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Introduction

Le Charangon rouge des palmiers, Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) 1790, est le
ravageur le plus destructif des palmiers cultivés en Asie, au Moyen-Orient et dans le bassin
méditerranéen. Les larves, ainsi que les ceufs et les nymphes de cet insecte, vivent dans le stipe
des palmiers et sont donc inaccessibles a une lutte chimique simple. Par ailleurs, il n'est pas
possible de détecter les palmiers infestés car les symptomes ne sont visibles que tardivement

apres le début de I’infestation et le palmier a alors subi des dégats irrémédiables.

L'identification de la phéromone d'agrégation chez cette espece (4-méthyl-5-nonanol)
(Hallett et al., 1993a) a offert un nouvel outil et ouvert un autre horizon pour développer la
méthode de piégeage de masse dans le cadre de la lutte intégrée contre ce ravageur. Comme chez
les autres espéces du genre Rhynchophorus, les males produisent une phéromone d'agrégation qui
est peu attractive pour les individus mais fortement synergique avec des odeurs végétales. Pour
obtenir cet effet synergique et donc un niveau optimal de capture, il est nécessaire d'associer du
matériel végétal a Iattractif phéromonal. Différents types de matériel végétal comme le ceeur, le
stipe et les pétioles de palmiers ou la tige de canne a sucre ont été utilisés comme synergistes de
la phéromone de R. ferrugineus selon leur disponibilité dans les régions infestées et les intéréts
appliqués et/ou économiques. D'une part, la préparation du matériel végétal, surtout le ceeur de
palmier, est laborieuse et coliteuse et d'autre part, I'efficacité des pieges diminue rapidement avec
le temps, & cause de la dessiccation du matériel végétal, particulicrement dans les milieux
désertiques de D’aire de répartition du palmier dattier au Moyen-Orient. Il est préconisé de
renouveler le matériel végétal tous les 10-20 jours ce qui est un frein a l'essor de 'application des

pieges a phéromone sur une grande échelle pour la mise en oeuvre d'un piégeage de masse.

Plusieurs travaux ont été effectués pour extraire et identifier les composés volatils des
plantes-hotes des charancons des palmiers, fournissant une longue liste de molécules appartenant
a différentes familles chimiques. Les méthodes utilisées pour cribler les molécules responsables
de I’effet synergique sur la phéromone, soit au niveau périphérique par ¢lectroantennographie ou

enregistrement unitaire soit au niveau de la réponse comportementale par les tests olfactomé-



triques ou du piégeage sur le terrain, n'ont pas permis d’identifier la molécule ou un mélange

synergique de la phéromone de R. ferrugineus, compétitif avec le matériel végétal.

Le travail présenté¢ dans ce mémoire s'inscrit donc dans 1'optique d'une optimisation de
l'utilisation de pieges combinants ‘phéromone-kairomone’ par l'identification des kairomones a
action synergique avec la phéromone. Cette recherche a été effectuée pendant 3 ans entre 2000 et
2003 a I’Unité de Phytopharmacie et Médiateurs Chimiques du centre INRA de Versailles et dans
les palmeraies infestées par le ravageur en Iran (six mois par an). Dans ce cadre, nous avons
profité des expériences et du savoir-faire déja disponible sur R. palmarum, une espece dont la

biologie, I’écologie chimique et les plantes-hdtes sont trés similaires.
La démarche appliquée consiste en :

1. I’identification des composés volatils émis par le cceur de stipe du palmier dattier, la
plante-hote de R. ferrugineus au Moyen-Orient et dans le bassin méditerranéen, au cours de sa

fermentation.

2. I’étude de I’efficacité et de la pertinence de la méthode d'¢lectroantennographie compte
tenu de la morphologie particuliére de I’antenne de R. ferrugineus. La distribution des différents
types morphologiques de sensilles sur la massue a été étudiée par microscopie électronique a
balayage et les réponses antennaires aux produits phéromonaux et végétaux ont été comparées a
partir de branchement de 1’¢lectrode d’enregistrement sur différentes positions de 1’antenne afin
de vérifier s’il y a une régionalisation morphologique et/ou fonctionnelle des sensilles sur

I’antenne.

3. le criblage de composants de I’odeur du cceur de stipe de palmier dattier, actifs au niveau
antennaire, a 1’aide du couplage chromatographie en phase gazeuse — ¢lectroantennodetecto-

graphie (CPG-EAGQG).

4. la validation de la réponse comportementale de R. ferrugineus a sa phéromone dans
deux types d’olfactométres, 1’un statique et 1I’autre dynamique, utilisés comme outils efficaces de
laboratoire pour étudier I’effet synergique des odeurs végétales sur la phéromone de R.
palmarum. Nous avons essayé de mettre en évidence I’effet synergique des odeurs de cceur de

stipe de palmier dattier par olfactométrie au laboratoire.



5. l'effet synergique de mélanges synthétiques €laborés a partir de 'odeur du dattier, de
criblages EAG et des composés identifiés chez les plantes-hotes des charangons du genre
Rhynchophorus (d’apres les données bibliographiques) a été étudié sur le terrain par des essais de
piégeage. L'approche de terrain s’est révélée étre la méthode la plus pertinente pour mettre au
point un mélange synergiste synthétique dans une perspective d'application agronomique. Dans
cette approche de terrain, la totalit¢ de la chaine comportementale de l'insecte aboutissant au
piégeage (le vol vers la source d'odeur, l'atterrissage a proximité de la source odorante, la marche
vers l'ouverture de piege et enfin I'entrée dans le picge) a été considérée comme la réponse a un
mélange synthétique et cette réponse a été comparée avec celle au matériel végétal comme
référence. L'état physiologique des femelles capturées dans les pieges a été étudié en examinant

leur appareil reproducteur.

Les résultats des travaux susmentionnés ont fourni des arguments concernant la possibilité
d'utiliser des produits synthétiques trés simples comme synergistes de la phéromone du R.

ferrugineus pour l'application agronomique en piégeage de masse.



Revue bibliographique



1. Le Charancon rouge des palmiers,

Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) 1790

1.1. Systématique

Le Charangon rouge des palmiers, Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) 1790 (Insecta,
Coleoptera, Curculionidae), est I’'une des 10 especes du genre Rhynchophorus Herbst appartenant
a la tribu des Rhynchophorini et a la sous-famille des Rhynchophorinae. Wattanapongsiri (1966)
retient les 10 especes suivantes dans le genre Rhynchophorus : R. palmarum (L.) et R. cruentatus
(Fabricius) en Amérique ; R. phoenicis (Fabricius) et R. quadrangulus Quedenfeldt en Afrique ;
R. ferrugineus (Olivier), R. vulneratus (Panzer), R. bilineatus (Montrouzier), R. distinctus

Wattanapongsiri et R. lobatus Wattanapongsiri en Asie.

1.2. Morphologie

Adulte : L’imago de R. ferrugineus est un charancon de taille moyenne a grande, mesurant
19-42 mm de longueur et 8-16 mm de largeur. Sa couleur varie du brun orangé au noir et le
pronotum présente généralement des taches noires sur fond plus clair dont le nombre et la forme

varient beaucoup.

Des soies €paisses et droites sont présentes sur la partie apicale ou subapicale du rostre des

males. Le rostre des femelles est glabre et plus long, fin et cylindrique que celui des males.

Stades pré-imaginaux : Les ceufs mesurent en moyenne 0,98 x 2,96 mm. Les larves sont

typiquement curculioniformes, c'est-a-dire apodes avec une capsule céphalique bien développée
et dotées de fortes mandibules. Les larves mesurent 36-47 mm de long et 15-19 mm de large au
dernier stade larvaire. La longueur de la nymphe varie de 27 a 40 et sa largeur de 13 a 16 mm
(Wattanapongsiri, 1966). L adulte, I’ceuf, la larve et la nymphe de R. ferrugineus sont illustrés sur

la Figure 1.

1.3. Biologie — Ecologie

Les durées des stades de développement de R. ferrugineus et ses autres caractéres

biologiques, d'apres la bibliographie, sont présentés dans le Tableau 1.



Adulte : I'adulte de R. ferrugineus est de mceurs nettement diurnes selon Lepesme et al.
(1947), actif entre le lever et le coucher du soleil (Nirula, 1956 in : Wattanapongsiri, 1966 ;
Sharif & Wajih, 1983). Il est doué¢ d'un vol puissant (Lepesme et al., 1947 ; Sharif & Wajih,
1983) et peut se déplacer entre 500 et 800 m pour une période indéterminée (Goonewardena &
Valu, 1958 in : Wattanapongsiri, 1966). Il est capable de trouver les stipes nouvellement blessés

de Metroxylon sagu distants d'au moins 900 m (Leefmans, 1920 in : Wattanapongsiri, 1966).

Larve

Oeuf

&

Figure 1 : Les stades du cycle de développement de Rhynchophorus ferrugineus.

g
Adulte

Les adultes s'accouplent plusieurs fois dans leur vie mais le nombre d'accouplements n'a
pas d'effet sur la fécondité des femelles. Les femelles pondent seulement sur les palmiers dans les
tissus frais et mous accessibles (blessures) [(Copeland, 1931 ; Huston, 1933 ; Ayyar, 1940) in :

Wattanapongsiri, 1966] et a 'aisselle des rejets sur les stipes (stem shoots) dans le cas du palmier



dattier (Avand-Faghih, 1996 ; Muralidharan et al., 2000). Les femelles pondent tout au long de

leur vie.

Stades pré-imaginaux : les larves se nourrissent dans les tissus sains et frais, comme les

gaines foliaires, le systéme vasculaire et le bourgeon terminal, en creusant des galeries dans les
stipes de palmiers, notamment juste au-dessus du plateau radiculaire. Elles sont a 1'origine des
dégats imputables a I'espece et entrainent la mort des palmiers quand le bourgeon terminal est
touché. Les fortes infestations larvaires entrainent la formation de grandes cavités dans les stipes
des palmiers, qui peuvent &tre brisés par le vent. Dans des cas moins extrémes, les arbres sont

cependant affaiblis et sujets a une pourriture des tissus infestés.

Les jeunes feuilles du palmier ou les rejets s'étiolent en prenant une couleur blanchéatre puis
se dessechent a cause des lésions induites par la présence de larves. Le bruit causé par I'alimen-
tation des larves et le suintement d'un liquide visqueux, brun et nauséabond au niveau des
galeries larvaires sont considérés comme les symptdmes et ne sont visibles que tardivement apres

le début de ’infestation.

A la fin de la période larvaire qui peut durer entre 25 et 105 jours, les larves construisent
des cocons fibreux ou se trouvent la nymphe et I'adulte immature. Les adultes peuvent se repro-
duire juste aprés I'émergence. Cet insecte est polyvoltin (3-4 générations par an) et nous pouvons
observer tous les stades du développement pendant l'année a cause du chevauchement des

générations (Avand-Faghih, 1996).

1.3.1. Plantes-hotes

A T’exception de R. palmarum et R. cruentatus qui possédent des plantes-hotes de familles
différentes (Arecaceae, Poaceae, Caricaceae, Bromeliaceae et Scitamineae pour R. palmarum et
Arecaceae et Bromeliaceae pour R. cruentatus), les autres espéces de charancons des palmiers
sont considérées comme des especes oligophages, inféodées exclusivement a des plantes de la
famille des Arecaceae. Les principales plantes-hotes de R. ferrugineus répertoriées sont les
suivantes (Wattanapongsiri, 1966) :

Areca catechu L. (Noyer de Bétel)

Arenga pinata (Wurmb) Merrill

Borassus flabellifer L.



Tableau 1 : Caracteres biologiques du charancon rouge des palmiers, Rhynchophorus ferrugineus,

d'apres les données bibliographiques

Nombre d'ceufs Durée du stade (jour) Durée d'une
pondus par T . L ox
femelle Euf larve nymphe adulte génération (jour) Référence
127-276 3-4 25-61 18-33 50-90 48-82 Ghosh, 1912 e
531 3 60-105 13-17 (période 107 60 Leefmans, 1920
prénymphale : 3-6)
300 3-4 30-105 17-50 60-165 Ghosh, 1923 @ & 1940 e
30-800 3 60 15 90-180 Lepesme et al., 1947 o
11-19 (période 39-72 (Q) . . .
162-350 3 35-38 prénymphale : 2-11) 63-109 (&) 45-68 Viado & Bigornia, 1949e
36-78 ’1 Nirula et al., 1953 e ;
(moyenne 55) Nirula, 1956
20-120 (%) :
3-186 1-6 41-78 15-27 39-72 (3) 57-111 Avand-Faghih, 1996
58+3,5(%)m .
206 +£24 70+7 (3)m 97 (moyenne) Muralidharan et al., 2000

m Moyenne * écart type
o Cité dans la revue de Wattanapongsiri (1966)



Caryota cumingii Lodd. ex Mart.

C. maxima Blume

Cocos nucifera L. (Cocotier)

Corypha elata Roxburgh

C. gebanga Mart.

Elaeis guineensis Jacquin (Palmier a huile)
Metroxylon sagu Rottboell (Sagoutier)
Nipa sp.

Oreodoxa regia Hbk.

Phoenix dactylifera L. (Palmier dattier)
P. sylvestris (L.) Roxburgh

Les palmiers, dattier et espéces ornementales comme Chamaerops humilis L. et Phoenix
theophrasti sont des plantes-hotes de R. ferrugineus en Espagne (Barranco ef al., 1996).
1.3.2. Ecologie chimique de ’adulte

Attraction par la plante-héte : Le tissu juteux du cceur de stipe des palmiers est attractif

pour les Rhynchophorus spp. Ce sont des insectes oligoghages opportunistes, répondant aux
produits volatils issus de fermentation de plantes-hotes blessées (Revue : Giblin-Davis et al.,
1996a). Paul (1929) a constaté que les adultes de R. ferrugineus sont attirés par les blessures
ou les fentes sur les palmiers et a préconisé d'éviter de blesser les palmiers, de panser les
blessures et d'utiliser des pieges a base de morceaux de stipes de palmiers pour prévenir les
infestations ultérieures de cet insecte. L'efficacité du piégeage de R. palmarum a l'aide de

morceaux de palmiers a été étudiée et optimisée (Morin et al., 1986).

Communication phéromonale : La production de phéromone d'agrégation par les males

de charancons de la sous-famille des Rhynchophorinae a ¢ét¢é mise en évidence pour la
premiere fois chez Rhabdoscelus obscurus (Boisduval) (Chang et al., 1971 ; Chang & Curtis,
1972). Les phéromones d’agrégation des charancons du genre Rhynchophorus ont été
identifiées d’abord chez R. palmarum (Rochat ef al., 1991b) et puis chez les autres especes

dans les années 90 (Revue : Giblin-Davis ef al., 1996a).

Le 4-méthylnonan-5-ol (ferruginéol) a été identifié comme la phéromone d’agrégation
chez R. ferrugineus (Hallett ef al., 1993a ; Rochat & Avand-Faghih, 2000). Cette molécule est
aussi la phéromone d’agrégation de R. vulneratus (Rochat et al., 1993a,b ; Hallett et al.,

1993a), de R. bilineatus (Oehlschlager et al., 1995), et de Dynamis borassi (Giblin-Davis et
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al., 1997). C’est aussi le composé majoritaire de la phéromone d’agrégation de Metamasius
hemipterus (Rochat et al., 1993b; Perez et al., 1997) et I'un des composés minoritaires

identifiés chez R. palmarum (Revue : Giblin-Davis et al., 1996a).

La cétone correspondante, 4-méthylnonan-5-one (ferruginéone), est un composé mino-
ritaire spécifique des males chez R. ferrugineus (Hallett et al., 1993a; Rochat & Avand-
Faghih, 2000), R. vulneratus (Hallett et al., 1993a) et M. hemipterus (Perez et al., 1997).

Le 3-méthyloctan-4-ol (phoenicol) est un autre composé minoritaire, produit par les
males de R. ferrugineus (Rochat & Avand-Faghih, 2000). Le phoenicol est la phéromone
d'agrégation de R. phoenicis (Gries et al., 1993 ; Rochat et al., 1993a,b).

Chez R. ferrugineus, seul l'isomere (4S5,55) du ferruginéol est produit et est actif en
¢électroantennographie (EAG). L'énantiomére (4R,5R) est inactif en piégeage sur le terrain et il
n'y a pas d'effet inhibiteur des stéréo-isomeres non naturels, ce qui permet d'utiliser un
mélange racémique contenant les 4 stéréo-isomeres pour les applications agronomiques
(Perez et al., 1996). Il n'y a pas de différence entre les captures des pieéges appatés avec le
ferruginéol seul ou les mélanges de ferruginéol avec les composés minoritaires (Hallett et al.,
1993a ; Avand-Faghih, 1998). Le role comportemental de ces composés minoritaires reste

mal connu.

Dans des essais de piégeage sur le terrain, le matériel végétal a une attractivité tres
faible mais il agit en synergie avec le ferruginéol et la combinaison des deux permet des
captures jusqu'a 10 fois plus importantes que le matériel végétal seul (Hallett ez al., 1993a,b).
L'effet synergique du cceur de dattier avec le ferruginéol a été¢ mis en évidence par piégeage
de terrain en Iran par Rochat & Avand-Faghih (2000). La capture de lI'ensemble 'ferruginéol +
matériel végétal' a été 4,4 fois supérieure a la somme des captures par la phéromone seule et

par le matériel végétal seul.

Hallett et al. (1993a,b) ont rapporté qu'il n'y aucune différence au niveau des réponses
des insectes des deux sexes dans les essais de piégeage effectués a Java et aux Emirats Arabes
Unis. Mais plusieurs autres travaux ont montré que les pieges appatés avec du matériel
végétal associé a du ferruginéol ou des males vivants, comme source de phéromone naturelle,
capturent significativement plus de femelles que de males (Avand-Faghih, 1998 ; Rajapakse

et al., 1998-99 ; Faleiro & Chellapan, 1999 ; Rochat & Avand-Faghih, 2000).
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1.4. Répartition géographique

Jusqu'a la fin des années 70, 1’aire de R. ferrugineus s'étendait dans la zone du cocotier
en Asie depuis 1’Inde, en passant par le Sri Lanka, la Birmanie, le nord de la Thailande, le
Vietnam a l'est jusqu’a Taiwan, I’lle Hainan et les Philippines. Il est aussi présent dans
certaines iles de l'archipel indonésien et au Japon. Il a été signalé de facon douteuse en
Australie (Victoria) ainsi qu’en Mésopotamie (Irak) (Buxton, 1920 ; Lepesme et al., 1947 ;
Wattanapongsiri, 1966 ; FAO, 1995 ; Aman et al., 2000).

R. ferrugineus a été signalé au Pakistan (Sharif & Wajih, 1983) a la frontiére de 1’aire

du cocotier avec celle du dattier.

C’est dans les années 1980-90 que R. ferrugineus est apparu au Moyen-Orient et au
nord de I’Afrique, dans la zone de culture du palmier dattier. Il est signalé en Arabie Saoudite
en 1984, au Qatar et dans les Emirats Arabes Unis en 1985, en Egypte en 1992, au Sultanat
d’Oman et au Koweit en 1993 (FAO, 1995). Les dégats de R. ferrugineus sont observés pour
la premiére fois en Iran en 1990 dans les palmeraies de la région de Saravan (province de
Sistan & Baloutchistan) pres de la frontiére pakistanaise (Avand-Faghih, 1996). 11 est aussi
signalé dans le bassin méditerranéen en Europe et au Proche-Orient : en Espagne (Barranco et

al., 1996), en Israél, en Palestine et en Jordanie (Hamburger ef al., 2002 ; Kehat, 1999).

1.5. Importance économique

Les palmiers ont plusieurs utilisations : alimentation, engraissement des animaux, con-
fection d’objets variés etc. Parmi les palmiers, les cocotiers, les palmiers a huile et les dattiers

sont les trois especes les plus importantes dans le commerce international (Howard, 2001).

Le palmier dattier est associé a des systémes agricoles trés diversifiés qui varient de la
monoculture fruiticre basée sur la production intensive de dattes de qualité a I’agriculture
d’oasis ou le dattier est cultivé pour son caractére multi-usage et pour les associations
culturales qu’il autorise. Toutes les parties du palmier peuvent étre utilisées et sa présence est
un facteur de maintien des populations dans les sites les plus isolés. La datte est un aliment de
grande valeur énergétique (1 kg de pulpe de dattes miires fournit 3000 calories) et reste dans

la base de 1’alimentation de nombreuses populations (CIRAD - GRET, 2002).

En 2002, I’Iran a ¢été le deuxieme producteur mondial de dattes (aprés 1I’Egypte) avec
une production annuelle de 8§74.986 t (14% de la production mondiale) sur une superficie de

183.269 ha de palmeraies (FAO, site internet).
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Les échanges internationaux concernent le dixiéme de la production mondiale et 1I’Iran
est le deuxiéme pays exportateur de dattes (108.000 t) apres les Emirats Arabes Unis (CIRAD
- GRET, 2002).

1.5.1. En Asie tropicale dans I’aire du cocotier

R. ferrugineus est un ravageur tres destructif du cocotier dans la région orientale. Son
attaque est toutefois limitée aux palmiers jeunes aboutissant a leur mort. R. ferrugineus est
souvent associé a Oryctes rhinoceros qui fournit ’entrée du charangon. Dans certaines
régions de culture du cocotier en Thailande 1,3% des palmiers (sur 300.000) ont été

gravement infestés et supprimés pendant 4 ans (Wattanapongsiri, 1966).

1.5.2. Au Moyen-Orient dans I’aire du palmier dattier

On estime que 2% des palmiers dattiers sont annuellement attaqués par R. ferrugineus
au Pakistan, attaque qui est souvent mortelle (Sharif & Wajih, 1983). Dés I’introduction de R.
ferrugineus dans la péninsule Arabique et I’Egypte, cet insecte est devenu le ravageur le plus
important pour la culture du palmier dattier. L'insecte est aujourd'hui présent dans toute 1'aire
du palmier dattier au Moyen Orient et les dégats sont particuliérement graves dans certaines
régions ou plus de 5% des palmiers sont infestés. Les dégats du ravageur ont été estimés
comme sérieux au Koweit, au Qatar, aux Emirats Arabes Unis, en Arabie Saoudite, en Oman

et comme modérés en Egypte (FAO, 1995).

Ce ravageur est considéré comme une menace pour la production du dattier en Iran. Des
mesures de quarantaine interne ont été mises en places pour empécher l'extension du ravageur
dans le pays dés 1991. Malgré tous les efforts mis en ceuvre, la surface infestée ne cesse
d'augmenter depuis la découverte du ravageur (Avand-Faghih, 1998). Depuis 1'introduction de
R. ferrugineus en Iran (en 1990) jusqu'au début 1999, 9.080 palmiers dattiers ont été attaqués
dont 6.732 sont localisés dans les palmeraies des faubourgs de Saravan, (premicres palmeraies
infestées en Iran avec 290.000 palmiers dattiers de la variété Mazafati préférée des consom-
mateurs iraniens pour sa qualité). En 1998, 0,6% des palmiers étaient infestés (Farazmand,
1999). D’une part, I’augmentation progressive de la surface infestée et d’autre part, la limi-
tation du nombre de techniciens chargés du contrdle des palmeraies, ont réduit 'efficacité des
méthodes de lutte et le nombre de palmiers infestés a augmenté au fur et a mesure depuis
1994 (Avand-Faghih, 1998). La région infestée par le ravageur en Iran est présentée sur la

Figure 2.



13

1.6. Méthodes de lutte

La vie cachée de R. ferrugineus dans les stipes de palmiers et la difficulté pour identifier
les palmiers attaqués au début de l'infestation, sont des obstacles trés sérieux a la lutte contre
ce ravageur. Les symptomes de l'infestation ne sont visibles qu'aprés des dégats trés impor-
tants et souvent irrécupérables et la seule solution appliquée a été d'éliminer les palmiers

gravement endommagés et de les remplacer par de nouveaux palmiers.

Compte tenu de l'attractivité du tissu frais des palmiers pour R. ferrugineus, des mesures
préventives comme éviter de blesser les palmiers, panser les blessures et les fentes et piéger
les adultes par des morceaux de palmiers ont ét¢ préconisées (Paul, 1929).

1.6.1. Lutte chimique

L'injection de solutions insecticides non systémiques, soit d’organo-phosphorés a base
de Fenthion, Trichlorphon, Dichlorvos, soit de carbamates a base de Carbaryl et méme un
produit systémique tel que le Monocrotophos, (aujourd'hui interdit au niveau européen a
cause de ses effets dangereux pour ’homme), a été appliquée pour traiter les palmiers infestés

(Rao et al., 1973 ; Abraham et al., 1975 ; Muthuraman, 1984).
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région infestée par Rhynchophorus ferrugineus : ®.

Ces molécules tres toxiques pour les Vertébrés et non respectueuses de l'environnement

ne sont souvent pas assez efficaces contre les larves qui ne sont pas toujours en contact avec
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l'insecticide (Gunawardena & Gunatilake, 1993). Malgré ces inconvénients, 1'utilisation de
produits insecticides demeure préconisée méme pour prévenir les infestations ultérieures, sans
prise en compte des effets susceptibles d’affecter l'agro-écosysteme (Revue : Murphy &
Briscoe, 1999). La fumigation des palmiers infestés par le phosphure d’aluminium
(Phostoxin) a été appliquée comme méthode curative la plus efficace sur les différents stades
de R. ferrugineus grace a la pénétration du gaz dans les galeries larvaires (Rao et al., 1973 ;
Avand-Faghih & Gharib, 1995). Cette méthode est développée en Iran pour traiter les
palmiers infestés. Les cachets de Phostoxin sont mis a l'entrée des galeries larvaires apres
avoir ¢liminé les feuilles et les rejets sur le stipe. La partie infestée du stipe est recouverte par
un film plastique pour limiter la fuite du gaz insecticide et pour assurer sa pénétration jusqu'au

fond des galeries larvaires (Figure 3).

1.6.2. Lutte biologique

Les ennemis naturels de R. ferrugineus, pathogénes ou entomophages, décrits dans la
bibliographie sont listés dans le Tableau 2. Des nématodes entomopathogeénes appartenant aux
familles des Steinernematidae et des Heterohabditidae associés aux bactéries symbiotiques du
genre Xenorhabdus, ont été le sujet de recherches pour les appliquer en lutte biologique
(Hanounik, 1998 ; Salama & Abd-Elgawad, 2001 & 2002). L'efficacité de ces nématodes sur
le terrain est limitée avec seulement 50% de mortalité sur les larves de R. ferrugineus
(Hanounik, 1998) et une survie de 24 h sur le tissu des palmiers infestés (Salama & Abd-

Elgawad, 2001).

