature puisque le bulbe est connu pour ses propriétés
antifongiques sur Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans (Elnima et al., 1983),
Aspergillus niger (Guerin & Reveillere, 1984), Aspergillus fumigatus, Aspergillus fla-
vus (Yin & Tsao, 1999), Nannizzia gypsea, Nannizzia incurvata, Nannizzia fulva
(Singh & Deshmukh, 1984).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat du bulbe d’A.
cepa contient des alcaloides (66 mg (PI)/g), des composés phénoliques (8 mg (AG)/g)
et des terpénoides (180 mg (EG)/g). Des études précédentes ont montré que ce sont
les composés organo-sulfurés : I’allicine et I'ajoene qui sont responsables de 'activité
antifongique du bulbe (Cavallito & Bailey, 1944 ; Duke, 1992 ; Kim et al., 2004) et
non pas une des trois familles que nous avons recherchées dans notre étude chimique
préliminaire.

La faible activité antifongique d’A. cepa, en dépit de ces composés antifongiques
bien connus qu’il contient, peut étre due a la dégradation de l'allicine et 1’ajoene
durant la lyophilisation et la stérilisation des milieux de culture du champignon. En
effet, il semblerait que le précurseur de la dégradation enzymatique de ces molécules :
Ialliine (présent dans le bulbe d’oignon frais) soit thermo-sensible (Kimbaris et al.,
2009).

Il faut noter qu’Allium cepa et les Allium en général présentent des propriétés
insecticides. Divers effets ont été mis en évidence : des effets anti-appétents, des
effets répulsifs, des effets toxiques et des perturbations du développement des larves
et des ceufs (Regnault-Roger et al., 2002). 11 serait donc intéressant, en plus de tester
une concentration plus élevée de lyophilisat d’A. cepa sur le symbiote fongique, de

tester également cet extrait sur les ouvrieres d’ Acromyrmez octospinosus.
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La gousse d’ Allium sativum

Les tests antifongiques indiquent que la gousse d’Allium sativum est fongicide
pour la concentration 2000 pg/mL (Partie Résultats, paragraphes 2.1, 2.2, 2.3 et
2.4). Les deux autres concentrations utilisées ne provoquent pas de diminution si-
gnificative de la surface et du poids du champignon. Le test au MTT et le calcul
de la Cljy de 358,36 pg/mL indiquent que 'extrait a une activité fongistatique
aux deux plus faibles concentrations testées (Partie Résultats, paragraphes 2.3 et
2.4). Ces résultats confirment I’abondante bibliographie qui indique que la gousse
d’ Allium sativum est connue pour son activité antifongique. L’extrait aqueux de la
gousse a montré des propriétés antifongiques sur de tres nombreux organismes : Mi-
crosporum canis (Prasad et al., 1982), Microsporum gypseum (Malaengpoothong,
1980), Aspergillus flavus, Aspergillus niger (Yin & chen, 1998), Candida albicans
(Vaijayanthimala et al., 2000), Candida stellatoidea, Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida guilliermondii, Candida rugosa, Candida pseudotropicalis, Candida
tenuis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus terreus, Cryptococcus uniguttulatus,
Cryptococcus laurentii, Rhodotorula rubra, Torulopsis candida, Torulopsis incons-
picua, Torulopsis glabrata, Trichosporon capitatum, Trichosporon pullulans (Moore
& Atkins, 1977), Rhyzopus arrhizus, Mucor pusillus, Rhizopus rhizopodiformis, As-
pergillus fumigatus, Cryptococcus albidus, Candida parapsilosis, Candida glabrata
(Caporaso et al., 1983), Fusarium ozysporum (Tariq & Magee, 1990), Saccharo-
myces cerevisiae (Elnima et al., 1983), Penicillium digitatum (Guerin & Reveillere,
1984), Fusarium moniliforme (Liu et al., 1985), Trychophyton asteroides (Ploddee &
Palakornkol, 1977), Trychophyton violaceum, Trychophyton rubrum (Malaengpoo-
thong, 1980), Trychophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum (Caceres et
al., 1991), Phytophthora species, Rhizopus microsporus, Melanconium fuligineum,
Myrothecium roridum, Thanatephorus cucumeris, Tricholoma crassum, Volvariella
volvacea, Ceratocystis paradoza, Colletotrichum denatium, Sclerotium rolfsii, Py-
thium aphanidermatum, Alternaria alternata, Fusarium solani, Geotrichum candi-
dum, Ustilago maydis (Soytong et al., 1985), Trichoderma species, Curvularia spe-
cies, Basidiobolum meristosporus (Imwidthaya et al., 1978), Trichoconiella padwickii
(Shetty et al., 1989), Nannizzia fulva, Nannizzia gypsea, Nannizzia incurvata (Singh
& Deshmukh, 1984).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de la gousse
d’A. sativum contient des alcaloides (119 mg (PI)/g), des composés phénoliques (6
mg (AG)/g) et des terpénoides (179 mg (EG)/g). Tout comme A. cepa, la littérature

indique que ce sont les composés organo-sulfurés qui sont connus pour étre respon-
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sables de l'activité antifongique de la gousse (Cavallito & Bailey, 1944 ; Duke, 1992
Kim et al., 2004). La dégradation de l'allicine et I’ajoéne durant la lyophilisation
et la stérilisation des milieux de culture du champignon expliquerait également la
faible activité antifongique de la gousse d’A. sativum en dépit de ses composés

organo-sulfurés bien connus (Kimbaris et al., 2009).

Comme pour A. cepa, il serait intéressant, en plus de tester une concentration
plus élevée de lyophilisat de la gousse sur le symbiote fongique, de tester également
cet extrait (connu aussi dans la littérature pour son activité insecticide) sur les

ouvrieres d’Acromyrmex octospinosus.

La feuille de Manthot esculenta

Les tests antifongiques indiquent que la feuille de Manihot esculenta est fongi-
cide pour la concentration 2000 pug/mL (Partie Résultats, paragraphes 2.1, 2.2, 2.3
et 2.4). Les deux autres concentrations utilisées ne provoquent pas de diminution
significative de la surface et du poids du champignon. Le test au MTT et le cal-
cul de la Cl5g de 553,32 pug/mL indiquent que l'extrait a une activité fongistatique
aux deux plus faibles concentrations testées (Partie Résultats, paragraphes 2.3 et
2.4). Ces résultats confirment les études précédentes sur Iactivité antifongique de
la feuille de Manihot esculenta. En effet, les extraits de la feuille ont montré une
activité fongicide contre Microsporum canis, Microsporum gypseum, Microsporum
fulvum, Trichophytum gallinae (Macrae et al., 1988) et Ustilago maydis (Singh &
Pathak, 1984).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de la feuille de
M. esculenta contient des alcaloides (45 mg (PI)/g), des composés phénoliques (28
mg (AG)/g) et des terpénoides (167 mg (EG)/g). Des études précédentes indiquent
que la feuille de M. esculenta contient des coumarines (Buschmann et al., 2000) et
des flavonoides (Kami et al., 1974). Ces composés phénoliques sont connus pour étre
responsables de 'activité antifongique de la feuille.

Ces résultats indiquent qu’il serait intéressant de tester une concentration plus

élevée du lyophilisat de la feuille sur le symbiote fongique.

Le fruit vert de Lycopersicon esculentum

Les tests antifongiques indiquent que le fruit vert de Lycopersicon esculentum ne

provoque pas de diminution significative de la surface et du poids du champignon
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(Partie Résultats, paragraphes 2.1 et 2.2). Le test au MTT et les calculs de la Cljxg
(2126,64 pg/mL) indiquent que l'extrait a une activité fongistatique aux concentra-
tions testées. Le calcul de la Clgg de 2577,45 pg/mL indique qu’'un effet fongicide
pourrait étre obtenu au dela de cette concentration (Partie Résultats, paragraphes
2.3 et 2.4). Ces resultats confirment les études qui indiquent que le fruit vert de L.
esculentum inhibe quant a lui la croissance de Candida albicans (Cavalin, 1983),
de Fusarium ozysporum (Singh et al., 1994), de Ustilago maydis, de Ustilago nuda
(Singh & Pathak, 1984), de Neurospora crassa (Kubas, 1972) et Sphacelia segetum
(Celayeta, 1960).

Notre étude chimique préliminaire nous indique que le lyophilisat de fruit de L.
esculentum contient des alcaloides (4 mg (PI)/g), des composés phénoliques (28 mg
(AG)/g) et des terpénoides (202 mg (EG)/g). La littérature indique que c’est un
alcaloide, la tomatine qui est responsable des propriétés antifongiques du fruit vert
de L. esculentum (Wilson et al., 1961 ; Lydon & Duke, 1989).

L’absence d’activité fongicide de ce lyophilisat dans nos essais (en dépit de ce
composé antifongique bien connu) peut étre due au fait que la quantité de ce gly-
coalcaloide dépend de la partie de la plante. En effet, la concentration en tomatine
mesurée dans la tige, la fleur ou la feuille est 100 fois plus importante que dans le
fruit (Barceloux, 2009). Notre lyophilisat ne contiendrait donc pas suffisamment de
tomatine, ce qui expliquerait une ICsy bien au-dela de la concentration utilisée pour

nos essais.

Ces résultats indiquent qu’il serait intéressant de tester une concentration plus
élevée du lyophilisat du fruit mais également un lyophilisat de la feuille sur le sym-

biote fongique.
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Les tests en milieux liquide et gélosé

Il n’y a pas de test antifongique en milieu liquide connu dans la littérature
sur Leucocoprinus gongylophorus. Ces tests permettant de mesurer la croissance du
champignon, grace a la masse seche de celui-ci, sont donc I'un des aspects novateurs
de ce travail.

Les tests antifongiques réalisés sur ce symbiote de la fourmi se font en général en
milieu gélosé. Ces tests estiment macroscopiquement la croissance du champignon
(Pagnocca et al., 1990, 1996 ; Bigi et al., 2004) ou mesurent manuellement sa crois-
sance radiale (Miyashira et al., 2010). L’originalité de ce travail tient au fait que la
mesure de la croissance du champignon est calculée a ’aide d’un logiciel capable de

déterminer une surface a I’aide d’une image réalisée grace a un scanner (Figure 15).

Notre étude indique qu’il existe une corrélation entre les terpénoides et ’activité
fongicide avec une p-value de 0,038 avec @ = 0,05. Le lyophilisat de Senna alata
contient la plus grande quantité de terpénoides et présente également la plus forte
activité antifongique. Cependant, la littérature sur les terpénoides (Bruneton, 1999 ;
Regnault-Roger et al., 2002) et sur les parties de plantes utilisées dans notre étude
ne confirme pas ce résultat. Les métabolites terpéniques sont d’'une grande diversité
et méme si un certain nombre d’entre eux possedent cette activité antifongique (en
particulier les monoterpenes, les sesquiterpenes et les lactones), de nombreux autres
ne sont pas connus pour cet effet. Dans notre étude, la littérature indique que ce
sont les composés phénoliques (pour S. alata et Manihot esculenta), les alcaloides
(pour Lycopersicon esculentum) et les organo-sulfurés (pour les Allium) qui seraient

responsables des activités antifongiques observées.

Le test au MTT

Les tests au MTT sont tres connus dans la littérature médicale (Hadacek & Gre-

ger, 2000). Cependant, ce produit capable de distinguer une activité cytotoxique
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d’une activité cytostatique d'un extrait végétal n’a jamais été testée sur des cultures
de Leucocoprinus gongylophorus. Les résultats de ce test incite a poursuivre les tests
en tentant de mettre au point la méthode de quantification colorimétrique spec-
trophotométrique de 'activité fongistatique des extraits végétaux puisqu’en théorie
I'intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la quantité de mycélium

vivant (Gongalves et al., 2010).
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Le test sur nids artificiels

Nos essais sur nids artificiels ont montré que seuls les nids traités par la nourri-
ture artificielle contenant le lyophilisat de la graine de Mammea americana et par
le Blitz®) présentent une baisse significative de 'activité et donc de la quantité de
nourriture ingérée en gramme apres le traitement. Le nid traité avec la préparation
contenant le lyophilisat de la macération de M. americana a dépéri et la meule de
champignon n’était plus visible apres traitement.La préparation a base du lyophilisat
de la feuille de Senna alata n’a pas diminué l'activité et la quantité de nourriture
ingérée. Cependant, elle a induit une régression et un changement d’aspect de la
meule. Le nid traité par la préparation contenant la préparation a base de M. ame-
ricana et de S. alata n’a pas connu de changement significatif de son activité, ni
de sa prise de nourriture avant et apres traitement ou de I’aspect de la meule. Les
préparations contenant M. americana (M. americana et M. americana + S. alata)
se sont révélées tres peu appétantes pour les fourmis des nids traités alors que la
préparation a base de S. alata seule s’est révélée tres appétante (Partie Résultats,
chapitre 3).

Les résultats obtenus peuvent trouver une explication en relation avec le temps
d’application des appats. En effet, comme nous souhaitions qualibrer notre test sur
le temps d’action du Blitz®) notre traitement a duré 2 semaines alors que d’autres
essais en laboratoire d’extraits végétaux sur nids artificiels ont duré plus lontemps.
Des nids d’Atta sexdens rubropilosa nourris quotidiennement par une nourriture
constituée de feuilles de Ricinus communis ont montré une diminution graduelle
du volume du jardin a champignon et une forte mortalité des fourmis apres un
traitement de 6 semaines (Hebling et al., 1996). Une autre étude sur nids artificiels
d’Atta sexdens nourris quotidiennement par une nourriture constituée de feuilles de
Canavalia ensiformis a montré une mortalité complete des nids apres 11 semaines
de traitement (Hebling et al., 2000). Ainsi, il est probable que le temps de traitement
pour nos essais ait été trop court (14 jours) pour pouvoir observer un réel effet de

nos appats a base des lyophilisats des préparations traditionnelles.

Le changement d’aspect de la meule et sa régression dans le nid traité par S. alata
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indique que cette préparation a un potentiel de lutte aussi bien in vitro et in vivo
contre Leucocoprinus gongylophorus. De plus, sa forte appétence pour les ouvrieres
en fait un angle d’action de choix contre la fourmi. Il est nécessaire cependant d’en

augmenter la concentration de maniere a obtenir un effet plus important.

Les préparations a base de M. americana se sont révélés peu appétentes pour les
fourmis des nids traités. Ceci s’explique par 'anti-appétence des extraits étudiés qui

a été abordée précédemment dans cette discussion.

Malgré ce manque d’appétence, le nid traité uniquement par cette préparation a
montré une baisse de son activité et de sa nourriture ingérée. Ces résultats confirment
les tests in wvitro et notre choix de l'extrait de la graine de M. americana com-
mentés dans la premiere partie de cette discussion. Comme nous avons pu l'indiquer
précédemment, la toxicité pourra étre encore augmentée. L’effet choc induit par
cette augmentation pourra étre masqué par micro-encapsulation. L’appétance de la
préparation pourra étre augmentée grace a la pulpe de Clitrus sp et la poudre de
feuille de Dioscorea alata et la protection des appats pourra se faire par un condi-

tionnement en plastique végétal.
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Conclusion

Notre hypothese de départ était de confirmer que les préparations traditionnelles
issues de I'ethnopharmacologie TRAMIL présentaient un potentiel de lutte contre
Acromyrmez octospinosus, notamment en raison des métabolites secondaires qu’elles

contiennent.

Des tests de toxicité par contact et par ingestion et des tests d’activité insectifuge
ont été mis en place pour connaitre les types d’activité des préparations tradition-
nelles sur les ouvrieres major de colonies d’A. octospinosus. Les résultats de ces tests
ont montré que les usages insecticides de plantes provenant des enquétes ethnophar-
macologiques TRAMIL présentent un potentiel de lutte contre la fourmi manioc.
Les six usages testés sont insectifuges. Deux d’entre eux présentent une toxicité par
contact (la macération de la graine de Mammea americana et la décoction de la
feuille seche de Nicotiana tabacum). Ces deux derniers usages présentent également
une activité insecticide par ingestion comme les deux usages de Nerium oleander (la
décoction de la feuille fraiche et le broyat de la feuille seche).

Les préparations présentant une toxicité par ingestion ont été lyophilisés puis
soumis a un nouveau test de toxicité par ingestion a trois concentrations différentes.
Les résultats obtenus indiquent que les caractéristiques les plus proches de celles du
Blitz®) sont celles de la macération de la graine de M. americana. Cette préparation
insecticide présente le ratio toxicité/ appétence/ effet retard le plus proche de celui
de l'insecticide de synthese témoin actuellement utilisé pour lutter contre la fourmi

manioc.

Des tests antifongiques en milieu liquide et en milieu gélosé et un test au M'T'T ont
été réalisés sur le symbiote fongique de la fourmi, Leucocoprinus gongylophorus. Les
résultats obtenus ont montré que la feuille de Senna alata est fongicide pour toutes
les concentrations testées (500, 1000 et 2000 pg/mL). La feuille de Manihot esculenta
et la gousse d’Allium sativum sont fongicides a la plus forte concentration utilisée
(2000 pg/mL). Le fruit vert de Lycopersicon esculentum et le bulbe d’Allium cepa
ne présentent pas d’activité fongicide aux concentrations testées. Ces préparations

sont cependant fongistatiques contre le symbiote et peuvent devenir fongicides en
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augmentant la concentration des lyophilisats.