Figure 3 : Lutte chimique contre Rhynchophorus ferrugineus par la méthode de fumigation

au phosphure d’aluminium (Phostoxin).
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1.6.3. Lutte génétique

La possibilité¢ de stériliser des males de R. ferrugineus a l'aide de radiations ou de
produits chimiques a été étudiée au laboratoire sans aucun résultat prometteur pour la lutte

contre le ravageur (Rahalkar ez al., 1974 & 1975 ; Ramachandran, 1991).
1.6.4. Lutte éthologique et piégeage olfactif

L’identification de la phéromone d'agrégation de R. ferrugineus en 1993 a ouvert un
nouvel horizon pour lutter contre cette espece en offrant un outil supplémentaire, a priori
pratique, efficace et nettement plus respectueux de I'environnement. La capture plus impor-
tante de femelles que de males par les pieges a phéromone est un avantage remarquable pour
le développement du piégeage de masse dans le cadre d'un programme de la lutte intégrée

(Avand-Faghih, 1998).

Tableau 2 : Ennemis naturels du charangon rouge des palmiers, Rhynchophorus ferrugineus,

d'apres les données bibliographiques.

Groupe Ordre (Famille) Espéce Référence
Virus Virus a polyhédrose cytoplasmique Gopinadhan ef al., 1990
Bactéries Pseudomonadaceae  Pseudomonas aeruginosa Banerjee & Dangar, 1995
Champignons Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillmin g}él Oazz avi & Avand-Faghih,
Hyphomyceta Metarhizium anisopliae (Mesh.) Sorok. gé](?zz avi & Avand-Faghih,
Praecocilenchus

Nématodes (Entaphelenchidae) Rao & Reddy, 1980

ferruginophorus n.sp.

Acariens (Laelapidae) Hypoaspis sp. Peter, 1989
(Pymotidae) Tetrapolypus rhynchophori Peter, 1989

Insectes Dermaptf.:ra Chelisoches moris F. Abraham & Kurian., 1974
(Forficulidae)

Platymeris leavicollis Kurian, 1978

Hymenoptera Scolia erratica Peter, 1989 ;
(Scoliidae) Wattanapongsiri, 1966
Diptera .
(Sarcophagidac) Sarcophaga fuscicauda Ayyar, 1940

1.6.4.1. Outils pour le piégeage

Le modele de piege décrit pour R. palmarum (Oehlschlager et al., 1993), a été utilisé
pour R. ferrugineus. Lors d’une étude comparative, la forme et la position des pieges ont été

optimisées pour l'application agronomique en Iran (Avand-Faghih, 1998) :
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Picges : ce sont des seaux en plastique (24 1) fermés par un couvercle avec 8 trous
rectangulaires (5 X 8 cm) avec une solution aqueuse d’un détergent ménager (2%) au fond des
picges (5 cm). La solution aqueuse retient et tue les insectes capturés et constitue une source
d'humidité ralentissant le desséchement du matériel végétal utilisé comme le synergiste de la
phéromone dans les piéges. Le diffuseur de phéromone et le matériel végétal sont suspendus
au couvercle dans le piege (Figure 39, p. 97). Les piéges sont attachés aux stipes des dattiers

sur le sol. (Avand-Faghih, 1998 ; Rochat et al., 1998).

Taux de diffusion de phéromone : Un taux de diffusion autour de 5 mg/j de ferruginéol

est nécessaire et suffisant pour atteindre un niveau de capture optimal (Avand-Faghih, 1998 ;

Rochat et al., 1998).

Matériel végétal : le cceur de rejets de dattiers de la variété Mazafati dans un sac en

plastique perforé est utilis¢é comme synergiste de la phéromone (Avand-Faghih, 1998 ; Rochat

etal., 1998).

Le protocole optimal de piégeage a ¢té¢ aussi ¢tudié dans les cocoteraies des régions

tropicales humides (Hallett ez al., 1999) ou des résultats similaires ont été obtenus.

Dans certains cas, le protocole de piégeage a ét¢ modifi¢ pour des raisons pratiques
propres aux utilisateurs. Par exemple, il est démontré que les pieges attachés aux stipes des
palmiers au sol ou a une hauteur de 1,5 m capturent plus d'insectes que ceux qui sont placés a
une hauteur de 4-10 m (Avand-Faghih, 1998 ; Faleiro et al., 1998 ; Hallett et al., 1999). Mais
en Egypte les pieges sont installés & 3 m pour prévenir le vandalisme (El Garhy, 1996).
Quelques protocoles de piégeage de R. ferrugineus d’aprés la bibliographie sont présentés

dans le Tableau 3.

La surface extérieure des pieges est parfois recouverte de toile de sacs de jute pour
faciliter la marche des insectes vers les ouvertures présentes sur les parois verticales du seau

(en Egypte et en Arabie Saoudite).

Hallett et al. (1999) ont montré que des pieges dont le couvercle est remplacé par deux
plaques verticales perpendiculaires insérées dans un entonnoir adapté a la partie supérieure du
seau (vane trap) capturaient plus que le modele avec couvercle perforé et que des pieges noirs
sont plus efficaces que les piéges blancs. L'effet de la couleur n'est pas solidement étayé
compte tenu du nombre trés faible de captures (seulement 16 insectes capturés) pendant

l'essai. La couleur du piege n'avait aucun effet sur la capture de R. palmarum (Oehlschlager et

al., 1993).
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Il est conseillé d'installer les pieges sur les palmiers agés, taillés et sans rejets, présen-
tant un stipe ¢élevé et nu, trés lignifié, qui ne sont pas sensibles a l'infestation afin d’éviter le
risque que les charangons attirés par le piege n'infestent l'arbre qui le porte (Faleiro et al.,

1998 ; Rochat et al., 2001).

Tableau 3 : Quelques protocoles de piégeage olfactif de Rhynchophorus ferrugineus
d’apres la bibliographie.

Iran Arabie Saoudite Ecovpte Indonésie
Pays (référence) (Avand-Faghih, (Faleiro et al., (EI Ga%lz, P 1996) (Hallett et al.,
1998) 1998 & 2000) Y> 1999)
Volume (litre) 24 5 9
Couleur Rouge ? ? Noir
Nombre d’ouvertures 8 4 12 ‘Vane trap’
Dimension des 80 x 50 50 % 15 25 (0) i
ouvertures (mm)
Piéges Position des ouverture Couvercle Haut de seau Haut de seau -
Systéme de rétention Solution , Solution d’un Mgterr}el végetal Mgterr}el végetal
des insectes capturés aqueuse d’un insecticide trglte a trglte a
détergent I’insecticide I’insecticide
o oy Attaché au stipe Attaché au stipe & Attaché au stipe & Attaché au stipe
Position de piege du palmier au .
sol 1,5m 3m du palmier au sol
Diffuseur Taux de
de o . 5 ? 3 (au laboratoire) 3 (au laboratoire)
. diffusion (mg/j)
phéromone

Stipe de palmier

Stipe de palmier dattier haché ou  Stipe de palmier

Stipe de palmier dattier

Synergiste Type de plante

o dattier .. .4 tige de canne a cocotier
végétal ou datte (fruits) sucre
Quantité (kg) =1 0,3 0,5 2

* Rochat, communication personnelle

1.6.4.2. Piégeage de masse

La phéromone synthétique de R. ferrugineus a été mise sur le marché par plusieurs
sociétés spécialisées. Cependant, il existe trés peu de données publiées sur 1’efficacité de la
phéromone en lutte. Ces derni¢éres années, deux campagnes de pi¢geage de masse ont été
réalisées I'une en Iran par nous-mémes et I'autre en Arabie Saoudite dans le cadre de

programmes de lutte intégrée :

\

En Iran, l'efficacité de trois densités de piéges a phéromone (2, 1, 0,5 piéges/ha vis
témoin sans piege) a été comparée sur 224 ha de palmeraies traditionnelles fortement hétéro-
genes entre avril et décembre 1998. La lutte chimique curative a été appliquée sur les palmiers
infestés en parallele avec le piégeage de masse. Les insectes piégés ont été dénombrés ainsi

que le nombre de palmiers nouvellement infestés dans les parcelles.
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Un total de 4.298 insectes (3 femelles : 1 male) a ét¢ capturé par 196 pieges (0,6 insecte/
picge/semaine). Le total des insectes capturés par parcelle est positivement corrélé a la densité
des picges alors que le rendement par piége a été inversement corrélé avec cette derniere. Le
nombre de palmiers nouvellement infestés a été plus important dans les parcelles avec
2 pieges/ha que dans le témoin ; l'accroissement de l'infestation a été équivalent dans les

parcelles avec 1 et 0,5 piege/ha et les parcelles témoins.

Les résultats ont mis en évidence que le piégeage de masse de R. ferrugineus pendant
un an n'est pas suffisant pour diminuer le dégat du ravageur malgré le nombre relativement
important d’insectes piégés. Il a donc été préconisé de développer la méthode de piégeage de
masse avec une densité faible de pieges déterminée en fonction de la sensibilité des parcelles

(Rochat et al., 2001).

En Arabie Saoudite, le programme de lutte intégrée contre R. ferrugineus en utilisant
des piéges a phéromone a été réalisé entre 1994 et 1997 sur une surface de 40 km® avec
~ 700.000 palmiers dattiers. Dans ce programme, 69 piéges ont été initialement utilisés pour
surveiller la présence du ravageur dans la région. Afin de localiser les foyers d'infestation, 4-5
pieges de détection ont été ajoutés avec une distance de 200 m autour des pieges de surveil-
lance ayant capturés constamment des insectes pendant 2-3 semaines. Le personnel assurant
la recherche et le traitement des arbres infestés a été dirigé sur le terrain selon les informations
fournies par ce réseau de surveillance, dirigé prioritairement dans les zones ou le nombre
d’insectes capturés par piége et par semaine était le plus important. Le piégeage de masse
n'était mis en place dans une troisiéme étape que si les pieges détecteurs et l'examen des
arbres ne permettaient pas de repérer clairement de foyer d'infestation. Le nombre des pieges
a ¢été augmenté de 902 a la fin de 1994 a4 2.613 a la fin de 1997. La majorité des pieges a été
installée a la fin de 1995.

En paralléle au piégeage de masse, les symptomes caractérisant la présence de R. ferru-
gineus ont été recherchés pour identifier les palmiers infestés et des mesures curatives ont été
appliquées. La lutte chimique prophylactique a ét¢ mise en ceuvre aprés chaque tournée

d'inspection des palmiers dans les palmeraies gravement infestées.

Dans cette approche (de mi-1994 a fin 1997), 16.904 insectes ont été capturés dont
16.373 par piégeage de masse et 531 par les pieges de surveillance. Un nombre voisin

d'insectes a été capturé en 1995 et 1996. Mais la moyenne de captures a diminué en 1997.
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La diminution du nombre d’insectes piégés en 1997 montre que quatre ans de piégeage
de masse dans le cadre d'un programme de la lutte intégrée est nécessaire pour infléchir le

niveau de la population du ravageur.

Le nombre de palmiers infestés a augmenté de 1.037 en 1994 a 1997 en 1996, suivi
d'une Iégére diminution en 1997 ou 1775 palmiers attaqués ont été identifiés (Abraham et al.,
2000). L'effet de ce programme de lutte intégrée sur la diminution du nombre de palmiers

infestés n'est pas évident.

1.6.4.3. Impact du mateériel végetal comme synergiste de phéromone sur le

piégeage
La capture des piéges a phéromone dépend fortement de la qualité et de la quantité du
matériel végétal utilisé comme synergiste. En Indonésie, le maximum de captures de R. ferru-
gineus et de R. vulneratus avec des pieges contenant 2 kg du stipe de cocotier, soit seul, soit
avec la phéromone, a été observé 5 jours aprés l'installation des piéges ; cet effet est attribué a
la production maximale de produits volatils attractifs par le matériel végétal quelques jours

aprés la coupe. La capture des piéges a décliné a partir du 5° jour (Hallett ef al., 1993a).

En Iran, la quantité de palmier dattier mise dans les pieges comme co-attractif a eu un
effet tres significatif sur les captures. Celles-ci évoluent en fonction de la durée aprés la mise
en place du dattier dans les picges. La capture des pieges a augmenté en moyenne 1,3 fois
pour un doublement de la quantité¢ de matériel végétal. Elle a augmenté depuis 1'installation
des piéges jusqu'au 27° jour puis a décliné jusqu'a zéro a partir de ce jour pour des quantités
de 2.700, 1.300 et 650 g (poids frais). Dans cette expérience, les morceaux de dattier ont été
mis dans un sac en plastique perforé pour prolonger la durée d'efficacité synergique du
matériel végétal en fournissant des conditions plus favorables aux micro-organismes

responsables de la fermentation (Avand-Faghih, 2000).

Le renouvellement régulier du matériel végétal, a la suite de la perte de son effet syner-
gique dans un délai court, est donc nécessaire pour assurer un niveau optimal de la capture par
les pieges. La chute d’efficacité des pieges est plus importante en conditions extrémement
chaudes et seches au Moyen-Orient aboutissant a la déshydratation rapide du matériel végétal
que dans les conditions humides et tropicales. Il est préconisé¢ de changer le matériel végétal
tous les 14 jours en conditions de palmeraies iraniennes ce qui demande une main-d’ceuvre

trés importante représentant environ '3 du colit de maintien d’un piege pendant deux mois

(= 10 €).
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La limitation et la variation de l'efficacité des matériaux végétaux dans le temps, d'une
part, et les difficultés de préparation et de renouvellement des matériaux végétaux, d'autre
part, sont les obstacles les plus importants a I'essor de l'application agronomique des piéges a
phéromone a grande échelle, surtout pour développer la technique de piégeage de masse de R.
ferrugineus. La gestion d'un millier de pieges implique de manipuler plusieurs tonnes de

stipes par mois.

Des recherches ont été effectuées pour identifier des produits végétaux a effet phérosy-
nergique par des méthodes différentes (voir 2° partie de la bibliographie) mais aucun de ces
travaux ne semble avoir abouti jusqu'a présent a la mise en ceuvre d'un synergiste synthétique

de la phéromone compétitif avec le matériel végétal.
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2. L’effet synergique des odeurs végétales sur les réponses

des insectes aux phéromones

2.1. Le role des odeurs végétales sur la communication phéromonale

La communication chimique intra-spécifique chez les insectes phytophages est
fortement influencée par la chimie des plantes-hotes. Les effets des plantes-hotes sur la
communication phéromonale des insectes sont trés variés. Ils se manifestent aux niveaux de la
biosynthése et de I’émission des phéromones chez les individus producteurs de phéromones
ou lors de la réponse aux phéromones chez les individus récepteurs. Les composés chimiques
des plantes peuvent étre séquestrés au cours des stades larvaires des insectes pour la
production ultérieure de phéromones par les adultes ou étre acquis par les adultes comme les
précurseurs directs de la biosynthése des phéromones. La production ou I'émission des phéro-
mones peut étre provoquée ou stimulée par les médiateurs chimiques des plantes-hotes. Dans
de nombreux cas, il a été établi que des odeurs végétales augmentent fortement l'attractivité

de la phéromone de certains insectes (Landolt & Phillips, 1997).

2.2. Le concept et la mise en évidence de I’effet phérosynergique des odeurs

végétales

L’effet synergique des odeurs végétales sur la communication phéromonale, pour lequel
nous utiliserons le néologisme ‘phérosynergie’, a été mis en évidence a la suite de I'attraction
trés faible de certaines phéromones d'agrégation sur le terrain, insatisfaisante pour des appli-
cations agronomiques. Dans la bibliographie, la phérosynergie est généralement attribuée a
I’augmentation d’attraction de la phéromone par une odeur végétale a un niveau supérieur a

une ‘valeur attendue’.

Différents critéres ont été utilisés dans la bibliographie pour concrétiser cette ‘valeur
attendue’ et pour valider I'effet phérosynergique. Dans plusieurs cas, la phérosynergie a été
établie en montrant que la capture par les piéges appatés avec la combinaison phéromone-
odeur végétale (P+K) est supérieure aux captures par la phéromone (P) ou l'odeur végétale
(K) seules: (P + K) > (P) ou (K). Par exemple, chez Anthonomus grandis Boheman, la
capture des pieges appatés avec la phéromone d’agrégation et le trans-2-hexen-1-ol a été
significativement supérieure a celle de la phéromone seule (2,3 fois) ou celle du trans-2-

hexen-1-ol seul (11 fois) (Dickens, 1989). Chez Carpohilus hemipterus, la capture des picges
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appatés avec la phéromone et du raisin pourri a été significativement supérieure a celle des
picges avec la phéromone seule (15 fois) ou avec le matériel végétal seul (5,6 fois) (Blumberg
et al., 1993). Chez Rhynchophorus palmarum, la capture des pieges appatés avec la combi-
naison des males et du stipe de palmier a huile a été supérieure a celle des pieges appatés avec
les insectes males seuls (24,6 fois) ou avec le matériel végétal seul (4,1 fois) (Rochat et al.,
1991a§ette démarche a été également utilisée pour montrer 1’effet phérosynergique du coeur
de palmier dattier chez R. ferrugineus, ou les picges appatés avec la phéromone et le matériel
végétal ont capturé 5 et 31 fois plus d’insectes que les pieges appatés respectivement avec la
phéromone seule ou avec le matériel végétal seul (Avand-Faghih, 1998 ; Rochat & Avand-
Faghih, 2000). Chez les Rhynchophorus spp., les pieges appatés avec la combinaison de la
phéromone et du matériel végétal capturent généralement 8 a 20 fois plus que la phéromone

seule ou le matériel végétal seul (Revue : Giblin-Davis et al., 1996a).

Dans certains cas, la phérosynergie a été démontrée par la supériorité¢ de (P + K) a
I’addition des captures de P et K seuls : (P + K) > (P) + (K). Chez Sitophilus zeamais, la
capture par la combinaison de la phéromone avec le matériel végétal a été > 2 fois plus que la
somme de la capture par la phéromone et le matériel végétal seul (Walgenbach et al., 1987).
En revanche, Tilles et al. (1986) ont utilis¢ une méthode statistique (test du signe) pour
démontrer I’effet synergique de 1’éthanol (un produit volatil émis en abondance par les pins
morts ou affaiblis) sur l'a-pinéne ou un mélange de terpénes (produits volatils des coniferes)
en comparant les captures des charangons du pin, Hylobius abietis (L.), par la combinaison
des deux substances, a la somme des captures de chacun des deux séparément. Cette méthode

parait justifier plus rigoureusement l'effet phérosynergique.

Dowd & Bartelt (1991) ont défini trois indices pour montrer les interactions entre les
produits phéromonaux et végétaux et quantifier 1’effet phérosynergique chez Carpophilus
hemipterus:

1) attractivité relative (AR) : AR =[(P) + (K)] / (P)

Une AR équivalente a 1 montre que K n’est pas attractive par elle-méme.

2) ratio synergique (RS) : RS=P +K)/[(P) + (K)]

la valeur de RS montre jusqu’a quel point I’activité de la combinaison de deux odeurs
(K + P) peut dépasser la somme des activités individuelles de chacune des odeurs. Un RS
équivalent a 1 montre 1’absence d’effet synergique. Dans ce cas, il y a un effet additif des
deux stimuli.

3) attractivité totale (AT) : AT=AR xRS =[(P +K)]/(P)


Auteur
Ref INEXACTE pas a et b en BIBLIO
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Une AT équivalente a 1 montre qu’il n’y a pas d'attractivit¢ en relation avec la

phéromone.

Ces indices ont permis de valider 1’effet phérosynergique dans un essai comportemental
a I’aide d’un tunnel de vol reposant sur des choix binaires ou toutes les combinaisons de (P),

(K) et (P + K) ont été¢ comparées deux par deux .

Chez R. palmarum, 1'effet phérosynergique de I'acétoine a ¢té¢ mis en évidence dans un

olfactometre a quatre voies en utilisant ces coefficients (Said, 2003).

2.3. Les synergistes végétaux des phéromones d’insectes

L’effet phérosynergique de la plante-hdte a ét€ mis en évidence majoritairement chez
les coléopteres pour lesquels les phéromones d’agrégation ont été identifiées. Cependant, ce
phénoméne a été également observé dans d'autres ordres d’insectes. Par exemple, chez
Drosophila borealis et D. littoralis, I’extrait d’écorce fermenté de tremble a eu un effet syner-
gique sur la phéromone d’agrégation produite par les males (Bartelt et al., 1988). Chez un
1épidoptere, Trichoplusia ni (Hiibner), I’attraction de la phéromone sexuelle produite par les
males a été augmentée par I’odeur de la plante-hote (cotonnier) dans un tunnel du vol

(Landolt et al., 1994).

Parmi les coléopteres, la phérosynergie a surtout ét¢ décrite chez les Scolytidae, les

Sylvanidae, les Nitidulidae, certains Dynastidae et Curculionidae.

2.3.1. Nitidulidae

Ils sont attirés par les odeurs d’une vaste gamme d'aliments (maticres végétales
fermentées) comme la pate a pain, les fruits et les lIégumes au laboratoire comme sur le
terrain. Chez plusieurs especes, les phéromones d’agrégation produites par les méles ont été
identifiées. Elles sont des attractifs trés faibles mais ayant un effet phérosynergique avec des
odeurs de nourriture. Certains matériaux végétaux comme la pate a pain (Bartelt et al., 1995 ;
James et al., 1996 & 2000) ; le raisin pourri (Blumberg et al., 1993), le jus de pomme
fermenté dans les granules en polyacrylamides (James et al., 2001) ont été utilisés comme

phérosynergistes pour les applications agronomiques.

2.3.2. Dynastinae

Il n’y a pas de rapport sur I’attraction des dynastes par leurs plantes-hotes dans la

bibliographie. Les phéromones d’agrégation produites par les males ont été identifiées chez
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Oryctes monoceros (Olivier) (Gries et al., 1994b), O. rhinoceros L. (Hallett et al., 1995 ;
Morin et al., 1996), O. elegans Prell (Rochat et al., 2004), Scapanes australis Boisduval
(Rochat et al., 2000b & 2002) et Strategus aloeus L. (Rochat et al., 2000b). L’effet
phérosynergique de rafle de palmier a huile a ét¢ démontré chez O. rhinoceros (Hallett et al.,
1995 ; Sudharto Ps et al., 2001) et O. monoceros (Allou et al., 2002) et celui du coeur de stipe
de palmier dattier chez O. elegans (Rochat et al., 2004). La canne a sucre et le cocotier ont eu
un effet phérosynergique chez Scapanes australis grossepunctatus mais 1’effet phérosyner-
gique du cocotier a été significativement supérieur a celui de la canne a sucre (Rochat ef al.,
2000b & 2002). L’effet phérosynergique est trés spectaculaire chez O. elegans pour lequel
I’attractivité de la phéromone seule est trés faible sur le terrain (Rochat et al., 2004). Chez O.
rhinoceros, la phéromone seule présente a l'inverse une attractivité importante (Hallett et al.,

1995 ; Morin et al., 1996).

2.3.3. Curculionidae

Les phéromones d’agrégation produites par les males ont été également identifiées chez
plusieurs Curculionides. Les odeurs de différents tissus de leurs plantes-hotes, servant de
source de nourriture ou de sites d’oviposition, jouent un role phérosynergique. Par exemple,
chez Anthonomus grandis Boheman, les essais de piégeage sur le terrain ont mis en évidence
le role phérosynergique de 1’odeur de feuille verte (alcools et aldéhydes a six atomes de
carbone issus de la dégradation oxydative des lipides végétaux comme 1’acide linoléique et
I’acide linolénique : tramns-2-hexen-1-ol, cis-3-hexen-1-ol ou 1-hexanol par exemple). Le
trans-2-hexen-1-ol a non seulement augmenté la capture des piéges a la phéromone mais a
aussi prolongé leur durée d’attraction (Dickens, 1989). Les (E)-B-ocimene et B-caryophylléne
(sesquiterpenes) ont également amélioré D’attraction de la phéromone de 4. grandis sur le

terrain.

Chez Conotrachelus nenuphar (Herbst), certaines odeurs de fruits de plantes-hotes
comme le benzaldéhyde, I'isovalérate d’éthyle et le limonene ont des effets attractifs. L’effet
phérosynergique du benzaldéhyde a ét¢ démontré sur le terrain. L’isovalérate d’éthyle et le

limonéne n’ont pas eu d’effet phérosynergique (Pinero & Prokopy, 2003).

Chez Metamasius hemipterus sericeus, les doses ¢levées d’acétate d’éthyle
(> 800 mg/j), de propionate d’éthyle (> 300 mg/j), de butyrate d’éthyle (> 100 mg/j) ou le
mélange des trois produits ont été aussi attractifs que 250 g de canne a sucre. L’acétate

d’éthyle a une dose > 650 mg/j a montré un effet phérosynergique équivalent a 250 g de
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canne a sucre sur le terrain (Giblin-Davis et al., 1996b). Chez R. palmarum, deux mélanges G
(16 composants) et H (28 composants) (Tableau 20, p. 98) ont montré des effets phéro-

synergiques compétitifs avec = 600 g de canne a sucre sur le terrain (Rochat ez al., 2000a).

Chez R. cruentatus, 1’acétate d’éthyle (1843 ou 482 mg/j) et le (S)-(-)-lactate d’éthyle (a
une dose indéterminée) ont montré un effet phérosynergique compétitif avec 0,5 kg mais pas

avec 1,5 kg de stipe de Sabal palmetto (Walter) (Giblin-Davis et al., 1994).

Chez R. phoenicis, le propionate d’éthyle (30 mg/j) a montré un effet phérosynergique

sur le terrain mais pas compétitif avec 1 kg de tissu de palmier a huile (Gries ef al., 1994a).