Cette étude nous a aussi permis, grace a un criblage et un dosage chimiques
préliminaires, de confirmer (pour les extraits antifongiques et insecticides par inges-
tion) la présence des trois familles de molécules connues dans la littérature pour leurs
activités insecticides, insectifuges ou antifongiques. Elle a également mis en évidence
une corrélation entre les terpénoides et les activités insecticide et antifongique. Ce-
pendant, la littérature sur les extraits testés en contact direct avec les Attines et leur

symbiote fongique et notre étude n’ont pas permis de confirmer cette corrélation.

Enfin, un test préliminaire <in situ> sur des nids artificiels complets a été réalisé
et a montré que la suite de la stratégie de lutte devrait étre orientée en priorité vers
I'extrait de la graine de M. americana. Les résultats de ce test indiquent également
que la piste de l'antifongique S. alata doit étre poursuivie en raison de sa forte

appétence et du changement d’aspect de la meule qu’il a induit.

En dépit des résultats encourageants obtenus dans ce travail, certains points
reste a approfondir. D’autres pistes sont également a explorer dans ce travail de
lutte contre cet insecte phytophage. Ces pistes seront développées dans le chapitre

suivant.
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Complément des analyses phytochimiques
préliminaires

Notre étude phytochimique préliminaire a mis en évidence trois familles de
molécules connues pour leurs activités insecticides et antifongiques. Il convient main-
tenant d’affiner les criblages dans ces grandes familles trouvées dans nos extraits et
de mettre en évidence les molécules trouvées dans la littérature comme étant res-
ponsables des activités mises en évidence dans notre étude grace a tests bioguidés.
Pour les Allium, il faudra vérifier la présence et la quantité (s’ils sont présents) des
composés souffrés (connus pour étre responsables de I'activité antifongique). L’iso-
lation et I'identification des molécules, responsables des activités des extraits testés,
pourrait étre faites grace a l'utilisation de la chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC) couplé au spectre de masse (MS) a haute résolution
(Regnault-Roger et al., 2002).

Application en conditions naturelles

La suite logique de notre étude est un passage en conditions naturelles. Cepen-
dant, avant de passer a ce stade, les résultats préliminaires sur nids artificiels devront
étre confirmés par un nombre de répétitions probant. Les appats devront aussi étre,
au préalable, optimisés de maniere a étre plus toxiques tout en restant appétants,
bénéficiant d’un effet retard et mieux adaptés aux conditions naturelles. Pour cela,
il faudra tester les pistes proposées dans la discussion précédente concernant 1’aug-
mentation de la toxicité de S. alata et de M. americana, leur microencapsulation et

leur conditionnement en sachets plastiques végétaux.
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Les autres <maillons faibles>

de la fourmi manioc

La figure 6 de la Partie Etat de I’art, montrant les relations existant dans un
nid d’Acromyrmezx octospinosus, nous indique qu’il existe d’autres points fragiles
sur lesquels il est possible d’agir : 'actinomycete Pseudonocardia et les phéromones
liant les différents individus de la colonie. Dans ces études, les ressources végétales

pourraient encore représenter une solution.

En effet, des études in vitro pourraient étre menées sur des cultures de Pseudono-
cardia en incluant les extraits de plantes connus pour leurs activités antibactérienne

et antifongique.

Pour ce qui est des phéromones, les composés volatiles responsables de I’odeur des
plantes sont proches des structures chimiques des phéromones des insectes (Regnault-
Roger et al., 2002). Cette propriété pourrait étre investiguée pour trouver une
molécule odoriférante végétale capable de créer une <confusion sexuelle> entre les
sexués lors de 'essaimage ou de perturber les liens entre les différentes castes de la

colonie.

Enfin, des études préliminaires sur les enzymes impliquées dans les dégradations
par le champignon symbiote de certaines Attines (D’Ettorre et al., 2002 ; Richard
et al., 2005) et d’autres en cours sur la laccase du symbiote d’A. octospinous (com.
pers. P. Mora, 2011), offrent un autre maillon faible a explorer. En effet, certains
composés phénoliques d’origine végétale sont connus pour leur action inhibitrice de
I'activité des enzymes comme les pectinases, les cellulases et les protéases. Ils sont
également capables d’inhiber la production des enzymes protéolytiques, de provoquer
des altérations membranaires ou des inhibition au niveau de la chaine de transport
des électrons (Regnault-Roger et al., 2002).

Ethologie de la fourmi manioc

Une lutte efficace contre un insecte ravageur passe par une connaissance appro-
fondie de I’éthologie de I'espece. De nombreuses données existent sur les Attines, mais
seulement quelques-unes font référence a Acromyrmex octospinosus. Ces dernieres
sont parcellaires et un peu anciennes, ne tenant donc pas compte de 'adaptation de
I’espece désormais installée dans 1'ile depuis 60 ans. Il conviendrait donc de réaliser
des expérimentations de terrain pour obtenir des données chiffrées sur I'essaimage
et sur I'écologie des nids en fonction des conditions pédoclimatiques. Sur ce dernier

point, des essais préliminaires durant la période de notre étude ont permis de mettre
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en évidence des comportements différents du point de vue de l'activité en fonction
de la localisation des nids (Annexe D). Il s’agira de poursuivre ces essais en faisant

varier les localisations, les conditions pédoclimatiques et les saisons.

Les especes végétales et leurs composés chimiques :
une source abondante pour le controle d’ Acromyrmex

octospinosus ?

Notre étude a mis en évidence le potentiel de lutte contre Acromyrmez octos-
pinosus que peuvent représenter les especes végétales et de fait, le potentiel des
métabolites secondaires qu’elles contiennent. De maniere a cibler 'insecte et son
symbiote fongique, il serait intéressant de focaliser I’étude des especes végétales sur
celles présentant a la fois un potentiel insecticide et antifongique. Lors de notre revue
bibliographique exhaustive pour identifier les composés chimiques a activité insec-
ticide, insectifuge et antifongiques issus d’especes végétales (Partie Etat de Dart,
chapitre 3), nous avons également mis en évidence une sélection de composés connus
dans la littérature pour leur activité remplissant cette double condition. Nous avons
aussi exploré et fait une sélection de plantes contenant ces métabolites et dont il
conviendrait d’explorer les effets sur A. octospinosus et Leucocoprinus gongylopho-

rus (Boulogne et al., 2011e).

Les plantes ont donc tout le potentiel pour lutter contre cet insecte. Il s’agit ici
du résultat majeur de ce travail pionnier. D’autres études permettront de compléter
et d’affiner ce travail et d’explorer de nouvelles pistes. Une lutte intégrée combinée
(contre le champignon, contre 'insecte et contre 'actinomycete) pourrait étre une

solution a explorer pour le controle d’A. octospinosus.
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Cartes de la répartition
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d’ Acromyrmex octospinosus
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Cartes de la répartition géographique des Attines et d’Acromyrmex octospinosus
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FIGURE 56 — Distribution géographique des Attines (Atta sp et Acromyrmez sp).
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Cartes de la répartition géographique des Attines et d’Acromyrmex octospinosus

&S .
(B‘ :‘? N . @) LEAF-CUTTING ANTS (s sed Acsewsrrmes o)
=

FIGURE 57 — Distribution des Attines (Atta sp et Acromyrmex sp) dans la zone Caraibe
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Cartes de la répartition géographique des Attines et d’Acromyrmex octospinosus
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FIGURE 58 — Distribution d’ Acromyrmez octospinosus Reich. dans la zone Caraibe
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Annexe B

Phototheque des plantes a usages
insecticides et antifongiques

utilisées

FIGURE 60 — Photo de Nerium oleander L. (laurier rose)
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Photothéque des plantes & usages insecticides et antifongiques utilisées
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FIGURE 63 — Photo de Trichilia pallida Sw. (bois de fer batard)
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Photothéque des plantes & usages insecticides et antifongiques utilisées

FIGURE 66 — Photo de Lycopersicon esculentum Mill. (tomate)
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Photothéque des plantes & usages insecticides et antifongiques utilisées
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FIGURE 68 — Photo de Senna alata (L.) Roxb. (dartrier)
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Annexe C

Exemples de calculs de régression

logistique
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Ezxzemples de calculs de régression logistique

Dose léthale Mammea americana

Modéle : Probit

Type de réponse :

Somme( Binaire)

Intervalle de confiance (%) : 95
Conditions d'arrét : Itérations = 100 / Convergence = 0,0001
Maximisation de la fonction de vraisemblance en utilisant I"algorithme de Newton-Raphson

Statistiques descriptives :

Variable Observations wec données mangins données mani Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type
Mortalité 51 o 51 0,500 10,000 6,212 2,527
Daose lyaph {ug) 51 0 51 458,333 27210,000 9563,431 6783,041
Coefficients d'ajustement (Variable Mortalité) :