Chez R. ferrugineus, le pentanol avec une dose indéterminée a doublé la capture de la
phéromone (0,4 mg/j) sur le terrain mais son effet phérosynergiste n’a pas ét€ comparé avec le
matériel végétal (Gunavardena & Herath, 1995 ; Rajapakse et al., 1998-99). Le mélange 12
(Tableau 19, Annexe 2), un mélange synthétique a base d’éthanol et d’acétate d’éthyle et
contenant 1,25% de pentanal comme 1’'un des quatre composés minoritaires a montré
¢galement un effet phérosynergique moyen, pas compétitif avec le matériel végétal, dans un

criblage effectué sur le terrain (Avand-Faghih, 2000).

2.4. Les techniques pour identifier des phérosynergistes végétaux

Les travaux pour identifier les phérosynergistes végétaux sont nombreux dans la
littérature. Mais il y a trés peu d’exemples aboutissant a un phérosynergiste synthétique

compétitif avec le matériel végétal sur le terrain.

Les odeurs de matériaux végétaux sont qualitativement et quantitativement caractérisées
a l’aide de couplage chromatographie en phase gazeuse — spectrométrie de masse (CPG-
SM). Par exemple, 18 composés isolés a partir de banane inoculée avec de la levure, Saccha-
romyces cerevisiae, (Phelan & Lin, 1991) et sept composés isolés de la pate a pain de blé
inoculé avec de la levure (Lin & Phelan, 1991a) ont été identifiés et quantifiés. Les odeurs de
quatre plantes-hotes de R. palmarum [le cocotier, le palmier a huile, la canne a sucre et
Jacaratia digitata (Solms)] ont été caractérisées a 1’aide de CPG-SM a la suite de collectes
successives de leurs effluves au cours de la fermentation ou plus de 100 composés ont été

identifiés (Rochat et al., 2000a ; Tableau 4).

Parfois des mélanges synthétiques reconstitués a partir de la caractérisation d’odeurs de
matériaux végétaux ont montré de ’attractivité ou un effet phérosynergique intéressant sur le

terrain. Chez Glischrochilus quadrisignatus (Say) et G. fasciatus (Olivier), le mélange
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synthétique d’odeur de pate a pain (contenant de I’acétaldéhyde, de 1’acétate d’éthyle, de
I’éthanol, du propanol, du 2-méthylpropanol, du 2-méthylbutanol et du 3-méthylbutanol a des
doses individuelles bien précises) a été aussi attractif que la pate a pain ou la banane inoculée
avec de la levure sur le terrain (Lin & Phelan, 1991b). Chez Carpophilus lugubris, ce mélange
synthétique a été non seulement aussi attractif que la pate a pain mais il a montré aussi un
effet phérosynergique intéressant sur le terrain (Lin ef al., 1992). Chez R. palmarum, les
mélanges G et H cités précédemment phérosynergistes compétitifs avec = 600 g de canne a

sucre, ont été obtenus par criblage de terrain a partir des données analytiques.

En général deux méthodes ont été utilisées pour sélectionner les molécules ou les
mélanges actifs comme les phérosynergistes parmi un nombre trés important de composés

identifiés chez les plantes-hotes des insectes :

2.4.1. Les méthodes électrophysiologiques

Les techniques d’électrophysiologie comme I’¢lectroantennographie (EAG), ’enregis-
trement unitaire et le couplage de ces méthodes avec la CPG, surtout la CPG-¢lectroantenno-
graphie (CPG-EAG ; abrégée en CPG-EAD par certains auteurs), ont été largement utilisées
pour cribler les composés actifs d’'une odeur végétale au niveau périphérique. Par exemple,
chez Anthonomus grandis, les enregistrements unitaires sur I’antenne ont révélé des classes de
neurones sélectivement réceptifs aux odeurs de cotonnier: I’odeur de feuille verte, un
composé aromatique (bénzaldéhyde), les monoterpeénes (linalool et trans-B-ocimene) et les
sesquiterpenes (f-caryophylléne et f-bisabolol) (Dickens, 1989 & 1990). Chez Metamasius
hemipterus sericeus, I’acétate d’éthyle, le propionate d’éthyle et le butyrate d’éthyle ont été
détectés au niveau antennaire dans une analyse CPG-EAG de I’odeur de la canne a sucre
(Perez et al., 1997). Chez R. phoenicis, 1’acétate d’éthyle, le propionate d’éthyle, le propio-
nate d’isobutyle, le butyrate d’éthyle et 1’isobutyrate d’éthyle ont été détectés au niveau
antennaire dans une analyse CPG-EAG avec ’extrait d’odeur de stipe de palmier a huile
(Gries et al., 1994a). Chez R. ferrugineus, le pentanol et le hexanol ont été actifs au niveau
antennaire dans un criblage des alcools par EAG (Gunawardena & Kern, 1994). Un criblage

EAG a été également réalisés avec certains terpénes (Gunawardena, 1994b).

Bien que ces techniques soient efficaces pour un criblage rapide des molécules sémio-
chimiques potentiellement actives au niveau antennaire, elles ne peuvent pas indiquer le role

comportemental des composés sélectionnés.
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2.4.2. Les tests comportementaux

Les tests olfactométriques en conditions contrélées au laboratoire ont été développés
pour étudier le role des odeurs végétales sur la réponse comportementale des insectes. Les
mélanges synthétiques d’odeurs de banane et de pate a pain ont été respectivement aussi
attractifs que la banane pour Carpophilus hemipterus (L.) (Phelan & Lin, 1991) et que la pate
a pain pour Carpophilus lugubris Murray (Lin & Phelan, 1991a) dans les tests de comporte-

ment effectués au laboratoire a 1’aide d’un tunnel du vol.

Les tests comportementaux ont été¢ €¢galement utilisés pour démontrer 1’effet phérosy-
nergique de matériaux végétaux surtout chez les coléoptéres de petite taille comme Sitophilus
zeamais (Walgenbach et al., 1987) et les Nitidulides (Blumberg ef al., 1993). Said (2003) a
validé 1'effet phérosynergique du jus de canne a sucre et de 'acétoine chez R. palmarum dans
un olfactométre a quatre voies modifi¢ pour la grande taille de cette espece et équipé d'un

stimulateur olfactif adapté a la volatilité importante des produits testés.

Dans certains cas, particuliecrement chez les insectes de grandes tailles comme les
Rhynchophorus spp., il est difficile d'étudier dans un olfactométre, 1'ensemble de la chaine
comportementale intervenant dans l'attraction a longue distance par le message olfactif.
Contrairement aux Iépidoptéres ou aux coléoptéres de petites tailles comme les Nitidulides,
pour lesquels 1'étude de la phase de vol jusqu'a la source d'odeur est possible en tunnel de vol,
les efforts pour étudier la réponse des grands coléoptéres sont limités a une phase de marche a
courte distance. Cette phase correspond uniquement a la phase finale de la chaine comporte-
mentale ou a I’acces a la source odorante et ne traduit pas l'attraction des insectes a longue
distance par les odeurs. Cette limite conduit souvent a des résultats contradictoires entre le
laboratoire et le terrain. Par exemple chez R. ferrugineus, 1’éthanol, le propanol,
I’isopropanol, le pentanol et I’isopentanol ont été attractifs dans un olfactométre en Y mais

pas sur le terrain (Gunawardena & Gunatilake, 1993 ; Gunavardena & Herath, 1995).

Il est donc nécessaire que 1’effet phérosynergique de produits actifs au niveau anten-

naire ou au niveau du comportement en olfactometre soit validé sur le terrain par le piégeage.

Les produits phérosynergiques peuvent étre criblés directement sur le terrain par le
piégeage. Ainsi, par exemple chez R. cruentatus, I’acétate d’éthyle et le (S)-(-)-lactate
d’¢thyle ont montré un effet phérosynergique compétitif avec 0,5 kg de stipe de Sabal
palmetto (Walter). Ces produits ont été criblés parmi 28 molécules issues de la fermentation

de la séve de palmiers, choisis d’apres la bibliographie (Giblin-Davis et al., 1994).
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Dans ce contexte, le présent travail, décrit dans les chapitres suivants, a eu pour but de
caractériser un phérosynergiste synthétique pour faciliter ’essor du piégeage de R. ferru-
gineus, dans une perspective d’application agronomique. Nous avons utilis¢ des techniques
différentes : 1) caractérisation de 1I’odeur du cceur de dattier a I’aide de CPG-SM ; 2) identifi-
cation de composés actifs de ’odeur du cceur de dattier au niveau antennaire par EAG et
CPG-EAG et enfin 3) criblage de mélanges ou de produits a propriétés phérosynergiques mis

en évidence aux points 1 et 2 ou décrits dans la bibliographie par piégeage sur le terrain.



Partie expérimentale

29



30

1. Extraction, analyses et identification des composés volatils émis

par le cceur du palmier dattier au cours de la fermentation

1.1. Introduction

Les composés volatils émis par les végétaux sont identifiés par le couplage chromato-
graphie capillaire en phase gazeuse — spectrométrie de masse (CPG-SM). Les odeurs végé-
tales peuvent étre des mélanges trés complexes, avec une large gamme de molécules. Ainsi,
vingt-huit pics chromatographiques ont été obtenus a partir de la séve fermentée du palmier a
huile et vingt-cinq molécules ont été identifiées par spectrométrie de masse (SM) avec une
variation qualitative et quantitative des produits volatils au cours de la fermentation selon la
méthode d'extraction ou la quantité de matériel végétal (Nagnan et al., 1992). Une centaine de
composés organiques (fraction des composés a plus de 4 atomes de carbone) a été identifice
par CPG-SM a partir de quatre matériels végétaux attractifs pour R. palmarum au cours de la
fermentation dont 65% sont issus de la fermentation. Le phénomene de la fermentation a
abouti a une forte augmentation de la quantité et de la variété des composés volatils émis par
ces tissus végétaux. La quantité de produits volatils émis par les matériaux végétaux de la
famille des Arecaceae (cocotier et palmier a huile) a été 2 a 3 fois supérieure a celle recueillie
chez les autres plantes (Rochat ef al., 2000a). Parmi plus de 100 pics chromatographiques
obtenus a partir d'un distillat de stipe du cocotier seulement 14 molécules ont été identifiées
par SM (Gunawardena, 1994a). Les composés d’odeurs de plantes-hotes des charancons des

palmiers décrits dans la littérature ont été présentés dans le Tableau 4.

L'activité alimentaire des insectes sur le matériel végétal peut induire de grandes diffé-
rences dans les quantités de molécules émises par la plante-hote. Ce phénomene a été observé
dans les analyses effectuées a partir de la canne a sucre avec ou sans R. palmarum et blessée

mécaniquement (Said, 2003).

Dans la seule analyse comparative des odeurs de plantes-hotes de R. palmarum : le
cocotier, le palmier a huile, la canne a sucre et Jacaratia digitata, certains composés caracté-

ristiques pour chaque plante ont ét¢ identifiés (Rochat ez al., 2000a) :

Canne a sucre: les monoterpénes avec un squelette de carbone de type menthane

(a-phellandréne, isoméres de menthol, menthone, isoméres de p-2-menthenol, p-mentha-
1,3,8-triéne), deux composés aromatiques (p-méthylanisole, m-isopropylphénol), heptan-2-ol,

heptan-2-one, octan-2-one et les sesquiterpénes (longifoléne, sesquiterpénes 5, 9 et 11).
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Tableau 4 : Composés volatils des odeurs de matériaux végétaux issus des plantes-hotes des

charancons des palmiers décrits dans la bibliographie.

Famille Produit Famille Produit
chimique chimique
Méthanol e 2-Phényléthanol e m
Ethanol e = Thiofuran m
Butanol m =) Guafiacol e
2-Méthylbutanol e 4 = Styréne ®
Isopentanol e m = g 3-Phényl-2-propénoate d’éthyle m
2-Méthylpentanol e .g = 3-Ethénylcyclohexanone o
> (Z)Hex-3-énol = 7?1': m-Isopropylphénol e
° (E)-Hex-2-énol e E > 3-Isopropyl-6-méthylcyclohexa-2,4-di¢nol
8 Hexanol e e < Ethanone 1-(2-hydroxy-5-méthyl) A
2‘ Méthylhexanol secondaire 1 ® 2 Xyléene A
Méthylhexanol secondaire 2 ® 4-Hydroxy-3-méthoxybénzaldéhyde A
Heptan-2-ol @ o-lonone A
Butane-2,3-diol @ Hexan-2-one ®
Hexane-1,3-diol e m Heptan-2-one o
3-Méthylthiopropanol 7] Octan-2-one ®
1-Méthoxy-2-propanol m g Nonan-2-one ®
Diéthylene glycol A 3 Undécan-2-one e
Acétate d’éthyle o ‘v Tridécan-2-one
Acétate de propyle ® o 3-Hydroxybutan-2-one (Acetoine)e m
Acétate d’isobutyle ® 3-Méthoxybutan-2-one ®
Acétate de butyle ® 6-Méthylhept-5-én-2-one @
Acétate d’isoamyle o m @ Acétaldéhyde o
Acétate de 2-méthylbutyle e i Hexanal @
Acétate de pentyle ® = (E)-2-Hexénal ®
Acétate d’oct-3-ényle ® = Nonanal A
Propionate d’éthyle ® < Décanal A
Propionate d’isopropyle ® Myrcéne ®
Propionate d’isobutyle ® o —Pinéne o
¢ Isobutyrate d’éthyle ® a-Terpinéne ®
k) Butyrate d’éthyle o Limonéne e
7] Isovalérate d’éthyle ® o-Phellandréne
= Hexanoate de méthyle o f-Phellandréne o
Hexanoate d’éthyle @ m S Linalool e
Octanoate d’éthyle @ m ,E Epoxylinalool ®
Oct-7-énoate d’éthyle @ & Menthone
Décanoate d’éthyle o m 2 Menthol e
Undécénoate d’éthyle @ =] cis-p-Menth-2-én-1-ol @
Tiglate d’éthyle o g trans-p-Menth-2-én-1-0l @
Tiglate de butyle ® > Isomenthol e
3,3-Diméthylacrylate d’éthyle ® Acétate de Bornyle ®
Crotonate d’éthyle @ 1,8-Cinéole
Lactate d’éthyle @ o-Thujone o
2-Hydroxy-3-méthylbutanoate d’éthyle ® p-Cyméne o
Acide acétique o m p-Mentha-1,3,8-triéne ®
Acide isobutyrique ® m Monoterpéne cétone ®
Acide propanoique m Longifoléne ®
Acide isovalérique  m Sesquiterpene 1 (M =204) @
) Acide hexanoique  m Sesquiterpéne 2 (M = 204) @
% Acide octanoique ® m Sesquiterpene 3 (M =222) o
) Acide nonanoique A 5] Sesquiterpene 4 (M = 206) ®
< Acide décanoique o m ,5 Sesquiterpene 5 (M =204) o
Acide dodécanoique m e Sesquiterpeéne 6 (M =204) o
Acide lactique o m & Sesquiterpéne 7 (M = 204) @
Acide cyclohexanecarboxylique m 'S Sesquiterpeéne 8 (M =204) o
Acide méthylbuténoique ® E Sesquiterpéne 9 (M = 204) @
Phénol e A % Sesquiterpene 10 (M =204) o
g Méthoxybenzene (Anisole) ® Sesquiterpene 11 (M =204)
2w 1,2-Diméthoxybenzéne (Vératrole) ® Sesquiterpéne 12 (M =224) o
= g Dichlorométhoxybenzéne o Sesquiterpene 13 (M =224) e
g =) p-Méthylanisole ® Trans-B-farneséne @
< o Phényléthanone © A Diméthoxypropane m
= Z‘ Acétate de 2-phényléthyle o Divers 1,1-Diéthoxyéthane o
=] - \
- Isobutyrate de phénéthyle m 6-Bromohex-1-¢éne ®
< 2-Pentylfurane e

e Rochat, 1991 ; Rochat ef al., 2000a. ; m Nagnan et al., 1992 ; A Gunawardena, 1994a



32

Cocotier : les molécules aromatiques (phénol, guaiacol, vératrole), le tiglate d’éthyle, le
3,3-diméthylacrylate d’éthyle, le crotonate d’éthyle, 1’hexan-2-one et la nonan-2-one.
L’acétoine, le butane-2,3-diol et les acétates d’isomyle, de 2-méthylbutyle et d’isobutyle ont
été considérés comme les composés caractéristiques du cocotier a cause de leurs abondances

plus importantes dans le cocotier que dans les autres matériaux végétaux.

Palmier a huile : les acides organiques et leurs esters d’éthyle, le lactate d’éthyle, le 2-

hydroxy-3-méthylbutanoate d’éthyle, I’'undécanoate d’éthyle et le 3-méthylthiopropanol. Le
2-Phényléthanol a été caractéristique du palmier a huile pour sa quantité abondante dans ce
matériel végétal en comparaison avec les autres plantes. Aucun terpéne n’a ét¢ identifié dans
le palmier a huile. Le méme type de composés a été identifi¢ dans la séve fermentée de

palmiers a huile (vin de palme) par Nagnan ef al. (1992).

Jacaratia digitata : les odeurs de feuille verte (I’hexanal, 1’hexanol, les isoméres de

hexén-1-ol) et les monoterpénes. La différence entre les composés de Jacaratia digitata et
ceux des autres plantes a ét¢ plus importante que la différence entre les composés de la canne

a sucre, du cocotier et du palmier a huile (Rochat ez al., 2000a).

Compte tenu de l’installation de R. ferrugineus dans 1’aire du palmier dattier, nous
avons essay¢ de caractériser 1’odeur du cceur de stipe de palmier dattier, le phérosynergiste

végétal disponible pour le piégeage au Moyen Orient en suivant les objectifs suivants :

1. étudier les différences et les ressemblances qualitatives des composés de 1’odeur du
ceeur de stipe de palmier dattier avec ceux des odeurs des autres plantes-hotes des

charangons des palmiers dans la littérature ;

2. quantifier les composés de I’odeur du cceur de stipe de palmier dattier, échantillonnés
par la technique de Microextraction en Phase Solide (SPME) pour construire des
mélanges synthétiques (les mélanges MJ1, MJ2 et MJ2*) et vérifier leurs effets

phérosynergiques sur le terrain (cf. chapitre 5) ;

3. extraire des composés de 1’odeur du coeur de stipe de palmier dattier d’une fagon
cumulative pendant des durées assez longues pour avoir des extraits naturels avec
des concentrations assez élevées pour les analyses CPG-SM et CPG-EAG (cf.

chapitre 3) et assurer une identification maximum des composants.
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1.2. Matériels et Méthodes

1.2.1. Extraction de ’odeur du cceur de palmier dattier

L'extraction de I’odeur du cceur de palmier dattier a été effectuée selon deux protocoles

différents en 2000 et 2002 :

Dans un premier protocole en 2000, nous avons isolé 1’odeur du cceur congelé de
palmier dattier a I’aide de SPME afin de la caractériser qualitativement et quantitativement

pour construire des mélanges synthétiques.

Dans un deuxiéme protocole en 2002, nous avons collecté les odeurs a partir de deux
échantillons de cceur de dattier : congelé et frais a 1’aide d’un polymere adsorbant. Les
constituants des odeurs du cceur de palmier dattier ont été identifiés. Les solutions des extraits
ont été ultérieurement utilisées pour les analyses CPG-EAG et les essais comportementaux au

laboratoire.

Nous avons choisi de réaliser nos échantillonnages pendant une période de 14 (en 2000)
ou 21 jours (en 2002) car cette période correspond a la durée au cours de laquelle le dattier

utilisé pour le piégeage de R. ferrugineus, passe par un maximum d’attractivité puis la perd.

Les échantillonnages SPME et la collecte d’effluves sur le polymeére adsorbant ont été
respectivement effectués a 40° et 30°C, températures correspondant aux conditions des

palmeraies iraniennes infestées par R. ferrugineus.
1.2.1.1. Matériel végeétal

En 2000, un cceur de palmier dattier de la variét¢ Mazafati a été prélevé en Iran
(Saravan), congelé des sa récolte (17/7/01) et réceptionné au laboratoire 4 jours plus tard. Il a
été conservé au congélateur et a été décongelé juste avant le début des collectes de ses

effluves.

En 2002, un rejet de palmier dattier avec pétioles a été prélevé en Iran (Saravan) et
rapporté en France. Le rejet a été conservé en chambre froide (6°C) jusqu’a I’utilisation
(= 45)). Les tissus internes du cceur du rejet, protégés par les gaines foliaires ont été utilisés
pour la collecte d'odeurs ; ils présentaient I’aspect d’un morceau frais de cceur de palmier
dattier. Cette partiec mise a nu a été¢ coupée en morceaux (=2 x 2 x 2 cm). Une partie des
morceaux a €té conservée en chambre froide et considérée comme tissus ‘frais’ et une partie a
été congelée (pendant 3 j a -15°C) pour avoir du tissu congelé. Les morceaux de coeur du

dattier frais ont été mis dans des sacs plastiques perforés, placés sur une grille dans un dessic-
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cateur (= 10 1) contenant de I’eau osmosée. L’air circulant autour des sacs a assur¢ une humi-
dité élevée autour du matériel végétal. Cette méthode a été mise en place pour avoir des
conditions de maintien du matériel végétal proches de celles des piéges sur le terrain pour que

le cceur de dattier évolue (fermentation) comme dans les conditions naturelles.

En 2000, =200 g et en 2002, = 150 g de matériel végétal ont été utilisés pour la collecte
d’effluves (la collecte d’effluves de cceur frais de dattier du 14° au 21° jour a été effectuée

avec ~ 40 g de matériel végétal en 2002).

1.2.1.2. Dispositifs et méthodes de collecte d’effluves

Le dispositif de collecte d’effluves est identique a celui utilisé par Rochat ef al. (2000a).
Trois enceintes ont été utilisées pour collecter les odeurs végétales, contenant :

- du cceur de dattier congelé, de la tige de canne a sucre (la caractérisation de son odeur
n’a pas été effectuée) et rien (témoin vide) en 2000 ;

- du ceeur de dattier frais, du cceur de dattier congelé et rien (témoin vide) en 2002.

Toute la verrerie a été lavée dans un détergent (TFD4, France) pendant 24 h. En 2002,
elle a été séchée dans une étuve a 150°C pendant au moins 60 h pour éliminer les contamina-
tions organiques éventuelles. Les enceintes ont été parcourues par un flux d’air (100 ml/mn)
purifié sur charbon actif et humidifi¢ sur eau osmosée (2000). Le flux d’air n’a pas été humi-

difié¢ en 2002 afin de nous rapprocher de la situation aride des palmeraies du Moyen-Orient.

La Figure 4 montre le dispositif de collecte d’effluves.

Db

FA : cartouche de charbon actif pour filtrer 1'air ; Ch : bain d'eau osmosée pour humidifier l'air (partic non
utilisée en 2002) ; Ec : enceintes contenant le matériel végétal ou vide comme témoin ; Ca : cartouches
contenant du Supelpak-2 (deux cartouches en série utilisées en 2002) ; Db : débitmétres.

Figure 4 : Dispositif de collecte d'effluves utilisé pour 1'isolement des composés volatils émis
par le palmier dattier en 2000 et 2002.
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1.2.1.3. Collecte d’effluves sur un polymeére adsorbant en 2002

Les odeurs émises par les matériaux végétaux ont été collectées sur un polymére adsor-
bant, le Supelpak'™-2 (Supelco, Etats-Unis). Le polymére adsorbant a été purifié avant usage
dans un Soxhlet par extraction au dichlorométhane (Carlo Erba Reagenti, 99,5%, France)
pendant 3 h et puis au n-pentane (Merck, 99%, Allemagne) pendant 6 h pour ¢liminer les

contaminations éventuelles.

Le matériel végétal a ét¢ mis dans une enceinte en verre connectée a 2 cartouches en

verre (en série) remplies avec ~ 500 mg de Supelpak™-2.

La collecte d’effluves a été effectuée en changeant réguliérement les cartouches adsor-
bantes a partir de la mise en place du matériel végétal dans le dispositif pour chaque échan-
tillon. Cinq prélévements ont été réalisés : du 17 au 4° jour (J0-4), du 4 au 7° jour (J4-7), du 7
au 10° jour (J4-10), du 10 au 14° jour (J10-14) et du 14 au 21° jour (J14-21). L’extraction des
odeurs a été effectuée par 3 ml et 2 ml de n-hexane (Carlo Erba Reagenti, > 98%, France)
pour respectivement les premicres et les secondes cartouches situées a I’extrémité des
enceintes. Les flacons contenant les extraits ont été conservés au congélateur jusqu’aux

analyses chimiques.

1.2.1.4. Collecte d’effluves par SPME

La SPME avec une fibre de 100 um de polydiméthylsiloxane (PDMS) a été utilisée en
2000 pour échantillonner les composés volatils émis par le matériel végétal. Les récipients de
matériel végétal et témoin (vide) ont été séparés du flux d’air et les ouvertures des récipients
ont ét¢ fermées par deux septums. Les échantillonnages SPME ont été effectués aprés 20 mn :
le temps d’équilibre dans I’enceinte. La fibre a été introduite dans le récipient du matériel
végétal au travers du septum. Sept échantillonnages ont été effectués pendant 40 mn des la
mise en place du matériel végétal et aprés 1 (J1), 2 (J2), 4 (J4), 7(J7), 10(J10) et 14 (J14)

jours.

Deux séries d'échantillonnages SPME ont été effectuées avec la méme fibre en 2000,
’une pour analyses en CPG et I’autre en CPG-SM.

1.2.2. Analyses CPG

Toutes les analyses ont été réalisées sur un chromatographe en phase gazeuse Varian
Star 3400 Cx équipé d’un injecteur SPI (Septum Programmable Injector), d’un détecteur FID

(Flame Ionisation Detector) et d’une colonne capillaire apolaire RTx-5MS (30 m x 0,32 mm
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-DI, de 1 um d’épaisseur de phase). Le gaz vecteur était I’hélium (15 psi). L’injecteur et le
détecteur ont été maintenus a 240°C. La température de la colonne a suivi la programmation
suivante : 1 mn a 50°C, puis s’¢éléve a raison de 20°C/mn jusqu'a 70°C ou elle se maintient
pendant 4 mn, puis atteint une température de 240°C a raison de 10°C/mn et se maintient a
cette température finale pendant 5 mn. La durée totale de programmation a été¢ de 28 mn. La
désorption de 1’échantillon dans le chromatographe a été effectuée pendant 2 ou 10 mn, en

2000 et 2002 respectivement.

1.2.3. Analyses CPG-SM
L’identification des effluves végétaux a été réalisée par CPG-SM.

En 2000, la température de I’injecteur de CPG-SM était de 250°C et une colonne
apolaire MDN-5S a été utilisée. Le gaz vecteur était I’hélium (13 psi). La température de la
colonne a suivi la programmation suivante : 1 mn a 50°C, puis s’éléve a 90°C a raison de
5°C/mn ; elle y est maintenue pendant 1 mn puis atteint une température de 300°C a raison de

10°C/mn.

En 2002, un chromatographe en phase gazeuse Delsi DI200 équipé d’une colonne capillaire
(30 m x 0,32 mm -DI, de 0,5um d’épaisseur de phase) (Supelco, Bellefonte, PA, USA),
couplé a un spectrometre de masse quadripolaire Nermag R30-10 a été utilisé. L’injecteur
Splitless était chauffé a 222°C. La programmation de température était la suivante : 1 mn a
40°C, puis de 40°C a 80°C a raison de 3°C/mn, 1 mn a 80°C, puis de 80°C a 300°C a raison
de 13°C/mn. Le gaz vecteur était I’hélium a une pression de 1 bar. Les spectres ont été enre-

gistrés en mode ‘impact ¢électronique’ a 70 eV sur une gamme de masse 40-340 uma.
1.2.4. Identification et quantification des produits

Les composés du cceur de palmier dattier ont été identifiés d’aprés les données de la

librairie de CPG-SM en 2000 et 2002.

La quantification des produits a été effectuée seulement pour les échantillonnages
d’odeurs de cceur congelé de dattier réalisés par SPME (en 2000), ce qui nous a permis de
visualiser les pics des produits volatils (les pics de produits volatils sont cachés par le pic de
solvant dans la technique de collecte d’effluves sur un polymere adsorbant). Pour les produits
majoritaires des extraits, les identifications obtenues par CPG-SM ont été controlées par
comparaison des temps de rétention des composés d’extraits naturels avec des composés de

référence (échantillonnés par SPME) disponibles dans la banque de produits du laboratoire.
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La composition qualitative des différents échantillons de SPME a été décrite. Les
quantités de composés volatils issus du cceur de dattier, échantillonnés par SPME ont été
déterminées par la formule suivante :

Qi =[(Ap x Cpp) x (1 + K)] /K
ou:
Qi = quantité de compos¢ initialement dans le récipient du matériel végétal
Ap= Aire du pic de produit d’apres le chromatogramme
Crip = constante de réponse du détecteur

K = KFripre (ml)

Krine pour chaque composé a été calculé a partir du modele de régression linéaire de
Bartelt (1997) :
Log(K) = By + B..R + B,.T + B; +B,
ou:
R = indice de Kovats
T = température (°C)
By = constante du modéle de régression linéaire de Bartelt (-2,82 £+ 0,028)
B, = facteur de I’indice de rétention de CPG (0,00419 + 0,000023)
B, = facteur pour la température (-0,0257 = 0,00059)
B3 = constante de correction pour les fonctions chimiques

B4 = constante de correction pour le noyau benzénique (-0,20 £ 0,017 si présent, 0 sinon)

Les indices de Kovats ont ét¢ déterminés a 1’aide de la ligne établie a partir de log des
temps de rétention du pentane et du pentadécane et leurs indices de Kovats constants pour les
alcanes (nombre d'atomes de carbone x 100) (Debbrecht, 1985). Les alcanes ont été choisis de
telle fagon que leurs temps de rétention encadrent ceux des produits. Un échantillonnage
SPME de mélanges de produits et de deux alcanes a été injecté pour obtenir leurs temps de
rétention. Pour 1’éthanol, 1’acide acétique, 1’acétate d’éthyle et 1’acide isobutyrique dont les
temps de rétention sont inférieurs a celui du pentane, les indices de Kovats calculés par
Bartelt ont été utilisés. Dans le cas de 1’acétate de méthyle dont I’indice de Kovats n’est pas

calculé par Bartelt (1997), une estimation approximative a été effectuée.

Les constantes de réponse du détecteur précédemment calculées pour certains produits
avec une colonne apolaire WCOT CPSil8-CB (25 m x 0,32 mm -DI, de 0,4 um d’épaisseur de

phase) ont été utilisées. Pour l'isopentanol, le 2-méthylbutanol, 1'acide isobutyrique et 'acide
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isovalérique dont les constantes de réponse du détecteur n’étaient pas disponibles, les droites
de régression entre la quantité injectée et I’aire du pic obtenue sur le chromatogramme ont été
¢tablies. La pente de ces droites fournit les constantes de réponse du détecteur et permet de
calculer les quantités injectées a partir de 1’aire des pics obtenue. Pour la déterminer, 1 pl de
solutions a 1, 10, 100 et 1000 ng/ul de chaque produit a été injecté. Deux répétitions sont

réalisées pour chaque concentration.

1.3. Résultats et Discussion

Le cceur de dattier utilis€¢ pour les analyses de 2000 s'est dégradé apres décongélation,
évoluant différemment d’un matériel non congelé en conditions naturelles. Le tissu s'est
complétement liquéfié au 14° jour alors que dans les conditions naturelles (plus chaudes et

plus séches), il se déshydrate.

Au cours de ’analyse réalisée en 2002, le cceur de dattier a suivi une évolution plus

proche de ce que I'on observe en conditions naturelles.

La procédure de séchage prolongé de la verrerie en étuve et la purification du polymeére
adsorbant dans le Soxhlet par extraction au dichlorométhane et au n-pentane a été efficace

pour réduire les contaminations.

1.3.1. Analyses qualitatives

Les résultats des analyses montrent que 1’odeur du cceur de palmier dattier est un
mélange complexe. Au total 109 molécules : 15 alcools, 21 esters, 9 acides, 30 molécules
cycliques ou aromatiques, 17 cétones, 2 terpenes, 2 aldéhydes et 13 hydrocarbures (les
alcanes ou les alcénes et un produit soufré : le trisulfide diméthyle) ont été identifiées dont 33
composés ont été déja présentés dans la littérature comme les composants d’odeurs de
plantes-hotes des charangons des palmiers (Rochat, 1991 ; Nagnan et al., 1992 ; Gunawar-
dena, 1994a ; Rochat et al., 2000a). Cette composition montre une richesse importante aux
niveaux des produits cycliques ou aromatiques et des esters. Par contre le nombre de terpenes,

d’aldéhydes et d’acides a été faible dans le cceur de palmier dattier.

Les produits identifiés en 2000 et 2002, en partie différents, sont présentés dans les
Tableaux 5 (2000), 6 (2002, cceur frais de palmier dattier) et 7 (2002, cceur congelé de palmier
dattier). Les chromatogrammes correspondants aux analyses des extraits du cceur de dattier de
2002 sont illustrés dans 1’annexe 1 (Figures 5 - 14). Les produits volatils comme 1’éthanol,

I’acétate d’éthyle, I’acide acétique etc. sont identifiés en 2000 ou la technique SPME a été
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appliquée pour échantillonner les odeurs. Les pics de ces produits ont ét¢ éventuellement
cachés par le pic du solvant en 2002 ou les solutions d’extraits dans 1’hexane ont été utilisées
pour les analyses chimiques. En 2000 et 2002, au total 30 et 89 composés ont été respective-
ment identifiés dont dix molécules ont ét¢ communes : le 2-méthylbutanol, le butane-2,3-diol,
I’acétate d’isobutyle, 1’acétate d’isomyle, le nonan-2-one, le phénol, le guaiacol et le
2-phényléthanol composés caractéristiques des palmiers (cocotier ou palmier a huile) d’apres
Rochat et al. (2000a) et le octan-3-one et le 6-méthylheptan-3-one comme deux autres

produits non présentés dans la bibliographie relative aux composants d’odeurs des palmiers.

Tableau 5 : Pourcentage des composés volatils issus du cceur de dattier échantillonnés par

SPME (sans considération de 1’air des produits qui ne sont pas identifiés).

Famille i Echantillons SPME
Chimique Molécule hp) J4 J7
Ethanol e 100 35,3 29,9
2-Méthylbutanol e 0,1
Isopentanol @ 0,1 0,3
Aleools Butan-2-ol *
. 10,3 11,1 47,8 0,4
Butane-2,3-diol e 9.2 7.8 182
Acétate de méthyle 1,2
Acétate d’éthyle @ 35,3 445
Acétate d’isobutyle (ou butyle) Trace
Esters Acétate de butan-2-ol Trace
Acétate de 2-méthylbutan-1-ol @ Trace
Acétate d’isoamyle @ 0,02 0,4
Propionate de butan-2-ol Trace
Octanoate d’éthyle ® Trace
Acide acétique ® 6,0 0,2 7,1
Acide propionique ® Trace
. Acide isobutyrique ® 0,1 1,0
Acides Acide 2-méthylbutyrique Trace
Acide butyrique Trace 2,0
Acide isovalérique ® 0,1 0,9 0,1 Trace
Phénol e 0,5 0,4 0,7 Trace  Trace
. 2-Phényléthanol 0,5 0,3
Cycllqu.es OU - Acétate de 2-phénéthyle o 0,3
aromatiques Propionate de 2-phénéthyle Trace
Guaiacol e 0,1 0,1 0,4 0,2 0,1
Acétone * *
Butan-2-one 97,5 8,6
Cétones Nonan-2-one ® 1,6 Trace Trace 0,9 Trace
6-méthylheptan-3-one Trace
Octan-3-one Trace
Acétoine 1,6 3,0 23,7 1,0

* 1 Quantité non calculée a cause du temps de rétention trés faible n'ayant pas permis de déterminer 1’indice de
Kovats et la constante de réponse du détecteur. Les proportions des constituants identifiés aux jours 7 et/ou
10 ont été calculées sans considérer la quantité de ce(s) produit(s).

e : produit identifié chez les plantes-hotes des charangons des palmiers dans la bibliographie (Rochat, 1991 ;
Nagnan ef al., 1992 ; Gunawardena, 1994a ; Rochat et al., 2000a).

En gras : produit identifi¢ dans les autres prélevements.
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L’octan-3-one et I’oct-1-en-3-ol (identifiés en 2002) sont deux composants de I’odeur de
I’avoine actifs aux niveaux antennaire et comportemental (dans un mélange synthétique avec
le nonanal comme 3° composé) chez Oryzaephilus surinamensis (L.) (White et al., 1989). En
2002, 67 et 47 produits ont été respectivement identifiés dans le cceur congelé et frais de stipe
de palmier dattier dont 26 ont ét¢é communs (Tableaux 6 et 7).

La plupart des produits lourds, caractérisés par un temps de rétention supérieur a 15 mn

ne sont pas identifiés.

Les résultats montrent que les extraits obtenus en 2002 posseédent une variation qualita-
tive importante nous permettant de réaliser les analyses CPG-EAG sur une large gamme de

composants de 1I’odeur du cceur de dattier.

Tableau 6 : Liste des molécules identifiées par collecte d’effluves sur Supelpak'™-2 dans

I'odeur de cceur frais de stipe de palmier dattier au cours de la fermentation en 2002.

N° Molécule Ne Molécule
1 Acétate d’isobutyle o 25  2-Pentylfurane
2 2,4-Diméthylpenta-2,4-di¢ne 26 Octan-3-ol
3 2,4-Diméthylpenta-2,3-diéne 27 Décane
4 2,4-Diméthylpenta-1,3-diene 28  Méthoxyméthylbenzene
5 Hexan-3-one 29* Limonene o
6 Hexan-2-one o 30 Phényléthanone o
7 3,4-diméthylpent-2-éne 31 Oxyde de linalool
8 Hexan-3-ol 32* 1,3,5,5-Tetraméthylcyclohexa-1,3-di¢ne
9 Octane 33* Triméthylcyclopropane (ou 2-méthyl-1-propénylidéne)
10  Triméthylfurane 34 Nonan-2-one ®
11  Isovalérate d’éthyle o 35 Méthyléthylphénol
12 Ethylbenzéne 36 Undécane
13 Xyléne o 37 Bornyl méthyl éther
14* Acétate d’isoamyle o 38  Ethylméthylbenzéne
15 Styréne o 39 Dodécane
16 Heptan-2-one e 40 Triméthylbenzene
17 Heptan-2-ol @ 41* 2,4-Décadienal
18  Nonane 42 Tridécane
19 Anisole @ 43 Déca-2,4-dienal
20* Acétate de propyle ® 44 Acétate de 3,7-diméthyloct-6-en-1-o0l
21  Propionate de pentyle 45* Phénol-2,5bis (ou 1,1-diméthyléthyl)
22 Oct-7-¢n-4-0l 46  Acide hexadécylique
23* Oct-1-én-3-o0l 47  Acide octadécylique

24 Octan-3-one
* : identification douteuse.
e : produit identifié dans les plantes-hotes des charangons des palmiers dans la bibliographie (Rochat, 1991 ;
Nagnan et al., 1992 ; Gunawardena, 1994a ; Rochat et al., 2000a).
En gras : produit identifié dans les autres prélévements.
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Tableau 7 : Liste des molécules identifiées par collecte d’effluves sur Supelpak ™-2 dans

Z
o

ORI PR~

26*
27
28%*
29%
30
31
32
33
34

Molécule Ne°
2-Ethylfurane 35
Butane-2,3-diol e 36
Acétate d’isobutyle 37
Isovalérate de méthyle 38
Hexan-3-one 39%
Hexan-2-one o 40
Hexan-3-ol 41*
Octane 42*
2,3,5-Triméthylfurane 43
3-Méthylpentan-3-ol 44
4-Méthylhexan-3-one 45
Butyrate de propyle 46
Isovalérate d'éthyle o 47
Heptan-4-ol 48*
Xyléne o 49
Acétate d'isoamyle o 50
Styréne o 51
Heptan-2-one o 52
Heptan-2-ol 53
Anisole o 54
Acétate de pentyle 55
Propionate de néopentyle 56
Trisulfide diméthyl 57
Acide 2-éthylbutanoique 58
Oct-7-én-4-o0l 59
Oct-1-¢én-3-ol 60
Octan-3-one 61
6-Méthylheptan-3-one 62
5-Méthylheptan-3-one 63
Acétate de propyle o 64
3-hydroxybutanoate d'éthyle 65
Phénol 66

6-Méthylhept-5-én-2-one 67*

6-Méthylhept-5-én-2-ol

I'odeur de cceur congelé de stipe de palmier dattier au cours de la fermentation en 2002.

Molécule

Octan-3-ol

Décane

Acétate d’hexyle

Butyrate de 2-méthylbutyle
5-Méthylhept-3-én-2-one

Phényléthanone e

Oxyde de linalool

Cyclopropanetriméthyl (ou 2-méthyl-1-propenylidéne)
Mequinol

Guaiacol e

Nonan-2-one e

Hexa-2,4-diénoate d’éthyle
3,7-diméthylocta-1,6-dién-3-ol
Undécan-2-one

Butyrate de 3,3-diméthylbutyle
3,7-diméthylocta-1,6-dién-3-ol ou phényl éthyl méthyl
Méthyléthylphénol

Décan-3-one

Décan-2-one

2-Phényléthanol e

Dodécane
2,3,4,5-tetraméthyltricyclo[3.2.1.0*"Joct-3-éne
Vératrole ®

Bornyl méthyl éther

Dodécanone

Acétate de 2-phénéthyle o
4-Ethyl-2-méthoxyphénol

Tridécane
1-(4-Hydroxy-5-méthoxyphényl)éthanone
1-(2-Hydroxy-5-méthoxyphényl)éthanone
Pentadéc-1-éne

Heptadéc-1-éne
1,5,5,9-Tetraméthylspiro[5,5]-undeca-1,8-diéne

" numérotation indépendante de celle donnée au Tableau 6.

* : identification douteuse.

e : produit identifié chez les plantes-hétes des charangons des palmiers dans la bibliographie (Rochat, 1991 ;
Nagnan et al., 1992 ; Gunawardena, 1994a ; Rochat et al., 2000a).

En gras : produit identifi¢ dans les autres prélévements.

1.3.2. Analyses quantitatives

Au point de vue qualitatif, le nombre de molécules identifi¢es a globalement augmenté

jusqu'au deuxiéme jour de la collecte d'effluves puis a décliné progressivement jusqu'au 14°

jour. La quantité totale de produits a évolué de facon similaire (Figure 15).

Le maximum du nombre d’alcools a été obtenu au 2° jour et puis le maximum d’acides

au 4° jour, ensuite le maximum des cétones entre le 7° et 10° jour. Ceci représente un proces-

sus classique de fermentation. Le maximum du nombre d’esters et de produits cycliques ou

aromatiques a été respectivement obtenu au 1°-2° et 2° jour. L’évolution qualitative et
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quantitative des composés de familles chimiques différentes a été respectivement démontré

sur les Figures 16 et 17.
Trois phases peuvent étre considérées pendant le processus de la fermentation :

La Phase 1, qui a duré de la mise en place du végétal au 4° jour, est caractérisée par la
présence d’éthanol et d’acétate d’éthyle comme produits majoritaires (75% du total). Alors
que les quantités d’éthanol et d’acétate d’éthyle ont été équivalentes (458 ng) au premier jour,
I’acétate d’éthyle (586 ng) a été 1,5 fois plus abondant que 1’éthanol (394 ng) au deuxiéme
jour. Le butane-2,3-diol et I’acétoine sont les deux autres produits les plus abondants durant
cette phase. La quantité de butane-2,3-diol reste constante (250 ng ; 19% du total) mais celle

de I’acétoine augmente de 21 ng (1,6%) a 40 ng (3%) du premier au deuxi¢me jour.

20 1400

Le nombre de molécules identifiées dans le
coeur de dattier au cours de fermentation
UOTBJUIULIAJ P
SIMO0J NE JINJEP 3P MI0I I SURP SIYIUIPI
smefoA sasodurod ap (5u) afejoe) nuenb e

14

Temps (j)

Figure 15 : Evolution qualitative et quantitative de I’odeur du cceur de palmier dattier,
Phoenix dactylifera L., au cours de la fermentation
d’apres les échantillonnages SPME effectués en 2000.

La Phase intermédiaire, le 4° jour de collecte, est caractérisée par 1’absence d'éthanol et

d’acétate d’éthyle et la présence de butane-2,3-diol (259 ng; 66% du total) et d’acétoine
(93 ng ; 24% du total) comme produits majoritaires. Cette phase correspond a la diminution

qualitative et quantitative observée, au quatriéme jour sur la Figure 15.
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La Phase 2, apres le quatrieéme jour, est caractérisée par I’apparition d’une quantité tres
importante de butan-2-one au 7° (1026 ng ; 97,5% de 1'odeur) et 10° (90 ng ; 80% de I'odeur)
jour comme produit majoritaire apres la diminution remarquable des quantités de butane-2,3-

diol (4 ng ; 0,4% du total des produits) et d'acétoine (10 ng ; 1% du total) au 7° jour.

—&— Acides —i— Alcools - -/ - Cétones
—K- Cycliques —@- Esters

Le nombre des molécules

o

Temps (j)

Figure 16 : Evolution qualitative des composés de différentes familles chimiques au cours
de la fermentation du cceur de palmier dattier, Phoenix dactylifera L.,
d’apres les échantillonnages SPME effectués en 2000.

L’acide acétique, la nonan-2-one et I’acétate de méthyle sont présents dans la phase 1,
et I’acide butyrique dans la phase 2 en quantités moyennes (> 20 ng ; > 1%). Il y a également

de I’acide acétique dans la phase intermédiaire en quantité moyenne.

Le guaiacol est le seul produit minoritaire que 1’on trouve dans toutes les phases en
quantité a peu pres constante, 1-2 ng (0,1 - 1,3% de l'odeur). Les autres produits minoritaires
comme le phénol, l'isopentanol, 1'acétate d’isoamyle, le 2-phényléthanol, I'acide isovalérique
et l'acide isobutyrique se trouvent dans la phase 1 ou intermédiaire en quantités faibles

(<10 ng; < 1%).

Les compositions des odeurs de cceur du palmier dattier au J1 et J2 (premiére phase),
avec le maximum de composants aux niveaux qualitatif et quantitatif, ont été respectivement
choisies pour préparer les mélanges synthétiques MJ1 et MJ2 et vérifier leurs effets phéro-

synergiques sur le terrain.
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Figure 17 : Evolution quantitative (en %) des composés des différentes familles chimiques
au cours de la fermentation du cceur de palmier dattier, Phoenix dactylifera L.,

d’apres les échantillonnages SPME effectués en 2000.

D’apres les chromatogrammes d’extraits obtenus en 2002, le nombre de composés vola-
tils dans le ceeur frais du palmier dattier a diminué jusqu’au 7° jour et ensuite a augmenté au
fur et au mesure jusqu’a la fin de 1’essai. Ce sont surtout des produits moins volatils avec un
temps de rétention > 11,5 minutes qui sont apparus aprés le 7° jour. Le cceur congelé du
palmier dattier a présenté a peu pres la méme évolution qualitative au cours du temps mais
avec une homogénéité plus importante que dans le cceur frais du palmier dattier. Environ 60
pics ont été intégrés sur les chromatogrammes pour le cceur frais ou congelé du dattier [sans

compter les pics contenus dans le solvant (6 pics)] dont 34 ont été communs.
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2. Etude morphofonctionnelle de I’antenne du charancon rouge
des palmiers, R. ferrugineus, par microscopie électronique

a balayage et électroantennographie

2.1. Introduction

La technique de I’¢électroantennographie (EAG) a été largement utilisée pour étudier
I’activité biologique des produits sémiochimiques, soit phéromonaux soit végétaux, au niveau
du systéme nerveux périphérique (SNP) de I’antenne des insectes ou on trouve généralement
les sensilles olfactives. Le couplage chromatographie en phase gazeuse - €lectroantennogra-
phie ou (CPG-EAG) est considéré comme un outil performant et facile a mettre en ceuvre
pour cribler rapidement des composants biologiquement actifs d’'un mélange complexe au
niveau du SNP. Nous avons donc utilisé cette technique dans le cadre de cette thése pour
cribler des composés d’effluves de coeur de dattier en fermentation (isolés par collectes

d’effluves) actifs au niveau du SNP antennaire.

Au préalable, nous avons déterminé les parameétres optimaux d'enregistrement d'EAG a
partir de l'antenne de R. ferrugineus en prenant en compte la morphologie particuliére des

antennes des insectes de la famille des Rhynchophoridae.
2.1.1. Morphologie de ’antenne et réponse EAG

Le branchement de 1’¢lectrode d’enregistrement a l'extrémité d’une antenne linéaire,
comme les antennes filiformes des 1épidopteres, permet d’enregistrer la 'somme' des réponses
des sensilles réparties ‘en série’ sur la longueur de I’antenne. Il est démontré que 1’amplitude
de la phase initiale et rapide de ’EAG est approximativement proportionnelle a la longueur de
I’antenne branchée chez Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Nagai, 1981) et Oryzaephilus surina-
mensis (L.) (White, 1991). Les sensilles trichoides sont principalement localisées sur la face
ventrale de I’antenne de O. nubilalis ou il n’y a pas d’écailles. Les amplitudes des réponses
EAG sont plus importantes lorsque la face ventrale est exposée au flux d’air odorisé chez
cette espece (Nagai et al., 1977). Chez O. surinamensis, les sensilles olfactives sont localisées
sur les trois segments de la massue ou le positionnement de 1’électrode d’enregistrement
abouti aux amplitudes EAG plus grandes que sur les autres segments antennaires (White,

1991).
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Le charangon du pin, Hylobius abietis, posseéde une antenne a disposition linéaire et a
symétrie axiale ou les différents types morphologiques et/ou fonctionnels de sensilles sont
répartis en anneaux distincts : les sensilles trichoides, plus spécialisées dans la réponse aux
phéromones des Scolytes, sont ainsi séparées des sensilles basiconiques, plus spécialisées aux
odeurs végétales (Mustaparta, 1975). Mais la symétrie axiale et la disposition linéaire des
sensilles sur I’antenne ont disparu chez certains groupes d’insectes comme chez les Scara-
baeidae aux antennes lamelliformes et les Rhynchophoridae avec une antenne a massue
comprimée, ou les sensilles olfactives sont densément regroupées sur des surfaces plus ou
moins planes. Les différents types de répartition des sensilles sur les antennes des insectes
sont illustrés sur la Figure 18.

Antenne filiforme Antenne en forme de massue Antenne lamelliforme Antenne en forme de massue

Ostrinia nubilalis Hylobius abietis Dynastinae Rhynchophorus spp.

Dorsal | ventral
i
: /4
i o
Ni disposition linéaire ni symétrie
bilatérale ou axiale
Symétrie bilatérale Symétrie axiale

Dorsal

(les écailles §\\§‘\& %

Ventral

(les sensilles)

coupe transversale de 1 antenne

Figure 18 : Différents types morphologiques d'antennes d'insectes et de répartition des
sensilles : A : antenne filiforme de Lépidopteres ; ex. Ostrinia nubilalis (répartition linéaire
des sensilles sur la longueur de 1’antenne avec symétrie bilatérale dorso-ventrale) ;

B : antenne en massue de Curculionidae ; ex. Hylobius abietis (répartition linéaire avec
symétrie axiale) ; C : antenne lamelliforme de Scarabaeidae ; ex. Melolontha sp. (sans
disposition linéaire ni symétrie) ; D : antenne en massue de Curulionidae Rhynchophorinae ;

ex. Rhynchophorus palmarum (sans disposition linéaire et pseudo symétrie bilatérale).
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2.1.2. Morphologie de ’antenne des rhynchophores

L’antenne des charangons de la famille des Rhynchophoridae comporte six articles
funiculaires ; la massue est constituée par le septiéme segment funiculaire qui est élargi et
dans lequel la vraie massue est comprimée. La base de la massue est lisse et glabre comme les
segments funiculaires alors que sa partie apicale est couverte de soies dressées réunies en un
'tapis' trés dense lui donnant une apparence veloutée (Thompson, 1992) ; elle se présente
fréquemment sous la forme de deux faces planes se rejoignant selon un angle aigu. Il n’y a

pas de suture sur la massue.

Le scape n’est pas tout a fait placé dans le scrobe quand il est rétracté (Thompson,
1992). Le premier segment funiculaire avec une petite base triangulaire, fixé dans la cavité
large de I’extrémité distale du scape, est parfois nommé pédicelle. Les six segments apres le
pédicelle sont considérés comme le flagelle dont les cinq segments situés apres le pédicelle
sont les segments funiculaires et le 6° segment flagellaire est la massue (Salama & Abdel

Aziz, 2001).