Statistique Indépendant Camplet
Observations 510 510
Somme des poids 510,000 510,000
ooL 509 508
-2 Log(VWraisemblance) 676,722 544,689
R(McFadden) 0,000 0,195
R2(Cox and Snell) 0,000 0,228
R2(Magelkerke} 000 0,310
ALC 678,722 548,689
SBC 682,956 557,158
Itérations 0 6
Test de I'hypothése nulle HO : Y=0,621 (Variable Mortalite)
Statistique DDL Khi? Pr = Khi?
-2 Log(Vraisemblance) 1 132,033 < 0,0001
Score 1 126,753 < 0,0001
Wald 1 96,391 < 0,0001
Analyse de Type III (Variable Mortalité)

Source DDL Khi* {Wald) Pr > Wald Khi* (LR} Pr>=LR

Dose lyoph {ug) 1 96,391 < 00,0001 132,033 < 0,0001

Equation du modéle (Variable Mortalité) :

Mortalité = XLSTAT_CDFMormal(-0,705500494930374+0,000120467345714395%Dose lyoph {ug))

0,8 +

Coefficients normalisés

Mortalité / Coefficients normalisés
{Int. de conf. 95%)

Dose ydph (ug)

Variable

Analyse des probabilités aprés ajustement du modéle (Variable Mortalitg) :

Probabilité Dose lyoph {ug) Borne inf 95%  Borne sup 95%
0,01 -13454,662 -18812,740 -9839,772
0,05 -7797,575 -11787,168 -5081,550
0,10 -4781,803 -B056,432 -2530,388
0,20 -1129,939 -3568,205 588,270
0,30 1503,312 -373,467 2878,631
0,40 3753,327 2296,849 4895,131
0,50 5856,363 4695,573 6877,060
0,60 7959,398 6940,270 9013,017
0,70 10209,414 9147,981 11492,121
0,80 12842,665 11552,514 14572,687
0,90 16494,528 14737,685 18994,402
0,95 19510,301 17313,128 22700,856
0,99 25167,387 22091,884 29705,894
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Ezxzemples de calculs de régression logistique

Concentration inhibitrice Manihot esculenta

Modéle : Probit

Type de réponse : Somme(Binaire)

Intervalle de confiance (%) : 95

Conditions d'arrét : Itérations = 100 / Convergence = le-06

Maximisation de la fonction de vraisemblance en utilisant I'algorithme de Newton-Raphson

Statistiques descriptives :

Variable QObservations Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Pourcentage inhibitio F) 0,000 100,000 60,667 38,124
Concentration 4 0,000 2000,000 875,000 740,436

Coefficients d'ajustement (Variable Pourcentage inhibition) :

Statistique Indépendant Complet
Observations 400 400
Somme des poids 400,000 400,000
ooL 399 398
-2 Log(\raisemblancs 536,171 245,075
R2(McFadden) 0,000 0,543
R2(Cox and Snell) 0,000 0,517
R2{MNagelkerke) 0,000 0,700
AIC 538,171 249,075
SBC 542,163 257,057
Itérations 1] 6

Test de I'hypothése nulle HO : Y=0,607 (Variable Pourcentage inhibition)

Statistigue DDL Khi# Pr » Khiz
-2 Log(Vraisemblance 1 291,097 < 00,0001
Score 1 209,132 < 0,0001
Wald 1 115,511 < (0,0001

Analyse de Type III (Variable Pourcentage inhibition)

Source DDL Khi® (Wald) Pr = Wald Khi (LR} Pr=1LR
Concentration 1 115,511 < 0,0001 291,087 < 0,0001

Equation du modéle (Variable Pourcentage inhibition) :

Pourcentage inhibition = XLSTAT _CDFNormal{-1,61125120644889+0,00291196872167376%Concentration)

Pourcentage inhibition / Coefficients normalisés Régression logistique de Pourcentage
({Int. de conf. 95%) inhibition par Concentration

i3
2,5 £
w =
Concer|tration a o,
3 £
" 2 ]
£ &
g £
P 1,5
= ﬁ g
: H
3,1 4
§ 0 ; ; ; ; ;
0,5 o s00 1000 1500 2000 2500
Concentration
o= i ®  Actives Modele
Variable Bome inférieure (95%) —— Borne supérieure {95%]

Analyse des probabilités aprés ajustement du modele (Variable Pourcentage inhibition) :

Probabilite Concentration Borne inf 95% Borne sup 95%
0,01 -245,572 -439,685 -107,596
0,05 -11,539 -157,771 94,656
0,10 113,222 -8,885 203,876
0,20 264,299 168,836 338,703
0,30 373,236 293,907 439,001
0,40 466,318 397,429 528,048
0,50 553,320 490,360 615,106
0,60 540,322 579,056 706,400
0,70 733,405 669,545 808,480
0,80 842,342 771,001 932,394
0,90 993,418 906,738 1109,204
0,95 1118,180 1016,367 1257,681
0,99 1352,212 1219,011 1539,204
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Annexe D

Etude préliminaire en conditions
naturelles de ’activité de nids de
fourmis en fonction de conditions

pédoclimatiques contrastées

D.1 Les conditions pédoclimatiques choisies
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FIGURE 69 — Humidité du sol en % par volume de sol.
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Etude préliminaire en conditions naturelles de l'activité de nids de fourmis en fonction de conditions

pédoclimatiques contrastées
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FIGURE 71 — Humidité de lair en %.
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Etude préliminaire en conditions naturelles de l'activité de nids de fourmis en fonction de conditions

pédoclimatiques contrastées
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FIGURE 73 — Flux solaire global en W/m?.
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Etude préliminaire en conditions naturelles de l'activité de nids de fourmis en fonction de conditions
pédoclimatiques contrastées

D.2 L’activité des nids
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FIGURE 74 — Mesures moyennes de I’activité (nombre de fourmis entrantes /minute) de 5h & 20h

de quatre nids localisés en plein soleil et sous couvert arboré (deux nids pour chaque condition).

D.3 Les corrélations activité des nids/conditions

pédoclimatiques
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FIGURE 75 — Activités de fourmis entrantes par minute en fonction de ’humidité du sol en %

par volume de sol.
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Etude préliminaire en conditions naturelles de l'activité de nids de fourmis en fonction de conditions
pédoclimatiques contrastées

La figure 75 illustre les activités de fourmis entrantes par minute en fonction de
I’humidité du sol en % par volume de sol. Les nuages de points, régressions linéaires
et coefficients de corrélation en bleu correspondent au nid sous couvert et en rouge
au nid au soleil. Cette figure indique qu’il n’y a pas de corrélation entre ’activité

des fourmis et I’humidité du sol (R?=0,06 et 0,049).

25,2
25,0
24,8

/
24,6
24,4

242 % »

24,0

Température du sol (°C)

23,8

236 ‘\'\\.\RJ= 0,7152
*
*
234 s =
23,2

o 10 20 30 40 50 60 70 30
Activité/minute

FIGURE 76 — Activités de fourmis entrantes par minute en fonction de la température du sol en
°C.

La figure 76 illustre les activités de fourmis entrantes par minute en fonction de la
température du sol en "C. Les nuages de points, régressions linéaires et coefficients
de corrélation en bleu correspondent au nid sous couvert et en rouge au nid au
soleil. Cette figure indique il y a une corrélation entre ’activité des fourmis et la
température du sol pour le nid sous couvert (R?=0,7192). En revanche, il n’y a pas

de corrélation pour le nid au soleil (R?*=0,0552).
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Etude préliminaire en conditions naturelles de l'activité de nids de fourmis en fonction de conditions
pédoclimatiques contrastées
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FIGURE 77 — Activités de fourmis entrantes par minute en fonction de la température de I’air
en “C.

La figure 77 illustre les activités de fourmis entrantes par minute en fonction de la
température de l'air en "C. Les nuages de points, régressions linéaires et coefficients
de corrélation en bleu correspondent au nid sous couvert et en rouge au nid au
soleil. Cette figure indique il y a une corrélation entre ’activité des fourmis et la
température de lair (R?=0,786 et 0,0642).
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FIGURE 78 — Activités de fourmis entrantes par minute en fonction de I’humidité de I’air en %.

La figure 78 illustre les activités de fourmis entrantes par minute en fonction de

I’humidité de air en %. Les nuages de points, régressions linéaires et coefficients de
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Etude préliminaire en conditions naturelles de l'activité de nids de fourmis en fonction de conditions
pédoclimatiques contrastées

corrélation en bleu correspondent au nid sous couvert et en rouge au nid au soleil.
Cette figure indique il y a une corrélation entre ’activité des fourmis et ’humidité
de T'air (R?=0,776 et 0,650).
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FIGURE 79 — Activités de fourmis entrantes par minute en fonction du flux solaire en W /m?.