2.1.3. Morphologie de ’antenne de R. ferrugineus

La morphologie des antennes des charangons du genre Rhynchophorus est a peu pres
identique. Chez R. ferrugineus, I’antenne se léve latéralement au scrobe a la base du rostre. Le
scrobe est profond et largement ouvert a la face ventrale. Le scape est allongé, plus long que
I’ensemble du funicule et de la massue, ou égal a la moitié¢ de la longueur du rostre. Le funi-
cule possede six segments dont le premier est aussi long que l'ensemble des deux suivants.
Les 2° et 3° segments sont courts, subégaux, et quasiment ronds. Les 4° et 5° segments sont
légérement plus larges que le 2° ou le 3° mais moins larges que le 6° segment. Le 6° segment
est a peu preés triangulaire. Il y a respectivement 1, 2 et 2 soies sur les 3%, 4° et 6° segments. La
massue est large, triangulaire avec plusieurs soies sur les faces dorsale et ventrale. [l y a 8 a
15 soies sur le bord intérieur de la zone veloutée. La massue est plus large que celle de
I’antenne de R. palmarum et elle n’est pas pointue a la face ventrale comme chez R. palma-

rum, mais tronquée (Wattanapongsiri, 1966).

2.1.4. Equipement sensoriel de ’antenne des Rhynchophorus spp.

La distribution générale des différents types de sensilles chez R. ferrugineus a été
¢tudiée a I’aide de la microscopie électronique a balayage (MEB) sur les antennes, les pieces

buccales, les tarses et I’ovipositeur de ’adulte (Salama & Abdel Aziz, 2001). Aucune infor-
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mation sur la régionalisation éventuelle de la massue antennaire n'est donnée par ces auteurs,
qui ont distingué plusieurs types de sensilles sur I’ensemble de I’antenne :

1) Des sensilles basiconiques a multiples pores sur le pédicelle et le funicule ;

2) des sensilles trichoides de type I, épointées et courbées et mesurant 94 um de
longueur en moyenne, sur le sommet de la massue ;

3) des sensilles trichoides de type II, le type le plus abondant, sillonnées sur la longueur,
effilées et 1égérement courbées, a I’extrémité pointue et distinctement crochues mesurant 50-
70 um de longueur ;

4) des sensilles basiconiques de type I, répandues partout sur la massue et sur I’une des
deux faces de chaque segment funiculaire et mesurant 30-60 um de longueur ;

5) des sensilles basiconiques de type II sur les deux faces du scape et mesurant 20-40
um de longueur ;

6) des sensilles basiconiques de type III droites et sillonnées sur la position dorsale du
pédicelle et avec des stries longitudinales qui sont dans la ligne des pores ;

7) des sensilles styloconiques qui sont localisées au milieu du scape et qui mesurent

entre 36 et 57 um de longueur.

Chez R. palmarum, la structure et la fonction des sensilles concentrées sur la massue ont
été étudic¢es a I’aide du MEB, de la microscopie électronique a transmission (MET) et de
I’enregistrement unitaire (Said, 2003 ; Said ef al., 2003). Les observations microscopiques ont
montré la présence de cinq types de soie, dont la base est entourée par un anneau de cuticule
ornementé. Ces cing types ont €té caractérisés comme suit :

1) Des sensilles ceeloconiques les plus longues (250 um) et les moins abondantes (20
par antenne) et distribuées sur le pourtour des surfaces sensorielles planes de la massue ;

2) des sensilles a pore apical, cannelées, striées, épaisses, mesurant 44 um de longueur
et sont relativement nombreuses (14.000 par antenne) ;

3) des soies bifides cannelées longitudinalement, 1égérement recourbées, crochues a
I’apex, les plus abondantes sur la massue (24.800 par antenne), de 27 um de longueur ;

4) des sensilles basiconiques courtes, avec une cuticule lisse, a une densité de 7.360 par
antenne, avec un diametre uniforme de 1,5 pm et présentant 3 sous-types selon leur longueur ;

5) des sensilles trichoides effilées a 1'extrémité, avec une cuticule lisse, a une densité de

11.190 par antenne et qui mesurent 20 um de longueur.

Les observations a 1’aide de MET ont mis en évidence que les sensilles cceloconiques

sont des mécanorécepteurs, les sensilles a pore apical sont des sensilles gustatives tandis que
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les sensilles basiconiques et trichoides sont des sensilles olfactives. Les soies bifides n’ont
aucune innervation ou fonction sensorielle et pourraient avoir une fonction protectrice pour

les sensilles olfactives plus courtes.

Au contraire des Iépidoptéres ou de la plupart des charancons, 1’antenne des rhyncho-
phores n’est donc pas assimilable a un segment lin€aire et les sensilles sont regroupées a une
trés forte densité sur deux surfaces de la massue globalement orientées perpendiculairement a
l'axe du reste de l'antenne selon une disposition ‘en paralléle’, pour reprendre 1'image d'un
montage ¢lectrique (et non son fonctionnement). Nous avons donc décidé d'étudier s’il y avait
une distribution homogene des différents types morphologiques des sensilles sur la massue et
un effet de la position de branchement de 1’¢électrode d’enregistrement sur l'amplitude de la

réponse EAG a différents produits.

Nous avons utilisé la MEB pour étudier I’homogénéité de la distribution des différents
types de sensilles chez les insectes de deux sexes. Un criblage préliminaire a été effectué par
EAG en utilisant plusieurs molécules phéromonales ou végétales. Dans une deuxieéme étape,
I’effet de la position de 1’¢électrode d’enregistrement sur la réponse antennaire a une sélection

de molécules choisies a partir du premier criblage a été étudié.

2.2. Matériels et Méthodes
2.2.1. Matériel vivant

Les adultes de R. ferrugineus ont été collectés manuellement dans des palmiers dattiers
infestés ou ont été capturés par des pieges appatés avec le ferruginéol et un morceau du cceur
du dattier dans la région de Saravan (Province de Sistan & Baloutchistan, Iran). Les males et
les femelles ont été gardés dans les boites plastiques séparées au laboratoire en conditions
tropicales (23-28°C ; H.R. : 75-90% ; J13 : N11). Les insectes ont été nourris avec des tiges
de canne a sucre. Les antennes ont été utilisées soit pour la microscopie électronique soit pour

I'¢électroantennographie.
2.2.2. Etude des principaux types de structures cuticulaires de la massue de
I’antenne de R. ferrugineus et de leur répartition par MEB
2.2.2.1. Estimation de la surface de la zone sensorielle de la massue

La surface de cette zone (veloutée) a été calculée apres prises de vue a l'aide d'une
caméra numérique (trois antennes pour chaque face et chaque sexe; n = 12) a l’aide du

logiciel Adobe photoshop 6.0 en étalonnant le nombre de pixels des images avec le nombre de
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ceux qui correspondent a 1 mm?.

2.2.2.2. Préparation des antennes

La répartition des structures sensorielles sur la massue de ’antenne de R. ferrugineus a
été étudiée par MEB. Quatre antennes de chaque sexe ont été prélevées. La fixation des
antennes a ¢été effectuée dans le paraformaldéhyde. Les antennes fixées ont été conservées
dans le réfrigérateur pendant une nuit. Elles ont été rincées dans le tampon phosphate et mises
ensuite dans un bain d’éther pendant 15 mn suivi d’un séchage a 1’air. Les antennes ont été
lavées dans un bain d’eau plus détergent (20%) pendant 1,5 h et passées aux ultra-sons
pendant 1 mn pour les débarrasser au maximum des particules et de la pellicule collante qui
les maculaient le plus souvent. Ensuite, elles ont été rincées dans I’eau 3 fois pendant 5 mn.
La déshydratation a été réalisée dans des bains d’alcools a 30°, 50°, 70° (10 mn chacun), 90°
(2 fois pendant 10 mn) et 100° (2 fois pendant 15 mn) avant le montage des antennes sur les

plots. La métallisation a I’or a été effectuée pendant 2 mn avec une rotation des plots.

2.2.2.3. Estimation de la densitée des soies sur la massue

Un microscope électronique a balayage JeolISM840 a été utilisé. L aspect général de
I’antenne et la répartition des différentes structures ont été observés et des vues d’ensemble de

la massue ont été prises.

Soixante-douze clichés ont été réalisés avec un grandissement de x 2.000, ce qui nous
permettait de visualiser les structures cuticulaires présentes sur une surface de ~ 2.800 pm? de
massue antennaire. Trois clichés (correspondant a trois portions distinctes) ont été pris pour
chaque position (dorsale, centrale et ventrale) de chaque face (externe, interne) de 1’antenne
de chaque sexe (deux antennes pour chaque sexe et chaque face). Les différents types mor-
phologiques de structures cuticulaires ont été comptés sur les clichés de bonne qualité obtenus

(63 clichés ; un cliché est présenté sur la Figure 19).

La densité de chaque type de soies observé aux six emplacements de la massue a été
étudiée a ’aide d'une analyse de variance (mod¢le linéaire généralisé) a 4 facteurs hiérarchi-
sés [sexe, face, position, et bloc (antenne) : une antenne observée correspond a un sexe et une
face fixés], suivie du test de comparaison multiples de moyennes (tests de Tukey au seuil de

5%).
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La densité des soies de la face externe de 1’'une des antennes males a été manifestement sous-
estimée par comparaison avec les données obtenues a partir de 1'autre antenne méle a cause de
la mauvaise qualité des 9 clichés correspondants. Les valeurs obtenues a partir de ces mauvais

clichés n’ont pas été utilisées pour 1’analyse des résultats.

Figure 19 : Cliché obtenu par microscopie électronique a balayage (x 2.000 ; 2.850 pm?)

montrant les différents types morphologiques de soies présentes sur la surface sensorielle de

la massue antennaire de Rhynchophorus ferrugineus.

2.2.3. Efficacité de ’EAG pour cribler des produits actifs au niveau SNP

Nous avons utilisé des solutions dans I'hexane (10 pg/ul) de 27 molécules : composés
phéromonaux et molécules de différentes familles chimiques issues de plantes-hotes des
Rhynchophorus spp. et choisies a partir des données bibliographiques (Tableau 8). Un micro-
litre de solution a été¢ déposé sur un morceau de papier filtre (2 x 1 cm) et le papier filtre
chargé de solution a été introduit dans une Pipette Pasteur. Le stimulus olfactif est délivré en
faisant passer une bouffée d’air (0,5 s) émise avec un débit de = 0,3 1I/mn au travers de la

pipette. Un courant d’air permanent (= 0,6 I/mn) a été envoyé vers I’antenne. L’air envoyé
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vers l'antenne a été filtré sur charbon actif et humidifié dans un bulleur.

Tableau 8 : Liste des produits utilisés pour les tests €électroantennographiques

avec leur origine et leur degré de pureté.

cfl?nr?ii(;fe Produit Référence Pureté
Ferruginéol EGNO-Chimie Non déterminée
Phéromones Phoenicol EGNO-Chimie Non déterminée
Rhynchophorol EGNO-Chimie Non déterminée
Ethanol sds 95-96% HPLC
Alcools Butanol Merck >99,5%
Pentanol Sigma ~99%
Hexanol Aldrich 98%
Acétate d’éthyle Merck f)’;)gll;nli:lil::yse des traces
Propionate d’éthyle Aldrich 99%
Butyrate d’éthyle Aldrich 99%
Valérate d’éthyle Aldrich Chemical Company, Inc. 99%
Esters Caprylate d’éthyle Aldrich Chemical Company, Inc. > 99%
Acétate de propyle Aldrich-Chemie 99%
Acétate d’isomyle Aldrich 98%
Tiglate d’éthyle Lancaster 98%
(8)-(-)-Lactate d’éthyle ~ Aldrich-Chemie ~98%
Acide acétique Prolabo Pur cristallisable
Acides n-Acide butyrique Acros Organics >99%
Acide octanoique Aldrich Chemical Company, Ltd > 99,5%

Phénol Analar Non déterminée
ArOfnatiques " Guaiacol Sigma Non déterminée
cycliques

2-Phényléthanol Aldrich 99%

Limonéne Prolabo Non déterminée
Terpénes (x)-Linalool Fluka 97%

(+)-a-pinéne AEG-Chemie KG =~ 95%

Acetoine Fluka >97%
Lactones v-Nonanoique lactone ~ Aldrich Chemical Company 97%
Solvant n-Hexane Merck Pour I’analyse des traces

organiques
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Le signal électrique antennaire a été recueilli par des électrodes de verre remplies d’une
solution électrolytique, le liquide de Roeder. Les EAG ont été enregistrés a partir d'antennes
isolées. La massue de I’antenne portant les sensilles a été directement exposée a la stimula-
tion. L’extrémité de la cartouche de stimulation a été située a ~1 cm de la massue.
L’¢lectrode de référence a été positionnée a la base dans la lumiere du scape et celle de
I’enregistrement a été amenée au contact avec une face de la massue. Les appareils permettant

les enregistrements et le principe de I'EAG sont illustrés sur la Figure 20.
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Figure 20 : Schéma illustrant le principe de I’enregistrement électroantennographique (EAG)

a partir d’une antenne de Rhynchophorus ferrugineus.

Afin de prévenir tout risque d’adaptation des récepteurs olfactifs de 1’antenne, un délai
minimum de 1 mn sépare deux stimulations consécutives. Lors des tests de séries de compo-
sés, ceux-ci sont testés dans un ordre aléatoire. L’antenne a été stimulée régulicrement au
cours de chaque série par une cartouche témoin contenant un papier filtre sur lequel avait été

déposé 1 ul d’hexane ou une cartouche vide pour passer une bouffée d’air vers 1’antenne.

Des réponses importantes a certaines stimulations témoins ont permis de mettre en évi-
dence des pollutions du systéme de stimulation dues a 1’adsorption d'odeurs sur le tuyau plas-

tique connecté a la pipette Pasteur de stimulation. Nous y avons remédi¢ en ajoutant un
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manchon PTFE entre la pipette Pasteur et le flexible qui assurait la connexion avec le stimu-

lateur. Les séries concernées ont été ¢liminées des analyses.

La stimulation de I’antenne par le ferruginéol a été réalisée au minimum 2 fois (début et
fin de série) pour vérifier la vitalit¢ de I’antenne. L’expérience a porté sur 4 antennes de
chaque sexe. Les amplitudes brutes des réponses EAG (en mV) ont ¢ét¢ normalisées en

moyenne de la série afin d’éliminer les différences de sensibilité absolue entre individus :

EAG, = EAG,ps / Mggrie
ou:
EAG, = EAG normalisé pour un produit
EAG,s = amplitude de I'EAG pour un produit (mV)
Mgrie = moyenne des amplitudes des EAG (mV) a tous les produits enregistrées sur une

méme antenne

Les données normalisées ont été comparées a 1’aide d’une analyse de variance (mod¢le
linéaire généralis€) a trois facteurs hiérarchisés [produit, sexe et antenne (= bloc) emboité
dans sexe] apres transformation par Ln(x + 1) suivie de tests de comparaison a un témoin

(réponse a I'hexane ; tests de Bonferroni au seuil de 5%; logiciel Minitab v. 12).

2.2.4. Etude de la réponse EAG de I’effet de la position de I’électrode sur la massue

Six des produits criblés a I’essai précédent et donnant des EAG d'amplitudes significati-
vement supérieures a celles déclenchées par le solvant : le ferruginéol et le phoenicol (phéro-
mones), I'hexanol, le propionate d’éthyle, le tiglate d’éthyle, le lactate d’éthyle, le guaiacol
(produit aromatique) et le linalool (monoterpéne) ont été choisis pour effectuer cette expé-
rience. Outre leur bonne détection par 'antenne de R. ferrugineus montrée a l'étape précé-
dente, les molécules ont été choisies pour représenter un panel restreint mais significatif de
structures chimiques variées et de significations biologiques potentiellement larges. Les
mémes solutions que précédemment (10 pg/ul d’hexane) ont été utilisées et 1’antenne a été
stimulée avec 1 pl d'hexane comme témoin. Les stimulations ont été déclenchées 1 mn apres
le dépot de 1 pl de solution sur le papier filtre. La préparation des antennes et les dispositifs

de stimulation et d’enregistrement ont été¢ identiques a ce qui est décrit au § 2.2.3.

Sur une antenne donnée, nous ne travaillions que sur une face de la massue (externe ou
interne). L’¢lectrode d’enregistrement y a été piquée en positions dorsale, centrale ou ventrale

(Figure 21) dans un ordre aléatoire au cours de chaque test. Les stimulations par les produits
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ont été effectuées dans le méme ordre sur toutes les positions. La stimulation de I’antenne par
le ferruginéol a été réalisée 2 fois (pour chaque position, au début et a la fin de la série de
produits). L’antenne a été stimulée par une bouffée d’air aprés chaque stimulation par des

produits.

L’expérience a porté sur huit antennes de chaque sexe (quatre antennes pour chaque
face de la massue). Les amplitudes de ’EAG (en mV) ont été¢ comparées a 1’aide d’une ana-
lyse de variance (mod¢le linéaire généralisé) a six facteurs hiérarchisés [produit, sexe, face,
position, ordre de branchement de 1’¢électrode de I’enregistrement sur les positions différentes
et bloc (antenne) emboité dans 'sexe' et 'face de la massue'] aprés transformation par Ln(x+1)

suivie des comparaisons des moyennes deux a deux (tests de Tukey au seuil de 5%).

2.3. Résultats et Discussion

2.3.1. Résultats de 1'étude par MEB : Soies cuticulaires observées sur I’antenne de

R. ferrugineus

p 8

Figure 21 : Face interne de 1’antenne de Rhynchophorus ferrugineus : Sc : Scape ; F1 — F6 :
segments funiculaires ; Ms : Massue ; D, C et V : Positions dorsale, centrale et ventrale
de la surface de la massue retenues pour la prise des clichés par MEB et positionnement

de I'électrode d'enregistrement des EAG.

L’antenne de R. ferrugineus est illustrée a la Figure 21. La surface de la partie apicale
de la massue (0,88 + 0,07 mm? pour chaque face) est couverte par les structures cuticulaires
fines avec une densité équivalente de 48.000 + 6.000/mm” (moyenne + écart-type) soit envi-

ron 169.000 par insecte) qui forment un tapis et lui donnent un aspect velouté. La densité des
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soies chez les femelles et les males est respectivement équivalente de 46.000 + 4.000 et

50.000 + 4.000/ mm?>.

2.3.1.1. Types de soies

Quatre types principaux de structures cuticulaires, de type 'soie', ont été observés :

Type 1: C'est le plus abondant avec une densité de 29.000 + 3.000/mm>. Il s'agit de
soies bifides avec une surface stri¢e (longueur : = 16,2 uym ; @ : = 3,8 um (a la base). Chaque
branche s'amincit vers 1’extrémité et, sur certains clichés en fonction de 1’angle de prise de

vue, leur extrémité apparait recourbée comme un crochet (Figures 19 et 22).

Type 2 : il consiste en une soie simple (non fourchue), avec une surface striée, globu-
leuse a la base et se rétrécissant subitement, et pourvue d’une extrémité longue paraissant
droite ou courte et crochue (Figures 19 et 22) selon les clichés. 11 est plausible que cette diffé-

rence ne soit qu'apparente et liée a 1’angle d'observation comme pour le type 1. La densité de

ces soies est de 5.000 £ 2.000/mm?. Elles sont plus grandes que des soies bifides de type 1.

N

= —

Figure 22 : Structures cuticulaires de différents types sur la surface de la massue antennaire

de Rhynchophorus ferrugineus.
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Type 3 : il consiste en une soie simple, lisse, cylindroconique (longueur : > 10,5 um ;

@ : ~2,8 um) et avec une densité de 9.000 + 3.000 par mm” (Figures 19 et 22).

Type 4: Ce sont des soies similaires a celles de type 3 mais moins épaisses (O :

~ 0,8 um) ; elles sont présentes & une densité de 5.000 + 1.000/mm? (Figures 19 et 22).

Les différents types de structures cuticulaires observées sur la massue de 1’antenne de R.
ferrugineus ont des aspects morphologiques tout a fait semblables a ceux décrits chez R.
palmarum par Said et al. (2003). Les soies de type 1 sont équivalentes aux soies bifides sans
pore cuticulaire ni innervation. Le type 2 correspond aux sensilles a pore apical. Chez R.
palmarum, ces sensilles sont a paroi épaisse et contiennent généralement quatre dendrites
entourées ou non par une gaine. Ce sont des chimiorécepteurs gustatifs comme Said 1'a mis en
évidence par enregistrement unitaire en coiffant leur extrémité d’une électrode contenant une
solution de saccharose. Les soies des 3° et 4° types ressemblent respectivement aux sensilles
olfactives basiconiques et trichoides décrites de la massue de R. palmarum. Les sensilles basi-
coniques de R. palmarum ont une paroi mince et montrent plusieurs pores olfactifs et des
dendrites branchées. Les sensilles trichoides de cette espéce possédent une cuticule peu orne-
mentée, épaisse et poreuse (moins que celle des sensilles basiconiques), des dendrites non
ramifiées et une a quatre cellules (Said ef al., 2003). Les soies du type 1 pourraient jouer un
role protecteur des sensilles contre les particules collantes qui maculent I’antenne quand les
insectes pénétrent les tissus de palmiers. La longueur plus importante des soies du type 1 en
comparaison avec celles des sensilles olfactives est en accord avec cette hypothése. A part les
types susmentionnés, d’autres types, peu abondants, ont ét¢ observés sur ’antenne de R.
ferrugineus :

1) des structures cuticulaires cylindriques de type basiconique groupées dans de petites
cavités qui se trouvent disposées sur une ligne parall¢le au bord des deux surfaces sensorielles
de la massue et également dispersées sur la massue (Figure 23) ;

2) des soies similaires au type 2 mais beaucoup plus grosses avec une extrémité courte
et crochue (diametre a la base : = 6,3 um ; longueur : ® 15 um). Elles existent en nombre tres

faible, rangées sur la bordure de la massue a la limite entre les deux faces ;

3) des soies nettement plus grandes que les autres (longueur : > 60 um ; largeur a la
base : = 10,5 pm), fortement striées a la base, en nombre faible et rangées sur la périphérie de
chaque face de I’antenne (Figure 24). Ces structures sont manifestement équivalentes aux
sensilles chaetiques décrites chez R. palmarum (méme morphologie et localisation mais

présentées comme des sensilles ceeloconiques par Said en 2003). Ces soies sont considérées
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comme des mécanorécepteurs chez R. palmarum d'aprés leur morphologie externe et

I’absence de pores (Said et al., 2003).

=
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Figure 23 : Groupement de structures Figure 24 : Sensilles chaetiques sur la
cuticulaires cylindriques de type périphérie de chaque face de la massue de
basiconique dans les petites cavités sur la I’antenne de Rhynchophorus ferrugineus.

surface de la massue antennaire de

Rhynchophorus ferrugineus.

La densité des différents types de soies sur les différentes positions de la massue anten-
naire de deux sexes, d’apres les comptages effectués, et les résultats des analyses statistiques

réalisées sont respectivement présentés dans les Tableaux 9 et 10.

2.3.1.2. Dimorphisme sexuel au niveau de la densité des soies

L'analyse statistique a mis en évidence un dimorphisme sexuel au niveau de la densité
des différents types de soies sur la massue de I’antenne. La densité des soies de type 3 est plus
¢levée chez les femelles que chez les males [F(1,49) = 6,25 ; P = 0,016] mais au contraire, la
densité des soies de type 1 est moins ¢€levée chez les femelles que chez les males [F(1,49) =
50,33 ; P<0,001]. Il n’y a pas de différence significative entre les densités de soies de types 2

et 4 entre les deux sexes.

2.3.1.3. Répartition des soies sur la surface de la massue

Les soies de type 2 sont réparties de fagon homogene sur la massue de 1’antenne. Mais
les soies de types 1, 3 et 4 ont une distribution hétérogene entre les faces (interne, externe) de

la massue et/ou la position sur les faces (dorsale, centrale, ventrale).

Il y a plus de soies du type 3 sur la face interne que sur la face externe [F(1,49) = 8,11 ;

P =0,006] et c’est I'inverse pour les soies de type 1 [F(1,49) =7,98 ; P =0,007].
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Il n’y a globalement pas de différence significative entre la densité des soies de type 4
sur les deux faces de la massue. Mais il y a significativement plus de soies de type 4 en posi-
tion centrale qu'en positions dorsale et ventrale [F(2, 49) = 4,79 ; P = 0,013]. La méme chose
est observée pour les soies du type 3 mais seulement sur la face interne de la massue [F(2, 49)

=3,99; P=0,025].

Tableau 9 : Densité (millier par mm” ; moyenne + écart-type) des différents types de soies sur
les différentes zones de la massue antennaire de deux sexes

de Rhynchophorus ferrugineus.

Type de

Soies Face  Position Femelle Male Moyenne
Dorsale 26,7+1,1 32,1+1,6 29,4 +3,1
I Centrale 253+1,9 30,0+2,8 27,6 £34
nerne o iale 254+ 13 30,5+1,7 28,0+3,1
1 Moyenne 258+ 1,6 30,9+22 28,3+ 32
Dorsale 279+2,5 32,9+3,6 29,6 £ 3,7
E Centrale 293+1,9 33,9+5,7 31,0£4,1
Xerne v rale 277428 28,8+0,8 28,0 £2,3
Moyenne 282+24 31,9+41 295+35
Dorsale 54+14 55+1.8 54+1,6
I Centrale 6,1 £0,9 51%£2)5 5619
nerne v irale 41+04 53+13 51409
2 Moyenne 54+1,1 5,3+1,8 54%+1,5
Dorsale 42+1,7 54+12 46+1,6
E Centrale 6,4+1,5 4,5+4,1 5,7+2,7
Xterne o ale 514 1,7 6,1+4,1 54425
Moyenne 52+1,8 5,3+3,1 52+23
Dorsale 8,1x+1,0 8,9+2,8 8,5+2,0
I Centrale 11,6 £2,5 11,6 £2,9 11,6 £2,6
nteme o irale 9,1 £23 7,7 2,1 8,4 42,3
3 Moyenne 96+25 94+30 95+27
Dorsale 9,5+3,2 6,1 £2.8 8,4+34
E Centrale 9,1+29 57+1,2 7,8+29
XIerne o rale 92426 69+12 8,4+24
Moyenne 93+27 6,2+1,7 8§2+28
Dorsale 4,6+0,7 42+1,8 44+1,3
I Centrale 47+1,1 6,2+1,7 55+1,6
nerne o irale 41+ 1.4 54413 47+ 1,4
4 Moyenne 45+ 1,1 53+1,7 49+ 15
Dorsale 45+14 3712 42+13
E Centrale 53+23 5,620 5,4%+2,0
Xerne v irale 39408 3,940,5 3,940,7

Moyenne 45+16 44+15 45+ 15
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Tableau 10 : Principaux ¢léments des analyses de variances réalisées sur la densités des
différents types de soies sur les différentes zones de la massue de I’antenne chez

Rhynchophorus ferrugineus.