La figure 79 illustre les activités de fourmis entrantes par minute en fonction du
rayonnement en W/m?2. Les nuages de points, régressions linéaires et coefficients de
corrélation en bleu correspondent au nid sous couvert et en rouge au nid au soleil.
Cette figure indique qu’il y a une corrélation entre 'activité des fourmis et le flux
solaire pour le nid sous couvert (R?=0,6237). En revanche, il n’y a pas de corrélation
pour le nid au soleil (R*=0,0251).

Les figures précédentes indiquent qu’il existe une différence d’activité entre les
nids situés au soleil comparés aux nids sous couvert arboré. De plus, il pourrait
exister une corrélation linéaire entre cette activité et la température et ainsi que
I’humidité de I'air quelque soit les conditions d’exposition des nids. En revanche, il
n’y a pas de corrélation entre ’humidité du sol et 'activité des fourmis. Enfin, il
existe une corrélation entre l'activité et la température du sol et entre I'activité et

le rayonnement pour les nids sous couvert uniquement.

Ces essais préliminaires ont permis de mettre en évidence des comportements
différents du point de vue de l'activité en fonction de la localisation des nids et
de conditions pédoclimatiques. Une telle information, si elle est avérée par d’autres
observations de terrain, permettrait de mieux connaitre les heures les favorables aux

dépots des appats et ainsi d’optimiser la lutte en conditions naturelles.
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Annexe E

Les composés chimiques
insecticide et antifongique
d’origine naturelle, les especes
végétales et sélection d’especes
végétales d’intéret a tester sur A.

octospinosus et L. gongylophorus
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Molécules végétales présentant une activité insecticide et antifongique, certains
insectes et champignons sur lesquels elles ont été testées et les méthodes
d’extraction et d’identification les plus citées dans la littérature.

Molécules Insectes Champignons Extraction Identification
Anéthole Spodoptera litura Aspergillus parasiticus hydro- GC-MS (Osei-
(Composés (Akhtar & Isman, (Karapinar, 1990) distillation Safo et al.,
phénoliques) 2003), Blattella (Osei-Safoet | 2010)

germanica (Chang & al., 2010)
Ahn, 2002)
Anisaldéhyde Lycoriella ingenua Penicillium expansum (Neri et | hydro- GC-MS (Park
(Composés (Park et al., 2006) al., 2005) distillation et al., 2006)
phénoliques) (Park et al.,
2006)
Anonaine Macrosiphum Candida spp (Agnihotri et al., hexane et HPTLC et
(Alcaloides) solanifolii (Harperet | 2008) méthanol HPLC (Simas
al., 1947), (Simas et al., et al., 2001)
Callosobruchus 2001)
chinensis (Kotkar et
al., 2002)
Caryophylléne Coptotermes Lenzites betulina, Pycnoporus | hydro- GC-MS (Cheng
oxide formosanus (Cheng et | coccineus, Trametes distillation et al., 2004)
(Terpénoides) al., 2004) versicolor, Laetiporus (Cheng et al.,
sulphureus (Cheng et al., 2004) | 2004)
Cinnamaldéhyde | Callosobruchus Malassezia furfur, Candida hydro- GC-MS (Islam
(Terpénoides) maculates Hubert et albicans (Ferhout et al., 1999) distillation et al., 2009)
al., 2008 ; Islam et al., (Islam et al.,
2009), Coptotermes 2009)
formosanus (Zhu et
al., 2001)
Elémicine Coléopteres (Paneru Ascomycétes, dermatophytes hydro- GC-MS
(Composés et al.,, 1997) and Aspergillus spp (Tavares distillation (Tavares et al.,
phénoliques) et al., 2008) (Tavares et 2008)
al., 2008)
Eugénol Tribolium castaneum, | Basidiomycetes, Candida spp, méthanol GC-MS (Zhu et
(Terpénoides) Sitophilus sp, Penicillium sp et autres (Zhu et al., al., 2001; Borg-
Oryzaephilus sp dermatophytes (Vasquez et al.,, | 2001; Borg- Karlson et al.,
(Huang et al., 2002) 2001; Gayoso et al., 2005; Karlson et al., | 2006)
Periplaneta americana | Cheng et al., 2008; Jianhua & 2006)
(Ngoh et al., 1998) Hai, 2001)
Hélénaline vecteur de la maladie | Ascomycétes (Picman, 1984) chloroforme GC-MS et
(Terpénoides) de Chagas (Maya et (Staneva et NMR (Staneva
al., 2007) al., 2010) etal.,, 2010)
Isopimpinélline Spodoptera littoralis Cladosporium herbarum, éther de HPTLC et
(Composés (Hadacek et al., 1994) | Botrytis cinerea, Alternaria pétrole HPLC
phénoliques) brassicicola, Dreschslera ou hexane- (Hadacek et al.,
sorkiniana, Alternaria spp, diéthyl éther- | 1994; Al-
Bipolaris spp et Fusarium spp méthanol Barwani &
(Al-Barwani & Eltayeb, 2004) | (Hadacek et Eltayeb, 2004)
al., 1994)
Linalool coléopteres (Shaaya Aspergillus, Cladosporium, éthanol GC-MS
(Terpénoides) etal., 1991), Ceratitis | Penicillium, Trichoderma, (Keszei et al., | (Keszei et al.,
capitata (Salvatore et | Chaetomium, Paecilomyces et | 2010) 2010)
al., 2004), Culex Stachybotrys spp
pipiens molestus (Rakotonirainy & Lavedrine,
(Traboulsi et al., 2005)
2002)
Menthone Tribolium castaneum, | Fusarium verticillioides hydro- GC-MS
(Terpénoides) Sitophilus oryzae, (Dambolena et al., 2008), distillation (Daferera et al.,
Oryzaephilus Botrytis spp., Sclerotinia spp. (Daferera et 2003; Lee et
surinamensis, Musca (Martinez-Romero et al., al., 2003) al., 2001)

domestica, Blattella
germanica (Lee et al.,
2003)

2008), Botrytis cinerea,
Fusarium solani, Clavibacter
michiganensis (Daferera et al.,
2003)




Myristicine Musca sp, Trilobium Gaeumannomyces graminis hydro- GC-MS
(Terpénoides) sp, (Monsalvez et al., 2010) distillation (Monsalvez et
chenilles (Dussourd, (Monsalvez et | al.,2010; Qin
2003), Brontispa al.,2010; Qin | etal., 2010)
longissima (Qin et al., et al.,, 2010)
2010)
Plumbagine termite, Aspergillus fumigatus, chloroforme NMR
(Composés Odontotermes obesus | Aspergillus flavus, Aspergillus | (Ganapaty et | (Ganapaty et
phénoliques) (Ganapaty et al., niger, Candida parapsilosis, al., 2004), al., 2004)
2004; Adfa et al., Candida tropicalis, C. albicans, | éther de
2010), larve de Aedes | C.neoformans, T. pétrole et
aegypti (Sreelatha et mentagrophytes, S. schenckii, éthanol
al., 2010) Trichoderma viride, (Mishra et al.,
Microsporum gypseum, 2010)
Absidia ramosa,
Pseudallescheria boydii,
Saccharomyces (Mishra et al.,
2010)
Podophyllotoxine | Drosophila Aspergillus niger, Geotrichum | hydro- HPLC (Gawde
(Composés melanogaster, Plutella | flavo-bnmneum, Microspotum | distillation et al., 2009)
phénoliques) xylostella, Culex canis, Fusarium culmorum, (Gawde et al.,
pipiens pallens, Trichophyton erinacei (Figgitt | 2009)
Bombyx mori, Pieris | et al., 1989)
rapea (Di et al.,
2010), Mythimna
separata (Xu & He,
2010), larve de Pieris
rapae (Gao et al.,
2004)
Psoralen Spodoptera exigua Fusarium oxysporum, éthanol (Bafi- | HPLC (Bafi-
(Composés (Diawara et al., 1993) | Fusarium solani, Penicillium Yeboa et al., Yeboa et al.,
phénoliques) digitatum, Penicillium italicum | 2005) 2005)
(Asthana et al., 1993),
Alternaria alternata,
Aspergillus fumigatus,
Microsporum gypseum,
Pseudallescheria boydii,
Rhizopus sp., Trichophyton
mentagrophytes, Candida
albicans, Cryptococcus
neoformans, Wangiella
dermatitidis (Bafi-Yeboa et al.,
2005)
Pulégone Tribolium sp, Ascomycota sp (Dancewicz et | hydro- GC-MS
(Terpénoides) Sitophilus sp, al., 2008) distillation (Vagionas et
Oryzaephilus sp, (Vagionas et al., 2007)
Musca domestica, al., 2007)
Blattella germanica
(Dancewicz et al.,
2008), Aedes aegypti
(Waliwitiya et al.,
2009)
Solamargine moustiques (Ribeiro Ascomycetes (Fewell et al., méthanol HPLC (Hall et
(Alkaloids) et al., 2009), 1994) (Vencletal., | al.,2006)
Macrosiphum 1999)
euphorbiae (Giintner
et al., 2000)
Tomatine Macrosiphum Fusarium solani, Nomuraea éthanol HPTLC, NMR
(Alcaloides) euphorbiae Giintner rileyi (Gallardo et al., 1990), (Nenaah, and MS
et al., 2000), Fusarium oxysporum (Ito et 2010) (Nenaah, 2010)
Leptinotarsa al., 2007)
decemlineata
(Mitchell & Harrison,
1985) Melanopus

bivittatus, Heliothis
zea, Hyposoter
exiguae, Spodoptera




exigua (Bloem et al.,
1989), Tribolium
castaneum, Sitophilus
oryzae (Nenaah,
2010)

Thymol Tribolium sp, Musca | champignons phytopathogénes | hydro- GC-MS
(Terpénoides) domestica, Blattella (Kordali et al., 2008), distillation (Vokou et al.,

sp, termite (Zhu et al., | Penicillium sp (Vasquez etal., | (Vokouetal., | 1998)

2003), Culex pipiens | 2001) and Candida sp (Braga 1998)

molestus (Traboulsi et al., 2008)

et al., 2002)
Xanthotoxine Spodoptera litura, S. Cladosporium herbarum, éther de HPLC
(Composés exigua, Trichoplusia Botrytis cinerea, Alternaria pétrole (Hadacek et al.,
phénoliques) ni (Akhtar and Isman, | brassicicola, Dreschslera ou hexane- 1994)

2004) sorkiniana, Fusarium spp, diéthyl éther-

Alternaria spp (Al-Barwani & méthanol

Eltayeb, 2004)

(Hadacek et
al., 1994)




Familles botaniques, espéces végétales et les molécules qu’elles contiennent
possédant les activités insecticides et antifongiques. En gras, les 19 plantes a tester
en priorité sur la fourmi et son symbiote fongique contenant 4 a 7 de ces

molécules.

Familles botaniques

Espéces végétales

Molécules

Acoraceae

Acorus calamus L.

eugenol,
elemicin,
menthone

Amaranthaceae

Chenopodium album L.

xanthotoxin

Amaryllidaceae

Narcissus tazetta L.

eugenol

Polianthes tuberosa L.

eugenol

Annonaceae

Annona cherimola Mill.

anonaine

Annona glabra L.

anonaine

Annona montana L.

anonaine

Annona reticulata L.

anonaine

Annona squamosa L.

anonaine

Cananga odorata (Lam.) Hook. f. & Thomson

eugenol

Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.

anonaine

Apiaceae

Ammi majus L.

xanthotoxin,
isopimpinellin

Ammi visnaga (L.) Lam.

xanthotoxin,
isopimpinellin

Anethum graveolens L.

eugenol,

elemicin,
myristicin,

anethole

Angelica archangelica L.

xanthotoxin,
psoralen,
isopimpinellin

Angelica dahurica Benth & Hook.

xanthotoxin,
psoralen

Apium graveolens L.

eugenol,
thymol,
menthone,
myristicin,
xanthotoxin,
psoralen,
isopimpinellin

Apiaceae

Carum carvi L.

myristicin

Coriandrum sativum L.

myristicin,
psoralen

Cuminum cyminum L.

eugenol,
caryophyllene
oxide,
anisaldehyde

Daucus carota L.

eugenol,

elemicin,
caryophyllene

oxide,
myristicin,

isopimpinellin,

psoralen,

xanthotoxin

Ferula alliacea Boiss.

isopimpinellin

Ferula assa-foetida L.

isopimpinellin




myristicin,

anisaldehyde,
Foeniculum vulgare Miller isopimpinellin,
psoralen,
xanthotoxin
Glehnia littoralis F. Schmidt & Miquel psoralen,.
xanthotoxin
Heracleum laciniatum isopimpinellin
Heracleum lanatum Michx. isopimpinellin
eugenol,
Levisticum officinale W.D.J. Koch myristicin,
psoralen
Oenanthe aquatica (L.) Poir. myristicin
Oenanthe crocata L. myristicin
Oenanthe javanica (Blume) DC. eug.en.ol.,
myristicin
myristicin,
Pastinaca sativa L. isopimpinelin,
psoralen,
xanthotoxin
elemicin,
myristicin,
Petroselinum crispum (Mill.) Fuss isopimpinellin,
psoralen,
xanthotoxin
Apiaceae eugenol,
Pimpinella anisum L. myristicin,
anisaldehyde
Trachyspermum ammi (L.) Sprague thymol
Aristolochiaceae Asarum canadense L. elemicin
Asiasarum heterotropoides (F. Schmidt) F. Maek. elemicin
. . . eugenol,
Asparagaceae Hyacinthus orientalis L. cinnamaldehyde
Asteraceae Achillea millefolium L. eugenol
eugenol,
Ageratum conyzoides L. caryophyllene
oxide
Arnica montana L. helenalin,
thymol
Artemisia annua L. caryophyllene
oxide
Artemisia capillaris Thunb. eugenol
eugenol,
Artemisia dracunculus L. menthone,
anethole,
anisaldehyde
Artemisia herba-alba Asso. thymol
Cnicus benedictus L. cinnamaldehyde
Cynara cardunculus subsp. cardunculus L. eugenol
Eupatorium perfoliatum L. helenalin
Helianthus annuus L. eugenol
Helichrysum angustifolium DC. eugenol
Inula helenium L. helenalin
Saussurea lappa C. B. Clarke caryophyllene
oxide
Berberidaceae Podophyllum hexandrum Royle podophyllotoxin
Podophyllum peltatum L. podophyllotoxin
Podophyllum pleianthum L. podophyllotoxin
Burseraceae Boswellia sacra Flueck anisaldehyde




Canarium indicum L. elemicin,
anethole
. eugenol,
Commiphora myrrha (T. Nees) Engl. cinnamaldehyde
eugenol,
Cannabaceae Humulus lupulus L. caryophyllene
oxide
Cistaceae Cistus ladaniferus L. eugenol
Juniperus communis L. caryophyllene
oxide
. . . anethole,
Cucurbitaceae Citrullus colocynthis (L.) Schrad. anisaldehyde
Cupressaceae Juniperus sabina L. podophyllotoxin
Juniperus virginiana L elemicin,
P & ) podophyllotoxin
Droseraceae Dionaea muscipula E. plumbagin
Ericaceae eugenol,
Vaccinium corymbosum L. pulegone,
thymol,
myristicin
.. . eugenol,
Vaccinium macrocarpon Aiton anisaldehyde
Euphorbiaceae Croton eluteria (L.) W. Wright eugenol
Fabaceae . . . eugenol,
Acacia farnesiana (L.) Willd. anisaldehyde
. caryophyllene
Copaifera spp oxide
eugenol,
. thymol,
Glycyrrhiza glabra L. anethole,
xanthotoxin
eugenol,
Myroxylon balsamum (L.) Harms cinnamaldehyde
Psoralea corylifolia L. psoralen
Tamarindus indica L. cinnamaldehyde
Trifolium pratense L. eugenol
Geraniaceae Pelargonium graveolens L'Hér. cugenol,
menthone
Ginkgoaceae Ginkgo biloba L. thymol
Iridaceae Iris x germanica L. eugenol
Juglandaceae Juglans regia L. eugenol
Lamiaceae Acinos alpinus var. meridionalis (Nyman) P. W. Ball cawgglilgglene
pulegone,
Acinos suaveolens G. Don thymol,
menthone
Agastache foeniculum (Pursh) Kuntze anisaldehyde
- pulegone,
Agastache pallidiflora (A. Heller) Rydb. menthone
Agastache rugosa (Fischer & C. Meyer) Kuntze anisaldehyde
Agastache urticifolia (Benth.) Kuntze pulegone,
menthone
. . pulegone,
Calamintha nepeta (L.) Savi menthone
eugenol,
. pulegone,
Calamintha nepeta subsp. glandulosa (Req.) P.W. Ball thymol,
menthone
Collinsonia canadensis L. elemicin
Coridothymus capitatus (L.) Rchb. f. thymol
Cunila origanoides (L.) Britton thymol




pulegone,

Dracocephalum thymiflorum L. caryop_hyllene
oxide,
menthone
Elsholtzia blanda (Benth.) Benth. eugenol
Elsholtzia eriostachya var. pusilla caryophyllene
oxide
Elsholtzia pilosa (Benth.) Benth. thymol
Elsholtzia polystachya Benth. thymol
Galeopsis tetrahit L. caryophyllene
oxide
Hedeoma drummondii Benth. pulegone,
menthone
.. pulegone,
Hedeoma pulegioides (L.) Pers. menthone
thymol,
Hyptis suaveolens (L.) Poit. caryophyllene
oxide
Hyptis verticillata Jacq. podophyllotoxin

Hyssopus officinalis L.