F4:
Type de F3:
YPETE £1:sexe F2:face 2 antenne F1xF2 F1xF3 F2xF3
soles position
(sexe face)
1 F(1,49)=0,33 F(1,49)=7.98 F(2,49)=2,69 F(3,49)=1,64 F(1,49)=1,40 F(2,49)=0,72 F(2,49)=2,80
P <0,001 P=0,007 P=0,078 P=0,192 P=0242 P=0,490 P=0,071
) F(1,49)<0,01 F(1,49)=0,03 F(2,49)=0,32 F(3,49)=037 F(1,49)=0,02 F(2,49)=1,75 F(2,49)=0,49
P=0,946 P=0_867 P=0,727 P=0,772 P=0,877 P=0,184 P=0,614
3 F(1,49)=625 F(1,49)=8,11 F(2,49)=181 F(3,49)=2,03  F(1,49)=482 F(2,49)=0,18  F(2,49)=3,99
P=0,016 P=0,006 P=0,175 P=0,122 P=0,033 P=0,835 P=0,025
4 F(1,49)=0,65 F(1,49)=1,13 F(2,49)=4,79 F(3,49)=0,99 F(1,49)=1,76 F(2,49)=1,80 F(2,49)=0,40

P=0,422 P=0,294 P=0,013 P =0,405 P=0,191 P=0,176 P=0,675

Les cases sont grisées s’il y a une différence significative entre les niveaux du facteur étudié.
2.3.2. Résultats de I'étude électroantennographique

2.3.2.1. Efficacité de ’EAG pour cribler des produits actifs au niveau SNP

L’analyse des résultats montre que l'amplitude des EAG n'est significativement diffé-
rente ni entre les sexes [F(1,167) = 2,01 ; P = 0,16] ni entre les antennes [F(6,167) = 0,65 ;
P=0,69] et qu'il n'y a pas non plus d'interaction entre les facteurs 'produit’' et 'sexe'

[F(28,167) = 1,50 ; P = 0,06].

A l'inverse, nous observons un effet tres significatif du produit sur I'amplitude de I'EAG
déclenche [(F(28,167) = 8,31 ; P < 0,001]. L'¢lectroantennographie apparait donc comme une
technique permettant d'obtenir des réponses contrastées au niveau du systéme olfactif périphé-

rique de R. ferrugineus et elle peut donc étre utilisée pour cribler les molécules odorantes.

Les amplitudes de I’EAG pour deux produits phéromonaux de R. ferrugineus (ferrugi-
néol et phoenicol) et cinq molécules décrites des plantes-hdtes de Rhynchophorus spp.
(I'hexanol, le propionate d’éthyle, 1'acétate de propyle, le tiglate d’éthyle et le (S)-(-)-lactate

d’éthyle) ont été significativement supérieures a celles déclenchées par I’hexane (Figure 25).

Nos résultats sont globalement en accord avec les résultats publiés. Parmi les alcools
testés, I’amplitude des EAG aux alcools a augmenté en fonction de la longueur de la chaine
carbonée : réponses a 1’éthanol et au butanol significativement inférieures a celles a I’hexanol,
toutes étant significativement supérieures a celles au solvant, ce qui confirme les résultats
obtenus par Gunawardena & Kern (1994) sur R. ferrugineus et par Rochat (1987) sur R.

palmarum. Mais la réponse obtenue pour le pentanol n’a pas été significativement différente
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de celle au solvant témoin, ce qui est contraire aux résultats de Gunawardena & Kern (1994).

La dose testée n’est pas mentionnée sur cette publication.
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* : Amplitudes EAG significativement différentes de celle de I'hexane ; P < 0,05
(tests de Bonferroni) ; n=8. La barre associée a la moyenne représente 1’écart type.

Figure 25 : Activité électroantennographique de 27 composés phéromonaux ou kairomonaux

(10 ng) chez Rhynchophorus ferrugineus.

D’autre part, la réponse au (+)-linalool a été supérieure a la réponse au limonene, en
accord avec les données bibliographiques (Gunawardena, 1994b). La réponse au propionate
d’éthyle a été significativement supérieure a la réponse au solvant, alors que ce produit a été
criblé par le couplage CPG-EAG comme un produit actif chez R. phoenicis (Gries et al.,
1994a). La réponse EAG la plus importante a un produit issu des plantes-hotes des
charancons de palmiers enregistrée lors de notre expérience l'a été pour le (S)-(-)-lactate. Un

résultat équivalent avait été mis en évidence pour R. palmarum par Rochat (1987).

2.3.2.2. Effet de la position de I’électrode d'enregistrement sur la massue, sur la

réponse EAG

Les amplitudes EAG mesurées pendant cet essai ont ét¢ comprises entre 0 et 10,8 mV
(2,5 £ 2,2 mV, moyenne * écart-type). L’analyse des résultats montre que, quelle que soit la
molécule odorante, I'amplitude moyenne des EAG :

1. ne présente pas de dimorphisme sexuel (faces et positions confondues) [F(1,268) =

0,05 ; P=0,82],
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2. n'est pas affectée par la position (dorsale, centrale ou ventrale) du branchement de
I’¢électrode d’enregistrement sur la face (faces et sexes confondus) [F(2,268) = 2,91 ;
P =0,056],

3. est significativement différente entre les deux faces de I'antenne (positions et sexes
confondus) [F(1, 268) = 12,78 ; P < 0,001], la réponse étant plus importante sur la face
interne (Figure 26).
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La barre associée a la moyenne représente 1’écart type. Les valeurs associées a une méme lettre ne
sont pas significativement différentes (Tests de Tukey au seuil de 5%).

Figure 26 : Profil des réponses EAG (a partir de 9 molécules et d'air) obtenues sur
deux faces de la massue antennaire chez Rhynchophorus ferrugineus

(positions et sexes confondus).

4. Aucune interaction significative entre les facteurs topographiques entre eux et/ou le
sexe n'a été mise en évidence sur l'amplitude de la réponse EAG sauf entre le sexe et la
position sur la face (faces confondues): les réponses obtenues a partir de la position centrale
des antennes males ont été supérieures a celles obtenues sur les autres positions des antennes
des deux sexes hormis la position dorsale des antennes femelles qui a fourni une valeur inter-

médiaire [F(2, 268) = 8,02 ; P < 0,001] (Figure 27).

Ceci montre qu’il n’y a pas de différence entre les profils des réponses ¢€lectroantenno-
graphiques aux produits testés selon la position du branchement de I’électrode d’enregis-

trement sur la massue de 1’antenne des 2 sexes.
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Indépendamment du sexe et de la position de 1'¢lectrode d'enregistrement, 1'amplitude
des EAG a tres largement dépendu du produit ([F(9,268) = 90,91 ; P < 0,001] en accord avec
les résultats de I’essai précédent. Tous les produits ont déclenché des EAG d'amplitudes signi-

ficativement supérieures a celles induites par le solvant et les bouffées d’air pur témoin.
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La barre associée a la moyenne représente 1’écart type. Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Tests de Tukey au seuil de 5%).

Figure 27 : Profil des réponses EAG obtenues par les enregistrements sur les positions

différentes de la massue antennaire de 2 sexes de Rhynchophorus ferrugineus.

Les réponses EAG ont diminué significativement en fonction de I’ordre de branchement
de I’¢électrode d’enregistrement sur la massue [F(2, 268) = 78,98 ; P < 0,001] ce qui montre la
perte de vitalité de 1’antenne coupée ou 1’adaptation des neurones olfactifs en fonction du
temps (Figure 28). Cette diminution significative de I’amplitude EAG pose un probléme pour

les comparaisons quantitatives des réponses EAG.

2.4. Conclusion

Une relation entre la densité des soies cuticulaires sur la massue et I'amplitude des EAG
a été constatée. Il y a une corrélation positive entre la densité des soies de type 3 et peut-Etre 4
d'une zone donnée (typologie, interne-externe plus dorsale, centrale et ventrale) sur la massue
avec ’amplitude de ’EAG enregistrée en positionnant 1'électrode d'enregistrement sur cette

zone. L'amplitude EAG plus importante obtenue sur la face interne de la massue est corrélée
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avec la densité plus importante des soies de type 3 sur cette face. D’autre part, la densité des
soies du type 4 est supérieure sur la position centrale chez les males et le branchement de
I’¢lectrode d’enregistrement a cet endroit a permis d'obtenir des réponses antennaires plus
importantes. La densité des soies du type 3 est également plus importante sur la position
centrale de la face interne. Chez Oryzaephilus surinamensis, 1’effet du positionnement de
I’¢lectrode d’enregistrement sur I’amplitude EAG a ¢été également démontré. Le positionne-
ment de 1’¢électrode d’enregistrement sur les segments portant un nombre plus important de

sensilles olfactives a abouti aux amplitudes EAG plus grandes (White, 1991).
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La barre associée a la moyenne représente 1’écart type. Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Tests de Tukey au seuil de 5%).

Figure 28 : Profil des réponses EAG de Rhynchophorus ferrugineus aux molécules

et a I’air en fonction du temps.

Par contre, il n’y a pas eu de relation entre la valeur de ’amplitude EAG et la densité
des soies du type 1. La corrélation positive entre les densités des soies de types 3 et 4 et I'am-
plitude des EAG étaye le role sensoriel de ces soies qui sont vraisemblablement des sensilles
olfactives chez R. ferrugineus. Une telle relation n'existe pas pour les structures de types 1 et
2 et est en accord avec leur absence de rdle olfactif. Ces conclusions sont en accord avec les
résultats des observations sur les structures cuticulaires de la massue de I’antenne de R.
palmarum par MET. D’apres ces observations, les structures ayant des morphologies sembla-

bles aux types 3 et 4 ont respectivement les caracteres des sensilles olfactives basiconiques et
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trichoides. Les soies de type 2 ont la structure des sensilles gustatives ; celles de type 1
correspondent clairement aux soies bifides non sensorielles décrites chez R. palmarum (Said
et al., 2003). La densité plus forte de sensilles basiconiques chez les femelles que chez les
males est corrélée a la capture plus importante de femelles que de males dans les pi¢ges a la
phéromone sur le terrain ainsi qu'a des réponses supérieures des femelles au ferruginéol dans

un olfactometre a deux puits (cf. chapitre 4).

Ces soies pourraient contribuer a la sensibilité plus élevée des femelles aux signaux
'phéromone + odeurs de palmiers'. Néanmoins, les amplitudes EAG aux produits phéromo-
naux ou kairomonaux n’ont pas été significativement différentes chez les deux sexes, toutes

zones de l'antenne confondues.

Les profils identiques a la réponse antennaire aux produits différents, obtenus par le
branchement de ’¢lectrode d’enregistrement sur les positions différentes de la massue de
I’antenne des deux sexes, nous permettent de brancher 1’¢lectrode d’enregistrement en
n’importe quelle position sur la massue. Mais le branchement de 1’¢lectrode d’enregistrement
sur la face interne de la massue, ou les amplitudes EAG significativement plus importantes
ont été observées, peut étre préconisé surtout dans le technique de criblage par le couplage de
la chromatographie en phase gazeuse — électroantennograquique pour mieux visualiser les

réponses antennaires.

La méthode des essais EAG ne nous permet pas de dire si le branchement de 1’¢lectrode
d’enregistrement sur la face interne ou 1’orientation de cette face devant le flux de I’air a

conduit a avoir des amplitudes plus importantes.
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3. Criblage de constituants d'odeurs de ceeur de palmier dattier

actifs sur I'antenne de R. ferrugineus par le couplage CPG-EAG

3.1. Introduction

Les odeurs foliaires, florales et de fruits sont souvent des mélanges de plusieurs dizaines
de molécules mais les études sur I’olfaction des insectes ont révélé que seulement une mino-
rité de constituants des mélanges odorants complexes est détectée par I’antenne des insectes.
La technique de couplage de chromatographie en phase gazeuse — électroantennographie
(CPG-EAQG) a été largement utilisée pour identifier des composés phéromonaux mais aussi
dans plusieurs cas pour étudier la détection des odeurs végétales par des insectes. Par
exemple, cette technique a été utilisée pour identifier les composés kairomonaux d’origine
végétale attractifs pour Drosophila melanogaster (Zhu et al., 2003), Rhagoletis pomonella
(Nojima et al., 2003) et Leptinotarsa decemlineata (Wei3becker et al., 1997).

Le couplage CPG-EAG a ¢été appliqué pour identifier les odeurs végétales des sites
d’oviposition des Iépidoptéres dans un objectif de développement des produits attractifs pour
manipuler le comportement des femelles, parallelement aux phéromones sexuelles utilisées
pour la confusion sexuelle des males a des fins agronomiques (Bengtsson et al., 2001 ; Light

etal.,2001 ; Fraser et al., 2003 ; Zhang et al., 2003).

La technique CPG-EAG a été également utilisée pour identifier les composés d’odeurs
végétales a effet phérosynergique. L’analyse des produits volatils de la canne a sucre par
CPG-EAG arévélé que de 4 a 7 de ses composés ont une activité antennaire chez Metamasius
hemipterus sericeus dont 'acétate d’éthyle, le propionate d’éthyle et le butyrate d’éthyle qui
ont provoqué les réponses les plus importantes. Ces produits seuls, en mélanges binaires, ou
tous ensemble, ont montré des effets phérosynergiques moyens dans les essais de piégeage sur
le terrain, ces effets n’ayant pas été¢ compétitifs avec celui de la canne a sucre dans les condi-

tions des essais (Perez et al., 1997).

Chez Rhynchophorus phoenicis, 1'acétate d’éthyle, le propionate d’éthyle, le propionate
d’isobutyle, le butyrate d’éthyle et l'isobutyrate d’éthyle ont donné des réponses antennaires
parmi tous les composants de 1’odeur du stipe de palmier a huile. Le propionate d’éthyle avec
une dose de 50 mg/j a significativement augmenté la capture de R. phoenicis dans les pieges a
phéromone. Mais 1’effet phérosynergique de 1 kg de tissu de palmier a huile a été supérieur a

celui du propionate d’éthyle. Cette attractivité plus importante en présence de matériel végétal
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peut étre attribuée a des sémiochimiques non identifiés ou a des quantités libérées de compo-

sés connus plus €levées que dans les mélanges de synthése (Gries ef al., 1994a).

Chez R. ferrugineus, parmi les composés de 1’odeur issue de la distillation du stipe de
cocotier, un produit minoritaire, la y-nonalactone, et un produit majoritaire, le 4-hydroxy-3-
méthoxystyréne ont déclenché des réponses antennaires. Le mélange de ces deux produits a
montré une attractivité moyenne, significativement moins importante que la solution de
I’extrait distillé de la plante-hdte, dans un test de comportement a 1’aide d’un olfactométre en
Y. L’effet phérosynergique de ce mélange n’a pas été examiné sur le terrain (Gunawardena et

al., 1998).

Aucun des composants d’odeurs des plantes-hotes des charangons des palmiers, précé-
demment identifiés par les analyses CPG-SM ou CPG-EAG, n’a montré d’effet phérosynergi-

que compétitif avec le matériel végétal sur le terrain (cf. chapitre 5).

L’odeur du cceur de dattier est constituée de nombreux composants dont certains avec
des temps de rétention supérieurs a = 15 mn ou des produits minoritaires qui ne sont pas iden-
tifiés par CPG-SM (cf. chapitre 1). Nous avons donc décidé de vérifier, par une approche

CPG-EAG, si ces produits non identifiés sont actifs au niveau antennaire chez R. ferrugineus.

3.2. Matériels et Méthodes
3.2.1. Matériel vivant

Les adultes de R. ferrugineus ont été collectés en Iran puis conservés au laboratoire

comme indiqué précédemment (chapitre 2, § 2.2.1).

3.2.2. Odeurs naturelles du cceur de dattier et mélange synthétique

L'activité antennaire des composants de sept des extraits d'odeurs naturelles du dattier
dont 'obtention a été décrite au chapitre 1 a été étudiée. Il s'agit des extraits (dans 1’hexane,
Carlo Erba, > 98%) de cceur frais de dattier au cours de la fermentation : J0-4, J4-7, J7-10,
J10-14, J14-21 puis de deux extraits de cceur congelé de dattier : J0-4 et J10-14. Les chroma-
togrammes de ces extraits sont montrés sur les Figures 5-10 et 13 (Annexe 1). La méthode de
collecte d’effluves, 1’extraction et les composés identifiés dans ces extraits sont présentés au
chapitre 1. L’extrait issu de la collecte d’effluves témoin (vide) a été testé pour vérifier les
réponses antennaires éventuelles aux impuretés du solvant et aux contaminations au cours des

collectes d’effluves.
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Une solution synthétique contenant cinq produits (20 ng/ul de chacun dans 1’hexane)
(Tableau 11) choisis d’aprés les comparaisons de chromatogrammes de CPG-EAG et CPG-

SM a été testée pour confirmer les identifications des molécules actives au niveau antennaire.

Tableau 11 : Composés de la solution synthétique testée sur I’antenne de Rhynchophorus
ferrugineus pour confirmer leurs identifications d’aprés les comparaisons

entre les profils de CPG en couplage avec EAG ou SM.

Famille

chimique Produit Référence Pureté
Alcool Heptan-2-ol Aldrich-Chemie 98%
Esters Acétate de propyle Aldrich Chemie 99%
Butyrate d’éthyle Aldrich Chemie 99%
Aromatique Anisole Aldrich 99%
Alcéne 3,5,7-Triméthyl-2,4,6,8-undécatétracne Offert par R.J. Bartelt 53%

3.2.3. Analyse électrophysiologique des odeurs du cceur de dattier par CPG-EAG

Tous les enregistrements ont été réalisés a partir d’antennes isolées de males. Un seul
sexe a ¢été utilisé pour limiter la variabilité des réponses. Les males ont été préférés parce qu'il
s'agit du sexe émetteur de phéromone et parce qu’ils étaient plus abondants lors de notre

travail.

L’¢électrode de référence a été positionnée a la base de 1’antenne (scape) et 1'électrode
d’enregistrement a ét¢ amenée au contact avec la face interne de la massue sur laquelle le
branchement donne des amplitudes plus importantes que sur la face externe (résultats présen-

tés en 2.3.3).

Les analyses électrophysiologiques ont été réalisées sur un chromatographe en phase
gazeuse (CPG) Varian Star 3400 CX équipé d’un injecteur a température programmable et
sans division de flux (SPI: Septum Programmable Injector) et d’une colonne apolaire BPX-5
SGE (25 m x 0,32 mm -DI, de 0,5 pm d’épaisseur de phase). Le gaz vecteur était 1’hélium
(14 psi). L’injecteur a ét¢ maintenu a 220 °C. La température de la colonne a suivi la
programmation suivante : 1 mn a 40°C, puis ¢lévation a 80°C a raison de 3°C/mn ; plateau a
80°C pendant 1 mn puis élévation a 300°C a raison de 13°C/mn et maintien pendant 3 mn. La

durée totale du programme était de 35,2 mn.
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L'effluent de la colonne a été partagé en deux : vers un détecteur FID (Flame Ionisation
Detector) et vers l'antenne (détecteur biologique : EAG) a I’aide d’un diviseur (SGE, Austra-
lie) avec un rapport de 1:1 muni d’un flux auxiliaire d’hélium. Le détecteur FID et la ligne de
transfert vers l'antenne ont été respectivement maintenus a 220° et 305°C. La section de la
colonne amenant I'effluent vers l'antenne (60 cm, désactivée) est introduite dans un tube en
verre en forme de L parcouru par un courant d’air permanent d’un débit de 1,42 I/mn. Le
courant d’air permanent a été filtré sur charbon actif et humidifié par bullage dans de 1’eau
osmosée. Un trou sur la grande branche du L qui va vers I’antenne nous a permis d’introduire
une cartouche en verre connectée a un appareil de stimulation manuelle avec un débit de 367
ml/mn pendant 0,5 s. La massue de I’antenne branchée a ét¢ placée a une distance de = 0,5 cm
de D’extrémité du tube en L. Une stimulation manuelle par 100 ng de ferruginéol dans 1 pl
d’hexane déposés sur un papier filtre a été effectuée avant 1’injection des extraits pour vérifier
la sensibilité de I’antenne et 1'injection d'un extrait n’a été faite qu’apres I'obtention d'un EAG
d'amplitude conforme aux résultats obtenus lors de 1'é¢tude électroantennographique initiale
(chapitre 2, § 2.3.2). L’enregistrement des réponses de I'antenne a été réalisé a partir d'injec-
tions de 3 pl d'extrait naturel ou 2 pl de mélange synthétique. Deux stimulations manuelles
par 100 ng du ferruginéol dans 1 pl d’hexane sur papier filtre ont été effectuées 8 + 2 et 30 £
3 mn apres I’injection de I’extrait pour vérifier la vitalité et la sensibilité de I’antenne au cours
de I’analyse. Pour les acquisitions, la fréquence est de 10 Hz pour les CPG et de 100 Hz pour
EAG sur deux canaux différents. Les signaux FID et EAG ont été visualisés et analysés sur

ordinateur a I’aide d’un logiciel Borwin (version 1.21 ; BORLAND, 1997).

Quatre ou cinq enregistrements satisfaisants avec un signal stable et permettant de
distinguer les dépolarisations EAG du bruit de fond ont été obtenus avec chaque extrait issu
du matériel végétal ou du mélange synthétique et un enregistrement a été fait pour 1’extrait
issu du témoin de la collecte d’effluves et de I’hexane utilis¢ comme solvant des extraits

(Tableau 12).

L'analyse fine des signaux EAG a été réalisée a 1'aide du logiciel EXCEL (version 97).
Les traces CPG et EAG ont été visualisées et retraitées graphiquement a partir d'un sous-
échantillonnage a 5 Hz compatible avec les capacités du logiciel et aprés vérification du non

écrétement des signaux. Ainsi, les amplitudes EAG ont été calculées avec le logiciel Excel .

Nous avons essayé d’identifier les molécules déclenchant des EAG de fagon reproducti-
ble (présentes au minimum sur 3 enregistrements a partir de chaque extrait) en comparant les

chromatogrammes obtenus lors du couplage CPG-EAG avec ceux obtenus par CPG-SM,
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réalisés sur les mémes extraits. Les conditions d’analyses CPG-SM sont décrites au chapitre 1

(§ 1.2.3).

Tableau 12 : Nombres d'analyses et de réponses antennaires reproductibles obtenues

par CPG-EAG chez Rhynchophorus ferrugineus.

Nb. de réponses

Origine de Période de collecte Nb. d’enregistrements .
. P antennaires
I’extrait d’effluves satisfaisants (totaux) .
reproductibles
JO-4 5(10) 6
Ceeur frais de 14-7 47 >
palmier J7-10 4(5) 5
dattier 110-14 5 (6) 4
J14-21 4 (7) 2
Coeeur congelé de J10-4 33) 4
palmier dattier J10-14 3(5) 0
M¢élange
synthétique ] 4(7) !
Témoin de
collecte d’effluves 10-4 2(2) 0
Hexane (solvant) - 1(1) 0

Les propositions structurales pour les molécules actives sur 1'antenne obtenues a partir
de la SM ont été vérifies par des co-injections de 1ul d’extraits de dattier frais (JO-4) et de
1 pl de solution hexanique (100 ng/ul de chaque produit candidat). Les co-injections ont été
réalisées sans couplage EAG sur I'appareil équipé pour la CPG-EAG. Une co-¢élution entre le
produit actif sur I'antenne et la molécule retenue a indiqué une trés forte probabilité d'identité

des composés.

Pour étayer le caractére biologique de l'effet des produits déclenchant des EAG, les
courbes 'dose-réponse' pour trois produits ont été établies. La moyenne de ’aire des pics CPG
des produits actifs dans chaque extrait et les moyennes des amplitudes normalisées des EAG
(division par la moyenne des amplitudes EAG aux stimulations manuelles par 100 ng de

ferruginéol), ont été utilisées pour établir les courbes 'dose-réponse’.
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3.3. Résultats

Les stimulations manuelles avec la phéromone au début et a la fin de chaque analyse
CPG-EAG (avec une moyenne d’amplitude de 7,4 + 2,9 mV) ont montré que 80% des
antennes ont gardé leur sensibilité au cours des essais. L’amplitude de la 2° stimulation
manuelle, réalisée a la fin de chaque analyse, a diminué chez 20% du reste des antennes. La
durée de la programmation de CPG (35,2 mn) a été équivalente au temps de stimulations
effectuées pendant le premier branchement de 1’¢lectrode d’enregistrement lors de 1'é¢tude
EAG (§ 2.2.4) au cours duquel peu ou pas de diminution de la sensibilité est observé

(Figure 27, p. 63 ; ordre 1).

Au total, 53 antennes ont été branchées pour les analyses CPG-EAG dont deux tiers ont

été exploitables (Tableau 12).

Identification des produits actifs au niveau antennaire : Dix produits ont induit des EAG

reproductibles dans I’ensemble des extraits testés quels que soient leurs ages. Ils ont été iden-
tifiés par un numéro. Entre 2 et 6 produits actifs sur I’antenne ont été repérés selon I’extrait

(Tableau 13).

Produit 1 : il a déclenché des EAG reproductibles dans les analyses avec 1’extrait JO-4
du cceur frais de dattier a 1,48 mn. Le pic de ce produit a été caché par le pic de solvant,
impossible de 1’identifier par les comparaisons des chromatogrammes de CPG en couplage

avec 'EAG et la SM (Figures 29 et 30).