eugenol, thymol

Isanthus brachiatus (L.) Bsp

caryophyllene
oxide

Lavandula angustifolia Miller

caryophyllene
oxide,
cinnamaldehyde

Lavandula latifolia Medik.

eugenol,
caryophyllene
oxide,
cinnamaldehyde

Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.

eugenol,
caryophyllene
oxide,
cinnamaldehyde

Leonotis leonurus (L.) R. Br.

caryophyllene
oxide

Lepechinia calycina Epling

menthone

Lycopus europaeus L.

caryophyllene
oxide

Lycopus virginicus L.

pulegone

Melissa officinalis L.

thymol,
caryophyllene
oxide

Mentha aquatica L.

pulegone,
caryophyllene
oxide, menthone

Mentha arvensis var. piperascens Malinv. ex Holmes

eugenol,
pulegone,
menthone,
anisaldehyde

Mentha longifolia (L.) Huds.

pulegone,
thymol,
caryophyllene
oxide,
menthone

Mentha pulegium L.

eugenol,
pulegone,

thymol,
menthone

Mentha spicata L.

eugenol,
pulegone,

thymol,
menthone




Lamiaceae

Mentha x piperita L.

eugenol,
pulegone,
thymol,
caryophyllene
oxide,
menthone,
anethole

Mentha x rotundifolia (L.) Huds.

pulegone,
menthone

Micromeria congesta Boiss. & Hausskn.

eugenol,
pulegone,

thymol,
menthone

Micromeria croatica (Pers.) Schott

pulegone,
caryophyllene
oxide,
menthone

Micromeria dalmatica Benth.

pulegone

Micromeria fruticosa Druce

pulegone,
menthone

Micromeria fruticosa subsp. barbata (Boiss. & Kotschy) P.H. Davis

eugenol,
pulegone,
thymol,
caryophyllene
oxide,
menthone

Micromeria juliana (L.) Bentham ex Reichb.

pulegone,
thymol,
menthone

Micromeria myrtifolia Boiss. & Hohen.

eugenol,
pulegone,

thymol,
menthone

Micromeria thymifolia Fritsch

pulegone,
caryophyllene
oxide, menthone

Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.

pulegone,
menthone

Lamiaceae

Moldavica thymiflora (L.) Rydb.

pulegone,
caryophyllene
oxide, menthone

Monarda citriodora Cerv. ex Lag. thymol
Monarda clinopodia L. pulegone
. pulegone,
Monarda didyma L. thymol
Monarda fistulosa L. pulegone,
thymol
Monarda media Willd. thymol
pulegone,
Monarda punctata L. thymol
Monarda russeliana Nutt. ex Sims pulegone,
thymol
pulegone,
. thymol,
Nepeta cataria L. ymo
caryophyllene
oxide
pulegone,
Nepeta racemosa Lam. thymol
eugenol,
thymol,
Ocimum basilicum L. caryophyllene
oxide,
menthone

Ocimum canum Sims

eugenol




Ocimum gratissimum L.

eugenol, thymol

Ocimum kilimandscharicum Baker ex Giirke eugenol
Ocimum sanctum L. eugenol
Ocimum suave Willd. eugenol
Ocimum tenuiflorum L. caryophyllene
oxide
Origanum majorana L. eugenol

Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis

eugenol, thymol

eugenol, thymol,

Origanum onites L. caryophyllene
oxide
Origanum sipyleum L. linalool, thymol
thymol,
Origanum syriacum L. caryophyllene
oxide
eugenol, thymol,
Origanum vulgare L. caryophyllene
oxide
Origanum vulgare subsp. hirtum Ietsw. thymol
Origanum vulgare var. hirtum (Schur) Sod thymol
Origanum vulgare var. viride Boiss. thymol
Perilla frutescens (L.) Britton eleII}l(?lI},
myristicin
eugenol,
Pogostemon cablin (Blanco) Benth. caryoph yllene
oxide,
cinnamaldehyde
Pycnanthemum albescens Torr. & A. Gray pulegone,
menthone
Pycnanthemum beadlei (Small) Fernald pulegone,
menthone
Pycnanthemum californicum Torr. ex Durand pulegone,
menthone
Pycnanthemum clinopodioides Torr. & A. Gray pulegone,
menthone
Pycnanthemum incanum (L.) Michx. pulegone,
menthone
pulegone,
Pycnanthemum loomisii Nutt. caryophyllene
oxide
Pycnanthemum montanum Michx. pulegone,
menthone
Pycnanthemum muticum (Michx.) Pers. pulegone,
menthone
Pycnanthemum nudum Nutt. thymol
pulegone,
Pycnanthemum pilosum Nutt. menthone,
anisaldehyde
. pulegone,
Pycnanthemum pycnanthemoides (Leavenw.) Fernald menthone
eugenol,
Pycnanthemum setosum Nutt. pulegone,
menthone
pulegone,
Pycnanthemum tenuifolium Schrad. caryophyllene
oxide, menthone
Pycnanthemum torreyi Benth. pulegone,
menthone
Pycnanthemum verticillatum (Michx.) Pers. pulegone,
menthone
pulegone,
Pycnanthemum virginianum (L.) Durand & Jackson thymol,

menthone




Rosmarinus eriocalyx Jordan & Fourr.

caryophyllene

oxide
thymol,
Rosmarinus officinalis L. caryophyllene
oxide
Rosmarinus tomentosus Huber caryophyllene
oxide
Rosmarinus x lavandulaceus De Noe caryophyllene
oxide
Rosmarinus x mendizabalii Sagredo Ex Rosua cawgililgglene
thymol,
Salvia canariensis L. caryophyllene
oxide
Salvia dorisiana Standl. caryophyllene
oxide
Salvia gilliesii Benth. caryophyllene
oxide
thymol,
Salvia officinalis L. caryophyllene
oxide
Salvia sclarea L. caryophyllene
oxide
Satureja cilicica P.H. Davis pulegone,
thymol
Satureja cuneifolia Ten. thymol
pulegone,
Satureja douglasii (Benth.) Briq. thymol,
menthone
Lamiaceae . . . pulegone,
Satureja glabella (Michx.) Briq. menthone
. . pulegone,
Satureja grandiflora (L.) Scheele menthone
Satureja hortensis L. thymol
thymol,
Satureja montana L. caryophyllene
oxide
thymol,
Satureja obovata Lag. caryophyllene
oxide
Satureja odora (Griseb.) Epling pulegone
. o . . pulegone,
Satureja parvifolia (Phil.) Epling menthone
Satureja subspicata subsp. liburnica Silic thymol
Satureja thymbra L. thymol
Scutellaria churchilliana Fernald caryophyllene
oxide
Scutellaria galericulata L. menthone
Scutellaria parvula Michx. caryophyllene
oxide
Sideritis athoa Papanicolaou & Kokkini thymol

Sideritis scardica Griseb.

thymol, anethole

Teucrium arduini L. caryophyllene
oxide
Teucrium asiaticum L. thymol
thymol,
Teucrium cyprium Boiss. caryophyllene
oxide, anethole
thymol,
Teucrium divaricatum var. canescens (Celak.) Holmboe caryophyllene

oxide, anethole

Teucrium gnaphalodes L'Hér.

thymol




thymol,

Teucrium kotschyanum Poech caryophyllene
oxide, anethole
Lamiaceae thymol,
Teucrium micropodioides Rouy caryophyllene
oxide, anethole
Teucrium oxylepis fo. marianum Ruiz Torre & Ruiz Cast. thymol
Teucrium oxylepis subsp. oxylepis Font Quer thymol
Teucrium polium L. pulegone
Teucrium valentinum Schreb. thymol
Teucrium pseudoscorodonia Desf. thymol
Teucrium salviastrum Schreb. thymol
Teucrium scorodonia L. thymol
Thymus broussonettii Boiss. thymol
eugenol, thymol,
Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. & Link caryophyllene
oxide
eugenol,
Thymus cilicicus Boiss. & Balansa caryophyllene
oxide
. eugenol,
Thymus funkii Coss. finalool, thymol
thymol,
Thymus longicaulis C. Presl caryophyllene
oxide
thymol,
Thymus mastichina L. caryophyllene
oxide
Thymus orospedanus Huguet del Villar thymol
thymol,
Thymus riatarum Humbert & Maire caryophyllene
oxide
Thymus saturejoides Coss. thymol
Thymus serpyllum L. thymol
eugenol, thymol,
Thymus vulgaris L. menthone,
anethole
Thymus x citriodorus Schreb. thymol
Thymus zygis L. thymol
Thymus zygis subsp. sylvestris Brot. ex Cout. thymol
Trichostemma dichotomum L. caryophyllene
oxide
Vitex agnus-castus L. caryophyllene
oxide
Lauraceae . . eugenol,
Cinnamomum aromaticum Nees .
cinnamaldehyde
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl eugenol
eugenol,
Cinnamomum verum J. Presl caryoph yllene
oxide,
cinnamaldehyde
eugenol,
Laurus nobilis L. clemicin,
caryophyllene
oxide
Litsea glaucescens var. glaucescens caryophyllene
oxide
Persea americana Miller anethole




eugenol,

Sassafras albidum (Nutt.) Nees elemicin,
myristicin,
anethole
Umbellularia californica (Hook. & Arn.) Nutt. eugenol, thymol
Magnoliaceae Magnolia denudata Desr. caryophyllene
oxide
. eugenol,
Magnolia kobus DC. ancthole
Magnolia officinalis Rehder & E.H. Wilson anonaine
Malvaceae Hibiscus sabdariffa L. anisaldehyde
Tilia sp. eugenol
Meliaceae Melia azedarach L. eugenol
Menispermaceae Jateorhiza palmata (Lam.) Miers thymol
Monimiaceae Peumus boldus Molina eugenol
Moraceae Ficus carica L. psoralen,.
xanthotoxin
Morus alba L. eugenol
eugenol,
Myristicaceae Mpyristica fragrans Houtt. elemicin,
myristicin
Myrtaceae Eucalyptus citriodora Hook. eugenol
Melaleuca bracteata F. Muell. . cugenol,
cinnamaldehyde
Melaleuca viridiflora Sol. ex Gaertn. eugenol
Myrtus communis L. caryophyllene
oxide
eugenol,
Pimenta dioica (L.) Merr. cinnamaldehyde,
caryophyllene
oxide
Pimenta racemosa (Mill.) J.W. Moore eugenol
Psidium guajava L. caryophyllene
oxide
eugenol,
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry cary(()))}:il(li}éllene
cinnamaldehyde
Nelumbonaceae Nelumbo nucifera L. anonaine
Oleaceae Jasminum officinale L. eugenol
Ligustrum japonicum Thunb. eugenol
. . elemicin,
Syringa vulgaris L. anisaldehyde
Orchidaceae . - eugenol,
Vanilla planifolia Andrews. .
anisaldehyde
Vanilla tahitensis J.W. Moore anisaldehyde
Passifloraceae Turnera diffusa Willd. ex Schult. thymol
Pinaceae Pinus mugo Turra anisaldehyde
Pinus sylvestris L. anisaldehyde
Piperaceae Piper betle L. eugenol
eugenol,
Piper nigrum L. caryophyllene
oxide, myristicin
Poaceae Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor eugenol
eugenol, thymol,
Zea mays L. xanthotoxin
Rosaceae Prunus cerasus L. eugenol
Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb eugenol

Rosa centifolia L.

eugenol




Rosa damascena Mill.

eugenol,

cinnamaldehyde
Rosa gallica L. eugenol
Rubiaceae Coffea arabica L. eugenol
Rutaceae Aegle marmelos Correa psoralen
Agathosma betulina (P.J. Bergius) Pillans pulegone
Barosma betulina Bartl. & H.L. Wendl. pulegone
Boronia megastigma Nees ex Bartl. eugenol
Casimiroa edulis Llave & Lex. isopimpinellin
Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle isopimpinellin
Citrus aurantium L. thymol
thymol,
. . hyll
Citrus limon (L.) Osbeck caryophytiene
oxide,
isopimpinellin
Citrus reticulata Blanco thymol
Dictamnus albus L. psoralen,ﬁ
xanthotoxin
Limonia acidissima L. isopimpinellin,
psoralen
isopimpinellin,
Ruta graveolens L. psoralen,
xanthotoxin
Skimmia arborescens T. Anderson Ex Gamble isopimpinellin
Santalaceae Santalum album L. eugenol
Schisandraceae Mlicium verum Hook. f. anisaldehyde
Solanaceae Capsicum annuum L. eugenol,
pulegone
Capsicum frutescens L. pulegone
eugenol,
Lycopersicon esculentum Mill. cinnamaldehyde,
tomatine
Nicotiana tabacum L. eugenol
Solanum carolinense L. solamargine
Solanum dulcamara L. solamargine
Solanum melongena L. solamargine
Solanum nigrum L. solamargine
Theaceae Camellia sinensis (L.) Kuntze eugenol, thymol
Verbenaceae Aloysia citriodora Palau caryophyllene
oxide
Lantana camara L. eugenol
Lippia graveolens Kunth thymol
Violaceae Viola odorata L. eugenol
Winteraceae Drimys winteri J.R. Forst. & G. Forst. eugenol
Zingiberaceae eugenol,
Alpinia galanga (L.) Willd. caryophyllene
oxide
Alpinia officinarum Hance eugenol
Curcuma longa L. eugenol




Isabelle BOULOGNE

Evaluation du potentiel insecticide et antifongique sur Acromyrmex
octospinosus (Reich) d’une sélection de plantes & usages

ethnopharmacologiques TRAMIL

Les Attines sont des fourmis champignonnistes localisées dans la zone allant du sud des Etats-Unis & I’Argentine
en passant par la Caraibe. Les dégats causés par ces ravageurs sont considérables et estimés a plusieurs millions de
dollars par an. Elles sont de ce fait considérées comme 'un des premiers fléaux de l’agriculture de la zone (Cameron
& Riggs, 1985 ; Fowler et al., 1986). En Guadeloupe, la <fourmi manioc> (Acromyrmez octospinosus Reich) cause
de nombreux dommages, aussi bien pour ’agriculture que dans les milieux naturels. Les dégats occasionnés par
ces fourmis ont nécessité I'utilisation de pesticides de synthese pour tenter de les combattre. La dangerosité de ces
substances pour les milieux naturels et anthropisés ainsi que pour la santé publique est un contexte favorable a

I’exploration de nouvelles pistes telles que 'utilisation de plantes & usages phytosanitaires.

L’objet principal de cette thése consiste a savoir si on peut déceler a partir de ’ethnopharmacologie TRAMIL
des usages permettant de combattre cette fourmi et son symbiote fongique, Leucocoprinus gongylophorus (Heim)
Moeller. Les protocoles retenus et présentés dans ce travail permettent d’observer les effets des usages de plantes
choisis sur la survie et le comportement des insectes et sur la croissance du symbiote. Ils ont été sélectionnés pour
leur potentialité & mettre en évidence les différents types d’effets des extraits végétaux (insecticide par contact,
insectifuge, toxique par ingestion, fongistatique ou fongicide). Six usages traditionnels issus de cinq plantes sont
testés sur la fourmi : Mammea americana L., Nerium oleander L., Nicotiana tabacum L., Rollinia mucosa (Jacq.)
Baill. et Trichilia pallida Sw. Cinq autres usages traditionnels sont testés sur le champignon : Allium cepa L.,
Allium sativum L., Lycopersicon esculentum Mill., Manihot esculenta Crantz et Senna alata (L.) Roxb. Les résultats

obtenus permettent de dégager quelques pistes de lutte intéressantes contre ce ravageur.

Mots-clés : agroécologie, Attini, biopesticides d’origine végétale, Leucocoprinus gongylophorus, lutte intégrée,

myrmécologie.

Leaf-cutting ants are fungus-growing ants. Their geographic distribution ranges from southern United States to
northern Argentina, including the West Indies. Economic losses due to these ants were estimated at several million
dollars per year. The latter statement makes they are considered as one of the most important pest species of
the agricultural productions (Cameron & Riggs, 1985; Fowler et al., 1986). In Guadeloupe, the most important
invasive pest species which caused important losses in forests, gardens and field crops is ‘cassava ant’ (Acromyrmez
octospinosus Reich). These huge losses required to use synthetic chemical pesticides to control these leaf-cutting
ants, the consequence of which is, irreversible injuries on environment and on human health. As a matter of fact,
this situation has prompted an increasing interest in alternative methods for pest control like plants with pesticide

used.

The main objective of this thesis is to know if traditional ethnopharmacological TRAMIL uses could help to fight
against this ant and against the symbiotic fungus, Leucocoprinus gongylophorus (Heim) Moeller. Methods used
and presented in this work allowed to observe effects of selected plant uses on mortality and insect’s behavior. The
protocols performed were selected for their potentiality to detect the different types of insecticidal effects (contact
toxicity, repellent effect, toxicity by ingestion, fungicidal or fungistatic). Six traditional plant uses of five plants were
tested on the ant : Mammea americana L., Nerium oleander L., Nicotiana tabacum L., Rollinia mucosa (Jacq.)
Baill. and Trichilia pallida Sw. Five other plant uses were tested on the fungus : Allium cepa L., Allium sativum L.,
Lycopersicon esculentum Mill., Manihot esculenta Crantz and Senna alata (L.) Roxb. The obtained results provide

us with some interesting trails to fight against this pest.

Keywords : agroecology, Attini, biopesticides of plant origin, integrated pest management, Leucocoprinus gongylo-

phorus, myrmecology.