Produit 2 : il a été actif au niveau antennaire comme un compos¢ de I’extrait JO-4 du
cceeur frais de dattier. L’acétate de propyle a été choisi comme le produit putatif de 1’extrait
d’aprés les comparaisons entre les profils de pics sur les chromatogrammes issus de CPG en
couplage avec la SM et ’EAG. D’apres la co-injection, le temps de rétention de I’acétate de
propyle (2,8 mn) a été inférieur a celui du produit actif dans I’extrait (2,9 mn). D’ailleurs,
I’acétate de propyle n’a déclenché aucune réponse antennaire dans les analyses effectuées

avec le mélange synthétique.

Produit 3 : il est également présent dans 1’extrait JO-4 du cceur frais de dattier. Le buty-
rate d’éthyle a été choisi comme le produit putatif d’aprés la comparaison des profils de
chromatogrammes obtenues par CPG-SM et CPG-EAG aussi bien que la co-injection. Mais le

butyrate d’éthyle n’a induit aucune réponse antennaire dans le mélange synthétique.



Tableau 13 : Temps de rétention des composés d’odeur du cceur de dattier actifs sur I'antenne de Rhynchophorus ferrugineus
par couplage CPG-EAG et amplitudes des EAG induits.

Amplitude des EAG (mV ; moyenne + écart-type)

N° du Temps de
produit rétention Coeeur frais Cceur congelé
mn
(mn) J0-4 J4-7 J7-10 J10-14 J14-21 J0-4 J10-14

1 1,48%  0,72+0,28
2 2,90 0,71+ 0,51
3 4,67 0,57+ 0,32
4 8,76 0,40+£0,07 0,24+0,14 0,03£0,02 0,20+ 0,11
5 13,50 0,09+ 0,09
6 18,39 1,12+0,52 0,67+0,17 0,48+0,33 0,08£0,06 0,48+0,40 0,38+0,23
7 19,17 0,35+0,01 0,10+ 0,08
8 20,75 0,18+ 0,17
9 23,25 0,26+0,17 0,58+0,44 0,46+£0,39 0,67+0,45 0,40£0,52 0,09£0,09

10 27,84 0,19+£0,01 0,14£0,09 0,20%+0,26

* Le pic de ce composé est caché dans le pic de solvant et il n’a donc pas été possible d’avoir la valeur de son aire. Le temps de rétention
attribué correspond au temps de la dépolarisation EAG enregistré pour ce produit.
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obtenues par enregistrement CPG-EAG.
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Produit 4 : il a déclenché des réponses reproductibles dans les extraits J0-4, J4-7, J7-10
du cceur frais aussi bien que dans I’extrait JO-4 du cceur congelé de dattier. L anisole et le
heptan-2-ol ont été deux produits putatifs d’aprés la comparaison des chromatogrammes
CPG-SM et CPG-EAG. Le temps de rétention de 2-heptan-2-ol (8 mn) a été différent de celui
du produit actif dans I’extrait (8,76 mn) et il n’a pas été actif au niveau antennaire dans le
mélange synthétique. Mais 1’anisole a présenté un temps de rétention (8,7 mn) comme le
produit actif. Elle a également déclenché un EAG au temps de rétention du produit 4 avec une

amplitude de 0,58 £ 0,2 mV. Le produit 4 a donc été identifi¢é comme I’anisole.

Produit 5 : il est présent dans 1’extrait J4-7 du cceur frais de dattier. La comparaison
entre les profils des chromatogrammes de CPG en couplage avec SM et EAG n’a pas permis

de faire de correspondance avec un pic précis.

Produit 6 : il est détecté par I’antenne dans tous les extraits testés sauf 1’extrait J10-14
du cceur congelé de dattier. Il a un temps de rétention identique a celui du ferruginéol. Les
dépolarisations trés importantes qu'il a induites, malgré sa quantité trés faible dans les extraits,
parfois non détectée par le FID (extrait J10-14 du cceur frais par exemple), nous avaient
conduits a émettre 1’hypothése d’une contamination des extraits par le ferruginéol. Mais le
spectre de masse de cette molécule 6 dans les odeurs de cceur de dattier est différent de celui
du ferruginéol et aucune trace de ferruginéol n'a pu étre détectée par SM. La librairie de SM
nous a fourni une forte correspondance entre ce produit et la mégastigma-4,6Z,8Z-triéne

(Figure 31).

Des molécules de structures voisines comme la mégastigma-5,7,9-trién-4-one ou la
mégastigma-5,8-dién-4-one sont rencontrées a 1’état naturel dans Osmanthus, 1’essence de
Passiflora incarnata, le tabac de Virginie et des rhums de Jamaique. La mégastigma-5,8-dién-
4-one est également 1’'un des constituants de 1’arome de divers fruits comme le fruit de la
passion, la carambole et I’abricot et possede une odeur caractéristique de framboise. La
mégastigma-5,7,9-trién-4-one est utilisée industriellement pour 1’aromatisation du tabac
(Boulin et al., 2000). Le mélange racémique de la 2-mégastigma-4,6,8-trién-3-one possede
une odeur comme le tabac, le bois, le cuir ou la prune (Weyerstahl et al., 1994). Malheureu-
sement, les efforts pour synthétiser la mégastigma-4,6(Z2),8(Z)-triéne n’ont pas abouti, son

identification et son activité antennaire et comportementale restent a confirmer.

Produits 7 et 8 : le produit 7 est détecté par I’antenne dans les extraits J7-10 et J10-14

du cceur frais et le produit 8 dans 1’extrait JO-4 du coeur congelé de dattier. Les comparaisons
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d’extraits de coeur de dattier actifs au niveau antennaire chez Rhynchophorus ferrugineus
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entre les profils des chromatogrammes CPG-SM et CPG-EAG n’ont pas permis de choisir des

produits putatifs pour eux.

Produit 9 : Il a déclenché des réponses antennaires reproductibles dans tous les extraits
testés sauf I’extrait J10-14 du cceur congelé de dattier. Il a ét¢ identifi¢ comme le 3,5,7-
triméthyl-2FE,4E,6 E,8 E-undécatétraene d’apres la librairie de SM. Le spectre de masse de ce
produit est présenté sur la Figure 31. Ce produit a été identifi¢ comme le compos€ minoritaire
de la phéromone de Carpophilus hemipterus (L.) (Coleoptera, Nitidulidae) par Bartelt et al.
(1990). Trois produits synthétiques, avec des spectres de masse trés voisins, nous ont été
fournis par R.J. Bartelt : a) le 3,5,7-triméthyl-2E 4E 6 E,8E -undécatétraéne ; b) le 4-éthyl-6,8-
diméthyl-2,4,6,8-décatétracne et c) le 4,6,8-triméthyl-2,4,6,8-undécatétracne. Les temps de
rétention de ces produits ont été déterminés par 1’injection de 1ul de la solution de chacun
dans I’hexane (= 100 ng/ul) : 23,23, 22,65 et 23,07 mn pour les produits a, b et ¢ respective-
ment. Le temps de rétention du 3,5,7-triméthyl-2E,4F,6 E,8 E-undécatétraéne a été trés proche
du produit 9 pour lequel le méme spectre de masse a été¢ obtenu (Figure 31). Aucun individu
de Carpophilus sp. n’a été observé sur le cceur de dattier au cours de la collecte d’effluves et
le 3,5,7-triméthyl-2E 4E 6,8 E-undécatétraéne n’a jamais €t¢ identifié comme un produit
végétal (Bartelt, communication personnelle). Le 3,5,7-triméthyl-2E 4E,6E,8 E-undécatétracne

n’a produit aucune activité antennaire dans la solution synthétique.

Produit 10 : il est présent dans les extraits J4-7, J7-10 et J10-14 de cceur frais de dattier.
La comparaison entre les profils des chromatogrammes de CPG en couplage avec SM et EAG

n’a pas permis de faire de correspondance avec un pic précis.

Les amplitudes EAG pour ’anisole et les produits 6 et 9 ont augmenté en fonction de
leurs aires de pics dans les différents extraits. Cet effet ‘dose-réponse’ étaye un effet biologi-
que de ces produits sur I’antenne (Figures 32 et 33). L’effet comportemental de ces produits

devra étre étudié a la suite de leurs identifications chimiques et leurs synthéses.

3.4. Discussion

L’activité antennaire de I’anisole comme un constituant de 1’odeur de cceur frais de
palmier a été mise en évidence pour la premiére fois. L'anisole est I’un des composés minori-
taires du mélange 41 montrant une activit¢ phérosynergique moyenne sur R. ferrugineus au

cours du criblage effectué par piégeage de terrain (Avand-Faghih, 2000).

L’effet phérosynergique de ce produit devra étre vérifié ultérieurement avec des doses

plus élevées.
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Figure 33 : Relation entre la dose de produit 9 et la réponse antennaire obtenue par couplage
CPG-EAG chez Rhynchophorus ferrugineus.

Malgré le nombre important de composants de 1’odeur du cceur de dattier en cours de
fermentation (109 molécules identifiées par CPG-SM et entre 18 et 35 pics intégrés par CPG
selon ’extrait) seulement 10 composés ont induit des EAG reproductibles dont la majorité
sont des produits non identifiés. Cinq composés minoritaires avec une aire de pics < 4.000
(anisole, produits 5, 6, 7 et 10) ont provoqué des réponses antennaires reproductibles. Ce sont
des produits avec une volatilit¢ moyenne a faible (temps de rétention > 8,5 mn). Ces produits
minoritaires sont moins labiles que les produits volatils en ce sens qu'ils sont présents dans les
extraits issus du cceur agé de dattier. Les produits 4 et 6 sont respectivement présents jusqu’au
10° et 21° jours dans les extraits issus du ceeur frais de dattier, provoquant des réponses repro-
ductibles malgré leurs quantités faibles. La quantité de ces deux produits diminue en fonction
de I’age du cceur de dattier ce qui peut correspondre a la diminution de ’activité phérosyner-
gique de ce matériel végétal sur le terrain. Ces arguments peuvent expliquer le role important
de produits minoritaires ou moins volatils de I’odeur du matériel végétal, non identifiés
jusqu’a présent, comme sémiochimiques actifs sur le comportement de R. ferrugineus. La
plupart des composés majoritaires n’ont pas été actifs au niveau antennaire. Ce sont aussi des
produits considérés comme phérosynergistes putatifs testés sur le terrain sans aucun effet
(Avand-Faghih, 2000 ; cf. chapitre 5). Il est donc indispensable d’investir pour mieux caracté-
riser ces constituants de 1’odeur de phérosynergistes végétaux et identifier les molécules

minoritaires et moins volatiles, négligées dans les analyses précédemment effectuées.

La technique CPG-EAG s’est montrée tres efficace pour cribler des molécules actives
au niveau antennaire dans un mélange complexe surtout celles qui ne sont pas détectées par
FID a cause de leurs quantités trop faibles. Cependant, les comparaisons entre les profils des
pics sur les chromatogrammes issus de CPG en couplage avec la SM et I'EAG ont été compli-
quées par I'emploi de colonnes et de conditions d'analyses différentes pour les deux techni-
ques. Les conditions CPG-SM étant différentes de celles des analyses CPG-EAG, des doutes
demeuraient pour une correspondance certaine entre certains pics, notamment minoritaires.
Par ailleurs, le nombre important de pics sur le chromatogramme ayant des temps de rétention
voisins a rendu difficile I’identification des produits actifs au niveau antennaire. Un couplage
CPG-SM-EAG serait trés utile, permettant d’utiliser le méme matériel (colonne) et le méme

programme de températures dans les analyses CPG-SM et CPG-EAG et facilitant les compa-
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raisons de profils des pics obtenus. La séparation des pics sur les chromatogrammes pourra

étre améliorée en modifiant les conditions d’analyses.

Evolution des produits actifs au niveau antennaire en fonction de I’age de I’extrait

Evolution quantitative des réponses antennaires : Le nombre d'EAG reproductibles
diminue en fonction du vieillissement du coeur de dattier utilisé¢ pour la collecte d’effluves. Le
maximum des réponses a été enregistré pour I’extrait JO-4 de cceur frais de dattier. Mais
seulement 2 composés de 1’extrait issu du cceur agé de dattier frais (J14-21) ont provoqué des

réponses antennaires reproductibles (Tableaux 12 et 13).

La diminution du nombre de composés actifs dans les extraits en fonction de 1’age du
coeur de dattier, utilisé pour la collecte d’effluves, est corrélée a la chute d’activité phérosy-

nergique de ce matériel végétal au cours du temps dans les essais de piégeage sur le terrain.

Evolution qualitative des réponses antennaires : Des EAG aux produits volatils (avec un
temps de rétention < 5 mn) ont été seulement observés dans 1’extrait le moins altéré du cceur
de palmier dattier frais (JO-4 : produits 1, 2 et 3). Inversement le nombre de produits moins
volatils (temps de rétention > 18 mn) actifs sur I'antenne a augmenté avec le vieillissement du
cceur de dattier. La disparition de produits actifs trés volatils et I’apparition de produits actifs
moins volatils, en fonction de 1’dge du cceur de dattier, est en accord avec 1’évolution

qualitative respective de ces deux catégories de composés (cf. chapitre 1).

L’aire du pic du produit 9 a augmenté avec 1’age du coeur de dattier. Il semble que cette
molécule soit produite par les micro-organismes qui se développent sur le cceur de dattier au

cours de sa décomposition.

Les produits 6 et 9 ont produit des réponses antennaires les plus reproductibles dans
tous les extraits testés (sauf 1’extrait J10-14 du cceur congelé pour lequel il n’y a aucune

réponse enregistrée) et dans la majorité des enregistrements.
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4. Etude de la réponse de R. ferrugineus au ferruginéol et a des
extraits végétaux par olfactométrie - Observations sur la fécondité
des femelles capturées par piégeage olfactif et la mobilité de

I'insecte en conditions semi naturelles

4.1. Introduction

Etudier la réponse comportementale d'un insecte a un extrait ou a un composé¢ identifi¢
par les méthodes d’analyse chimique est indispensable pour mettre en évidence le caractere
sémiochimique, soit intraspécifique soit interspécifique de l'extrait ou du composé. Le type de
réponse déclenchée peut ainsi €tre caractérisé chez des individus récepteurs par un test
permettant de voir s’il y a un effet attractif, répulsif, etc... Des essais comportementaux bien
adaptés peuvent nous fournir des informations intéressantes sur les mouvements des insectes

récepteurs vers ou a proximité de la source d’odeur.

Un olfactométre est un dispositif de laboratoire qui permet de mesurer et de comparer
les réponses comportementales des insectes en conditions contrdlées. L’emploi d'olfacto-
metres est trés utile pour déterminer I’effet biologique d'extraits naturels de matériaux végé-
taux disponibles en quantités limitées et insuffisantes pour les tester dans les conditions natu-

relles par piégeage de terrain.

Dans le cas des charangons des palmiers, plusieurs types d’olfactometres ont été décrits
pour étudier leurs réponses comportementales a des odeurs au laboratoire. Ces olfactomeétres
sont le plus souvent des adaptations a la grande taille de ces charangons de mod¢les décrits

antérieurement pour de petits insectes.

Ainsi, Jaffé ef al. (1993) ont utilisé un individu de R. palmarum suspendu par un fil, les
pattes reposant sur une boule de matériau léger sur laquelle il a pu marcher ou la quitter pour
voler. Les effets attractifs de deux sources d’odeurs disposées de chaque coté de la téte de
I’insecte, ont été¢ mesurés a partir du temps de marche ou de vol vers chaque source. Rochat et
al. (2000a) ont utilisé un tunnel de vol modifié, en mettant un plancher horizontal au centre du

tunnel sur lequel les insectes ont pu marcher, pour mesurer la réponse a des odeurs végétales.

Nous avons évalué I’efficacité de deux types d'olfactomeétres pour étudier le comporte-
ment de R. ferrugineus. Ces olfactomeétres avaient €té utilisés efficacement sur R. palmarum.

Le premier type, 1’olfactométre a deux puits, est un systéme statique (sans flux d’air) et
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offrant un choix entre deux odeurs. Il a été¢ adapté par Rochat ez al. en 1991 a partir du dispo-
sitif utilisé par Pierce ef al. (1981). Le deuxiéme type, I’olfactometre a quatre voies, est un
systéme dynamique (avec flux d’air) et offrant un choix allant jusqu’a quatre odeurs ; il est

dérivé du modele décrit par Vet ef al. (1983) et a été adapté par Said (1999).

L’olfactomeétre a deux puits avait été utilisé en 2000 au laboratoire de Saravan (province
du Sistan & Baloutchistan, Iran) pour mesurer la réponse de R. ferrugineus au ferruginéol
avec ou sans dattier mais trés peu de réponses nettes au stimuli avaient été observées (Avand-
Faghih, 2000). L'hypothése d'une forte contamination des locaux par la grande quantité de
phéromone synthétique manipulée pour les essais de terrain (habituation des insectes) ou de
leur mauvais état de santé (insectes maintenus en forte densité dans de petites enceintes) avait
¢été envisagée pour expliquer ces faibles réponses. Nous avons donc décidé de reprendre les
tests olfactométriques dans des conditions mieux contrdlées a Téhéran (pas de manipulation

de phéromone de synthése et meilleures conditions d’élevage).

L'olfactométre a quatre voies a été trés efficace dans les tests effectués avec R.
palmarum (Said, 2003) et nous avons essay¢ de valider 1’effet phérosynergique des extraits de
cceur de dattier, utilisés pour les analyses CPG-SM et CPG-EAG, a ’aide de cet olfactométre

a Versailles.

La détermination de 1’état physiologique de 1’appareil reproducteur des femelles
collectées sur les palmiers dattiers infestés et/ou capturées par les pieges a phéromone et
I’¢tude du rythme de mobilité des insectes au cours de la journée ont été réalisées afin de
cerner d'autres causes possibles du peu de réponses enregistrées en olfactometres en 2000 et
2002 que celles évoquées plus haut et d'optimiser les conditions des tests comportementaux :

age des insectes utilisés pour les essais et période de réalisation des tests dans la journée.

4.2. Matériels et Méthodes

4.2.1. Evaluation de la réponse de R. ferrugineus a la phéromone synthétique et a

des extraits végétaux dans deux types d’olfactometre au laboratoire
4.2.1.1. Matériel vivant

Tous les insectes utilisés ont été collectés a la main sur des palmiers dattiers ou capturés
dans des pieges appatés avec la phéromone et un morceau de coeur de dattier dans les palme-
raies infestées a Saravan. Les insectes ont été gardés dans des boites plastiques séparés selon

le sexe au laboratoire soit a 30°C et une photopériode J12:N12 au 'Plant Pests & Diseases
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Research Institute' a Téhéran pour les tests avec 1I’olfactométre a deux puits, soit en conditions
tropicales (23-28°C ; H.R. : 75-90% ; J13:N11) au laboratoire de Versailles pour les tests avec
I’olfactometre a quatre voies. Ils ont été nourris sur tiges de canne a sucre. Les insectes sont
isolés individuellement 24 h avant les tests dans des boites sans nourriture. Une heure avant

les tests, ils sont apportés dans la piece d’olfactométrie pour un deuxieme conditionnement.

4.2.1.2. Olfactomeétre a deux puits

Cet olfactométre comporte les quatre piéces suivantes (Figure 34) : 1) I’aréne circulaire
en plastique transparent (@ = 50 cm et hauteur 15 cm) ; 2) le plancher en plastique transparent
(60 x 60 cm) avec 2 orifices symétriques (0 = 3 cm) par rapport au centre et espacés de 25
cm ; 3) deux béchers en verre (500 ml) qui sont placés sous les orifices du plancher et 4) le
toit en verre (60 x 60 cm). Le plancher a été couvert avec une feuille de papier pour que

I’insecte puisse y marcher facilement.

50 cm

3cm

g g 25 cm

Couvercle en verre p

Arene en plastique transparent ____________p 15 cm

Plancher en plastique transparent couvert de papier

Bécher 500 ml en verre >

Figure 34 : Schéma de I’olfactométre a deux puits.

Deux séries d’essais [avec les doses de 0,1 et 1 pg de ferruginéol (EGNO-Chimie,
Tancarville, France ; 99%) dans 1 pl d’hexane contre 1 pl d’hexane (MERCK, Allemagne,
99%)] ont été effectué¢es a Téhéran en 2002 avec le protocole utilisé en 2000, afin de vérifier

s'il était possible d'enregistrer un niveau de réponse satisfaisant au ferruginéol dans
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I’olfactomeétre a deux puits a partir de R. ferrugineus maintenus dans de bonnes conditions et
testés dans un environnement non contaminé par la phéromone. Les essais ont été réalisés
avec deux olfactomeétres a la fois. Soixante R. ferrugineus (30 femelles et 30 males) ont été
testés pour la dose de 1 pg et 54 individus (27 femelles et 27 males) pour la dose de 0,1 ug de
ferruginéol. Un microlitre de la solution de phéromone ou d’hexane a été déposé sur un papier
filtre (2 x 2 cm). Les tests ont été effectués pendant les 4 premicres heures de la nuit sous
lumiére rouge et a une température de 30 + 2°C. L’orientation de I’olfactometre dans la piece
a été changé apres chaque test pour éviter le biais d’une éventuelle hétérogénéité lumineuse
ou thermique. Le test a ét¢ annulé dans le cas ou I’insecte est rest¢ immobile au centre de
I’olfactometre pendant 15 mn et ’insecte testé a été considéré comme inactif. Sinon le test a
¢été poursuivi pendant 30 mn. La présence de I’insecte suspendu au bord de 1'entrée d'un puits

a été considérée comme le critére de réponse.

4.2.1.3. Olfactometre a quatre voies

Un olfactomeétre a quatre voies (Laucoin S.A., Thoiry, France), mis au point pour les
tests comportementaux sur les coléopteres de grande taille a été utilisé. Il consiste en une
chambre en forme d’étoile a 4 branches. Chaque branche est délimitée par deux arcs de
cercles de 90°. L’air pénetre dans la chambre par chacune des branches et est évacué par un
orifice situé au centre et a la base de la chambre (Figure 35). La géométrie particuliere du
systéme permet de créer quatre zones contigués dont les atmosphéres ne se mélangent pas.
Une cinquiéme zone, circulaire (@ = 9 cm), est définie au centre de la chambre ou I’air des
quatre zones se mélange. Le systéme est formé par trois parties principales : un socle (SO) en
polyéthyléne haute densit¢ (PEHD) avec 1’orifice de sortie d’air, une partie monobloc
intermédiaire (CH) en PEHD qui permet de délimiter la chambre de 1’olfactométre et porte les
quatre entrées d’air et enfin un couvercle transparent (CT). Deux joints toriques en néopréne
assurent 1’étanchéité entre les trois éléments. L’ensemble est connecté par des vis de serrage

au milieu des quatre c6tés de 1’olfactomeétre (Said, 1999).

Neuf séries de tests ont été effectuées en 2002-2003. Les stimuli et le nombre d'insectes
testés dans chaque série sont présentés dans le Tableau 14. Dans la premicre série, nous avons
étudié la réponse de l'insecte a 0,1 ug du ferruginéol (EGNO-Chimie, Tancarville, France ;
99%) dans I’hexane (Carlo Erba Reagenti; >98%). Dans les autres tests avec plusieurs
stimuli, nous avons étudié 1’effet phérosynergique de fragments de cceur de dattier conservés

au laboratoire (en chambre froide et considérés comme ‘frais’, ou congelés), a différents
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stades de fermentation (tests n°2-5), ou de 1 pul d’extraits issu des collectes d’effluves sur

cceur de dattier (Cf. chapitre 1) utilisés pour les tests CPG-EAG (tests n°6-9).

Les tests ont été effectués durant les 5 premicres heures de la nuit sous lumiere rouge.
Le test 1 et une partie des répétitions du test 2 ont été effectués a 30°C et les autres tests ont
¢été réalisés a 25°C. Le débit pour chaque branche de I’olfactométre a ét¢ de 500 ml/mn. La
position des stimuli dans les zones de 1’olfactométre a été changée apres chaque journée de

tests pour éviter le biais d'une éventuelle hétérogénéité lumineuse ou thermique de la picce.
N 55 cm /Airhumidﬁé et purifié
\

Hiltre inox

Vis de serrage

L
Va Hoem

<+ ;

1cm il (—/ ﬂ%wrcle transparent
w111 [T
15¢ 1 \ ! CH: Corps PEHD monobloc

\ délimitant la chambre

. . Lﬁ r_‘ SO: Socle PEHD
Joint torique
Hltre plastique (6 cm)

ﬂ Aspiration pompe a air

Figure 35 : Schéma de I’olfactomeétre a quatre voies (d’apres Said, 2003).

B

Les insectes qui sont restés pendant 10 mn au centre de I’olfactomeétre apres leur intro-
duction ont été considérés comme inactifs et le test a été¢ annulé. Dans le cas ou I’insecte a été
actif avant 10 mn, les durées relatives de fréquentation des quatre voies (sans le temps passé
dans la zone centrale) ont été enregistrées a ’aide du logiciel Even 1.0 (Zagatti, INRA,
France). L'enregistrement a duré 15 mn pour le test n°1. Aprés avoir comparé les réponses
mesurées apres 5, 10 et 15 mn (fréquentations relatives des voies), la réponse de 1'insecte n'a

¢été enregistrée que pendant 5 mn pour les autres tests.
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4.2.2. Etat physiologique de I’appareil reproducteur de femelles collectées sur

dattiers ou capturées par piégeage olfactif

Trois échantillons de femelles de R. ferrugineus ont été collectés : 1) sur des dattiers
infestés (n = 25) ; 2) par les piéges appatés avec le coeur de dattier et le ferruginéol (n = 26) et
3) le mélange 27 et le ferruginéol (n = 23) pour dissection et observation de leur appareil
reproducteur. Les femelles piégées n'ont été examinées que dans le cas ou il n’y avait pas de
males dans le méme piege pour étre slir qu’aucun accouplement n’avait eu lieu apres le
piégeage. L’échantillonnage des femelles sur les palmiers n’a pas été effectué complétement
au hasard : nous avons essay¢ de collecter les insectes qui n'étaient manifestement pas trop
jeunes et extraits d'un cocon par accident lors de la dissection des arbres. L’absence de
spermatozoides dans la spermathéque a été considérée comme un critére de virginité. Les
ceufs visibles dans les quatre ovarioles et les quatre trompes ont été comptés. Les ceufs a peu
pres sphériques et situés vers I'apex des ovarioles ont été considérés comme les ceufs jeunes et
les ceufs ovales ou nettement plus longs que larges et situés en aval des ovarioles ou dans les

trompes ont été classés comme des ceufs mirs.

Tableau 14 : Choix proposés en olfactomeétre a quatre voies aux adultes

de Rhynchophorus ferrugineus et nombre d'insectes testés.

N° de . i Stimulus
test [\b. d'insectes testés 1 5 3 1

1 43(21%et223) Ferruginéol (0,1 pg) Hexane Vide Vide

2 27(12%et153) Cceur frais de palmier dattier f()e, r;l:lgé ;1 ol 1+2  Hexane
3 128Qet4d) Eﬁﬁzgzi;:fdzﬂ‘gifr dattier f&"f‘ﬁ;‘é"l 142 Hexane
4 24(129et123) Sffpiggﬁeélcéoizéﬂzﬁf; dattier (F(i“lr‘;ggé"l 1+2  Hexane
S 20(19eod)  (Rueonlédepmierduir  Ferugniol e
6 12(6%et6d) gfi‘ffiislfiifr‘;‘t‘rjgf’gatﬁer frais (F(i‘ir‘;ggi;lé"l 1+2  Hexane
7 23(119et123) gfi‘ffizslfii;z‘t‘gjf’7‘)‘a“ier frais (F(i"lr‘ilggi;lé"l 142 Hexane
8§ 12(69et63) e et e gy et s (Foerlr‘ig;‘e"l 142 Hexane

9 24 (129 et 12 3) Effluves de cceur de dattier congelé  Ferruginéol

(1 ul de T'extrait J0-4) 0,1 pg) I+2  Hexane
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Le test du 3 a été utilisé pour comparer la proportion de femelles vierges des différents
échantillons. Les nombres d’ceufs jeunes, mirs et totaux et le pourcentage d’ceufs jeunes dans
les ovaires ont été comparés dans les trois échantillons a 1’aide d'analyses de variance non-
paramétriques a un facteur (test de Kruskal-Wallis). La méthode de comparaisons multiples

au seuil de 5% a été utilisée pour comparer les moyennes des échantillons le cas échéant.

4.2.3. Etude de la mobilité des adultes de R. ferrugineus au cours de la journée

La mobilité¢ de 100 adultes de R. ferrugineus a été étudiée en conditions semi naturelles
a Saravan les 9 et 15 octobre 2002. Chacun des deux jours, 50 charangons (deux lots distincts
de 25 males et 25 femelles), collectés dans des dattiers, ont été placés individuellement dans
des boites cylindriques en plastique blanc (@ x h: 15 x 10 cm). Chaque boite contient = 5 cm
de sciure non résineuse, un morceau de pomme et un mouchoir en papier humide. L’ouverture
des boites a été fermée a l'aide de moustiquaire et d'un élastique. Toutes les boites ont été
mises dans les conditions extérieures a 1’abri de la lumiere directe du soleil. Les insectes ont
été visités toutes les heures a partir de Sh00 (lever du soleil) jusqu’a 18h00 (coucher du soleil
a =~ 16h45). La température et I’humidité relative extérieures ont été enregistrées a chaque
visite. Les nombres d'insectes cachés dans la sciure, immobiles, en marche, essayant de voler
et tombés sur le dos ont été enregistrés a chaque visite. La mobilité des insectes (marche ou

tentative de vol) a été enregistrée a chaque heure.

4.3. Résultats et Discussion

4.3.1. Evaluation de la réponse de R. ferrugineus a la phéromone synthétique et aux

extraits de matériel végétal dans deux types d’olfactométre au laboratoire
4.3.1.1. Olfactométre a deux puits

Le comportement des insectes dans 1’olfactométre a été identique a celui observé en
2000 ou ils manifestaient une activité faible. A 1’arrivée a l'entrée d'un puits, l'insecte y entrait
prudemment en se suspendant par les pattes, incliné sur le coté. Dans cette position, il essayait
de descendre dans le bécher en tournant autour du puits. La majorité des individus ressortaient
du puits apres quelques temps d’effort pour y descendre. Le séjour d’un insecte suspendu au
bord d'un trou avait été choisi comme le critére de la réponse en 2000. Selon ce critére, 59 +
14% des individus ont répondu, alors que seulement 26 + 10% sont tombés dans les puits
pendant les différents tests (Avand-Faghih, 2000). La méme proportion d'individus a été
mobile aprés 15 mn en 2000 (87%) et 2002 (86%), mais le nombre des insectes ayant répondu
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au stimulus a été plus important en 2002 qu’en 2000. Les résultats des essais sont présentés

dans le Tableau 15.

Les deux sexes ont présenté le méme niveau d'activité (90%) et de réponse (67%) au
cours de I’essai avec 1 ug de ferruginéol. L’activité et la réponse des femelles ont été identi-
ques a la dose de 0,1 pg alors qu'elles ont baissé chez les males (74% des males actifs et 55%
de réponse). La réponse a la phéromone aux deux doses a été plus importante chez les femel-
les que chez les males, significative aux deux doses chez les femelles (P < 0,001 pour 1 pg et
P <0,01 pour 0,1 pg) et uniquement a 1 pg chez les males (P < 0,001). Les résultats montrent
clairement que le seuil de réponse est plus élevé chez les males que chez les femelles. Les
résultats sont en accord avec les données de piégeage sur le terrain ou les pieges capturent
plus de femelles que les males. L’olfactometre a deux puits peut donc étre utilisé avec le
protocole établi en 2000 comme un outil de laboratoire pour faire les tests comportementaux
avec le matériel vivant maintenu correctement en élevage et utilisé dans un local exempt de

contamination odorante.

Tableau 15 : Réponses de Rhynchophorus ferrugineus a deux doses de phéromone

synthétique (ferruginéol) en olfactométre a deux puits.

N° de Témoi Inactif .. Sans Réponses (Choix)

Pessai Stimulus n Sexe Testés S Actifs choix Tofal Stimulu Témoi
n
Femelle 5, 3 27 9 18 18%% 0
1 ugde u S
ferruginéol 11SXAN€ Males 30 3 27 9 18 5% 3
Total 60 6 54 18 36 33 3
Femelle ., 3 24 8§ 16 13% 3
0.1 pgdu S
ferruginéol ¢ Males 27 7 20 9 11 7 4
Total 54 10 4 17 27 20 7

*.P<0,01;%*:P<0,001

4.3.1.2. Olfactomeétre a quatre voies

La proportion d’individus actifs dans le test n® 1 effectu¢ avec le ferruginéol (100 pg)
comme stimulus (14 individus actifs sur 43 testés : 33%) a été 2,3 fois plus faible que lors des
tests réalisés avec 1’olfactométre a deux puits en 2000 et 2002. Les R. ferrugineus ont été
beaucoup moins mobiles et réceptifs a leur phéromone dans ce systéme que les R. palmarum

chez lequel pres de 100% des individus ont répondu avant 5 mn (Said, 1999).
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Le test n® 1 a été réalisé entre 37 et 52 j apres 1’arrivée des insectes en France, ce qui est
un délai important par rapport a la durée de vie des adultes. Les essais avec 1’olfactométre a
deux puits ont été effectués en Iran moins d’un mois apreés la récolte des insectes sur le
terrain. L'emploi d'insectes en fin de vie pourrait expliquer ce faible niveau de réponse,
observé de nouveau lors des tests n°2-9 ou seulement entre 8 et 42% des individus ont été
actifs. D’aprés les observations de I[. Said au cours des tests comportementaux sur R.
palmarum, Pactivité des individus de cette espéce diminue environ un mois apres 1’arrivée

des insectes au laboratoire.

Cependant, il n’y a pas eu de différence entre la proportion d’individus actifs (8%) dans
le test n°3 effectué 88 j apres I’arrivée des insectes en octobre 2002 et le test n°9 réalisé 20 j
apres 1’arrivée d’un second lot d'insectes en janvier 2003 en France (durée entre collecte des
insectes et envoi inconnue). Les R. ferrugineus quel que soit leur temps de séjour au labora-
toire sont donc trés peu mobiles dans I’olfactométre ce qui pose un probléme pour 1'évaluation

de leur réponse a des odeurs au laboratoire.

Une réponse positive a 100 ng de la phéromone a été mise en évidence dans le test n°1
malgré le nombre faible d’insectes actifs. Les durées relatives de la fréquentation dans la zone
de la phéromone et celle de I’hexane ont respectivement diminué et augmenté en ¢levant le
temps d’observation (Tableau 16). Ce changement pourrait traduire une disparition de la
phéromone au cours du temps et/ou I’habituation de I’insecte au stimulus. La meilleure
réponse a la phéromone a été obtenue avec 5 mn d’observation, ce qui a été choisi pour les

autres tests. Le méme résultat a été obtenu chez R. palmarum (Said, 2003).

Tableau 16 : Fréquentation relative des quatre voies de I'olfactométre par Rhynchophorus

ferrugineus dans le test n°1 en fonction de la durée de 1’observation.

Pourcentage du temps passé dans la voie

Durée d’observation (mn) .
F(Zlig:)g:g(ﬂ Hexane Vide Vide
5 50% 5% 21% 24%
10 42% 12% 28% 18%
15 31% 20% 26% 23%

Les essais 2-9 avec plusieurs stimuli a la fois, n’ont montré aucun effet phérosynergique
du matériel végétal ou des extraits d'effluves (Tableau 17). Le nombre d’insectes réceptifs n’a

pas été suffisant pour tirer des conclusions fiables. L’effet phérosynergique de 20 ul de jus de
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canne a sucre sur 100 ng de phéromone de R. palmarum a ét¢ démontré chez cette espece
dans les essais avec 20 individus (10 femelles et 10 males) et dans le méme olfactomeétre a
quatre voies (Said, 1999). Si un effet du végétal sur R. ferrugineus existe, la réceptivité
beaucoup plus faible des individus de cette espéce exige un nombre beaucoup plus important
de répétitions, impossible a réaliser a cause du nombre limité d'insectes disponibles au

laboratoire.

Pour tenter de comprendre 1'origine du trés faible niveau de réponse des insectes testés
aux produits sémiochimiques, nous avons examiné 1’état physiologique de 1’appareil repro-
ducteur de femelles piégées sur le terrain et étudié la mobilité des R. ferrugineus au cours de

la journée pour essayer d'optimiser les conditions des tests olfactométriques au laboratoire.

Tableau 17 : Durées relatives de fréquentation des quatre voies par

Rhynchophorus ferrugineus.

N° du Effectifs Stimulus
test Testés Actifs P K P+K  Hexane
2 27 6 (22%) 17% 72% 11% 0%
3 12 1 (8%) 0% 14% 86% 0%
4 24 5 (21%) 0% 71% 27% 2%
5 20 6 (30%) 36% 34% 30% 0%
6 12 50@2%)  72% 12% 15% 1%
7 23 7 (30%) 1% 21% 31% 47%
8 12 3 (25%) 10% 71% 0% 19%
9 24 2 (8%) 43% 19% 6% 32%

P : Phéromone ; K : stimulus d'origine végétale

4.3.2. Etat physiologique de I’appareil reproducteur des femelles collectées sur

dattiers ou capturées par piégeage olfactif

Les moyennes du nombre d’ceufs jeunes et miirs par insecte d’échantillons différents
ont été présentées dans le Tableau 18. Un nombre total d'ceufs de 84 + 32, 88 + 26 et 85 + 28
(moyenne + écart type) par femelle a été trouvé dans I’appareil reproducteur des femelles
provenant respectivement des palmiers, des pieges avec le mélange phérosynergiste 27 plus
phéromone et des pieges avec coeur de dattier plus phéromone. Il n’y a pas de différence
significative entre ces valeurs (H= 0,81 ;ddl =2 ; P =0,67), ni dans le nombre d’ceufs jeunes

(H=15,79;ddl=2; P=0,055) et d’ceufs mrs (H = 1,22 ; ddl =2 ; P = 0,543). Le pourcen-
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tage d'ceufs jeunes chez les femelles piégées par le matériel végétal et la phéromone (42%) est
significativement moindre que celui des autres femelles (49 et 48% ; H=13,30;ddl=2; P=
0,001). Autrement dit, les femelles piégées par la phéromone et le matériel végétal sont un
peu plus matures que les femelles prélevées sur dattiers ou piégées par la phéromone et le
mélange 27. Un échantillonnage vraiment aléatoire des insectes sur les palmiers aurait vrai-
semblablement amplifié¢ cette différence puisque nous n'avons volontairement pas ramass¢ les

femelles trés jeunes, issues de nymphes présentes dans 1’arbre.

Notre résultat est en accord avec I'hypothése que ce sont surtout des femelles ayant
atteint une certaine maturité qui volent pour trouver de nouveaux sites pour pondre et que

c’est pendant cette période qu’elles sont capturées par les pieges a phéromone.

Tableau 18 : Nombres (moyenne * écart type) d’ceufs jeunes et d’ceufs mirs dans 1’appareil
reproducteur des femelles de Rhynchophorus ferrugineus collectées sur dattiers

ou capturées par pieges olfactifs.

Eufs (Eufs mirs dans les
Lieu d'échantillonnage . Total
JEunes  yvarioles trompes Total
Palmiers dattiers 41+16 3114 1117 43 + 18 84 + 32

Pieges a phéromone + matériel végétal 36+13 35+12 14£8 49+ 17 85+ 28
Pieges a phéromone + mélange 27 42+14 33112 13+7 46 £ 15 88 £26

Parmi les femelles échantillonnées sur les palmiers ou dans les pi¢ges appatés avec
phéromone et matériel végétal ou mélange 27, respectivement 19, 24 et 21% sont vierges. Il
n’y a pas de différence significative entre les taux de virginité des différents échantillons. Il ne
semble donc pas y avoir de relation entre I’accouplement et la réponse aux signaux sémio-

chimiques.

Les femelles piégées dans une cocoteraie a Goa (Inde) ont vécu = 70 j au laboratoire sur
une nourriture naturelle. Chaque femelle a pondu en moyenne 164 ceufs pendant sa vie dont
55% ont éclos ; 13% des femelles étaient vierges (Faleiro et al., 2003). Les données de ce
travail ont montré que les femelles capturées par les pieges appatés avec du végétal et la

phéromone sont jeunes, gravides et fertiles et sont en accord avec nos propres résultats.

D’aprés ces observations, il est plus judicieux d’utiliser des insectes accouplés et assez
jeunes pour les tests comportementaux au laboratoire qui semblent constituer l'essentiel des

insectes réceptifs (pris dans des pieges olfactifs).
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4.3.3. Etude sur ’activité des adultes de R. ferrugineus au cours de la journée

L’activité d’adultes de R. ferrugineus de deux sexes au cours de la journée est montrée
sur les Figures 36 et 37 page suivante. En moyenne, 79 + 14% des femelles et 92 + 13% des
males étaient cachés dans la sciure au cours des visites effectuées dans la journée.

Parmi les insectes visibles, en moyenne 49 +29% des femelles et 9 £ 19% des maéles
étaient immobiles et seulement 13 £ 11% des femelles et 7 + 12% des males ont montré une

activité locomotrice (marche et tentative d'envol).

Tous les individus étaient cachés au début de la journée et les premiers mouvements ont
été observés a 8h00 a une température de 22°C. L’activité des insectes a continué pendant
toute la journée. Les insectes ont ét¢ moins mobiles entre 14h00 et 15h00 le 9/10/2002 suite a
un coup de vent. L'activité des femelles a été relativement continue et celle des males plus
épisodique, surtout pour essayer de voler. La température a varié entre 25 et 35°C au cours de
I’activité des insectes. Un premier pic d’activité des males a été observé entre 10h00 et 11h00
(28-29°C) mais inférieur a celui des femelles. Un second pic d'activité¢ des males a été remar-
qué au crépuscule, entre 17h00 et 18h00 (coucher du soleil a 16h45 le 9/10/2002. 28-30°C).
Cette activité des males au début de la soirée, a 18h00 a dépassé celle de femelles. Le

maximum de mobilité de la journée a été observé a cette période pour les deux sexes.

Le maximum de ’activité de R. palmarum a été observé entre 10h00 et 12h00 et 16h00
et 18h30 (Hernandez et al., 1992) ce qui montre la ressemblance de ces deux especes au

niveau du rythme d’activité pendant la journée.

Les résultats montrent que la réalisation des tests comportementaux au laboratoire aux
premicres heures de la nuit sous lumiére rouge est convenable. Une température entre 28 et

30°C semble nécessaire pour avoir un maximum de réponses.

Les adultes de R. ferrugineus ont été peu mobiles comme dans les tests olfactométri-
ques. L’immobilité considérable des adultes est une limitation trés importante pour réaliser les

tests comportementaux au laboratoire.
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Figure 36 : Activité des individus femelles de Rhynchophorus ferrugineus au cours de la

journée (moyenne de deux lots de 25 individus, chacun observé une journée).
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Figure 37 : Activité des individus males de Rhynchophorus ferrugineus au cours de la

journée (moyenne de deux lots de 25 individus, chacun observé une journée).
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5. Approche sur le terrain par piégeage olfactif

5.1. Introduction

L'étude de la réponse d'un insecte a un message olfactif (odeurs phéromonales ou végé-
tales) par des tests comportementaux au laboratoire offre la possibilité de déterminer son effet
biologique dans des conditions contrélées et dans des délais généralement plus courts qu'en
expérimentation de terrain. Cependant cette démarche nécessite des dispositifs et des métho-
des bien adaptés a l'espece étudiée, ce qui n'est pas toujours possible et empéche parfois cette
approche. Par ailleurs, reproduire la totalit¢ d'une séquence comportementale, depuis un effet
attractif a longue distance impliquant un vol jusqu'au contact d'une source olfactive est diffi-
cile au laboratoire surtout pour des especes de grande taille. Ainsi, I'é¢tude des réponses olfac-
tives réalisée sur R. palmarum en olfactometre a quatre voies est limitée a la dernicre étape de
la séquence comportementale, c'est-a-dire la marche de l'insecte vers la source odorante a
courte distance (20 cm), et n'intégre pas les autres phases de la réponse a longue distance

comme l'envol, le vol vers la source d'odeur et l'atterrissage.

Cet inconvénient a conduit dans plusieurs cas a des résultats contradictoires entre le
laboratoire et le terrain. Par exemple, I’étude de I’effet comportemental du n-pentanol a 1’aide
d’un olfactomeétre en Y, a démontré ’attractivité de ce produit mais pas d’effet phérosyner-
gique chez R. ferrugineus. Par contre, un effet synergique avec le ferruginéol a été mis en évi-
dence dans un essai du piégeage sur le terrain ou le n-pentanol seul n’avait aucune attractivité
a la dose testée. D’autre part, le n-pentanol et le n-propanol avaient été plus attractifs que le
ferruginéol en olfactométre alors qu’ils n’ont permis de capturer aucun insecte sur le terrain

(Gunawardena & Herath, 1995).

Le piégeage sur le terrain a été utilisé dans plusieurs cas pour cribler des phérosyner-
gistes. Cette méthode, au contraire des études au laboratoire, est lourde. Mais dans une pers-
pective de mise au point d'une application agronomique, objectif de cette thése, son succes
permet de disposer de résultats fiables dans les conditions naturelles et complexes d'un agro-
écosysteme. Pour développer le piégeage olfactif de Metamasius hemipterus sericeus
(Olivier) en Floride, l'attractivité de l'acétate d'éthyle, du propionate d'éthyle et du butyrate
d'éthyle ainsi que les effets phérosynergiques de l'acétate d'éthyle et la canne a sucre ont été
démontrés par piégeage dans une bananeraie par Giblin-Davis et al. (1996b) et Perez et al.
(1997), aboutissant a 1'optimisation d'un mélange semi-synthétique (250 g de canne a sucre,

3 mg/j de phéromone et 400-800 mg/j d'acétate d'éthyle).
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Nous avons entamé un criblage des propriétés phérosynergiques de molécules synthéti-
ques pour R. ferrugineus a partir de données bibliographiques en référence au tissu du dattier
lors du stage de DAA (Avand-Faghih, 2000). Les mélanges testés ont montré des effets
phérosynergiques contrastés. Parmi les 21 mélanges étudiés (2 base d’éthanol : EtOH et
d’acétate d’éthyle : EtAc) regroupant 71 molécules identifiées chez les plantes-hotes des
charancons de palmiers (Annexe 2, Tableau 19), le mélange 27 avec 95% de mélange 50:50
(v/v) EtOH plus EtAc (désigné par la suite : 'mélange MAJ') et 5% de tiglate d’éthyle,
acrylate d’éthyle et 3,3-diméthylacrylate d’éthyle (avec les mémes proportions) a montré un
effet phérosynergique plus intéressant en comparaison avec les autres mélanges testés et
compétitif avec le ceeur de dattier comme matériel végétal de référence au cours de 1’essai
effectué¢ sur le terrain (Figure 38) (Avand-Faghih, 2000). En complément de ce volet, nous
avons criblé I’effet phérosynergique de nouveaux produits ou mélanges selon la méme appro-
che (2001 et 2003). Un second volet du travail (2001-2002) a consisté¢ en une évaluation
complémentaire du mélange 27 et de mélanges dérivés pour préciser et améliorer son effet

synergique avec la phéromone de R. ferrugineus.

5.2. Matériels et Méthodes
5.3.1. Pieges

Ce sont des seaux rouges en plastique (24 1; @ % h : 34 x 32 cm) avec huit trous rectan-
gulaires (5 x 8 cm) perforés radialement sur le couvercle blanc. Une solution aqueuse de
détergent ménager (2%) a €té versée au fond des pieges (= 5 cm) afin de retenir les insectes et
créer une humidité assurant une longévité optimale du matériel végétal en conditions déserti-
ques dans les pi¢ges. Les appats (diffuseurs de phéromone et/ou de synergiste synthétique
putatif, tissu ou jus de dattier) ont été suspendus au couvercle dans les pieges (Figure 39). Les

pieges ont été attachés aux stipes des dattiers sur le sol.

5.3.2. Matériel végétal

Le cceur (‘stipe') de rejets de dattiers de la variété Mazafati a été utilisé comme co-
attractif phéromonal naturel et sert de référence. Un morceau de =~ 1 kg (poids frais) a été
utilisé en routine sauf cas particuliers précisés. Chaque morceau de dattier a ét¢ mis dans un
sac en plastique perforé pour éviter sa déshydratation rapide en condition trés chaude et seche

du lieu des essais (Avand-Faghih, 2000).

Pour I’essai 20 (étude de I’effet phérosynergique du matériel végétal sous différentes
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formes) : 1) le cceur de dattier a été congelé (10-11 j de congélation) ; 2) le jus fermenté du
cceur de dattier a été obtenu par pression du cceur de dattier broyé (conservé au réfrigérateur a
~ 4°C pendant 5 j avant le début de 1’essai) ; 3) un extrait de 300 g de cceur de dattier,
fermenté dans les conditions naturelles (3 j dans un piége attaché a un palmier dattier) a été
obtenu avec 400 ml de 'mélange MAIJ' puis a été testé comme phérosynergiste semi synthéti-
que. Les petits morceaux (= 1 cm’) du cceur de dattier ont été conservés dans le 'mélange

MAJ' pendant 2 j au réfrigérateur (= 4°C) pour obtenir cet extrait.

Le cceur de dattier congelé a été mis dans un sac plastique perforé et le jus dans un
flacon en verre ouvert. Le méme type de diffuseur de mélanges synthétiques a été utilisé pour

cet extrait.
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Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
* . Effet significativement différent de I'effet moyen ; P < 0.05 (Test de Kruskal Wallis)
Histogramme supérieur : valeurs moyennes ; histogramme inférieur : valeurs médianes.
Captures totales =234 (201) pour 4 (3) blocs. Barres gauches (droites) sur le graphique.

Dattier : n = 32 (24) ; Kairomones synthétiques : n = 12 (9) sauf mentions contraires.

Figure 38 : L’effet phérosynergique des mélanges synthétiques avec composés minoritaires
testés sur le terrain en 2000 (Avand-Faghih, 2000).

5.3.3. Diffuseur d'odeurs synthétiques

Phéromone. Nous avons bénéficié de diffuseurs fournis par la société¢ AgriSense-BCS

Ltd (Royaume-Uni), commercialisés sous le nom de « Rhynchophorus Ferrugineus Phero-
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mone lure» et contenant 700 mg d’un mélange de ferruginéol (88,55%), ferruginéone

(10,45%) et matériel inerte (1%).

Odeurs d'origine végtale évaluées comme phérosynergistes. Nous avons utilisé soit des

poches de 70 cm? (aire pour 1 face) fabriquées a partir d'un film plastique bicouche fourni par
la société AgriSense-BCS Ltd (Royaume-Uni) soit des diffuseurs Kartell n°731 (2,5 ml ;
Italie) avec un trou de @ = 1 mm sur le couvercle pour les mélanges. Nous avons essayé
d'obtenir une diffusion plus importante de produits purs (essai 4) ou de mélanges (essais 3 et
9) en utilisant des diffuseurs Kartell n® 731 par rapport a la diffusion obtenue par les poches
décrites plus haut. Des poches de 35 et 17,5 cm” (aire pour 1 face) de plastique bicouche
(AgriSense-BCS Ltd) ont été utilisées dans 1’essai 11 pour obtenir les faibles doses recher-
chées (étalonnage a partir d'un test effectué¢ au laboratoire). La dose élevée a été obtenue avec

trois diffuseurs de 70 cm” dans un piége.

ouvercle
Diffuseur de la phéromone

Matériel végétal ou diffuseur

de la kairomone

Seau plastique

Solution aqueuse de détergent

Figure 39 : Schéma du pi¢ge utilisé pour les essais de terrain.

5.3.4. Odeurs végétales synthétiques

Dix-huit mélanges contenant une fraction majoritaire (95% du volume total) de
'mélange MAJ' et une fraction minoritaire (5% en volume total) constituées de deux a six
molécules ont été testés. Les molécules de chaque fraction minoritaire sont présentées en
proportions égales (volume). Les constituants d'une fraction minoritaire ont des structures
chimiques apparentées (mélanges 11 a 63) ou regroupent des molécules présentant une méme
propriété biologique (mélanges EAG avec les produits actifs au niveau antennaire). Les
diverses fractions minoritaires ont englobé deux mélanges d'alcools (12, 15), cinq mélanges

d'esters (24, 27, 28, 29, 2A), un mélange d'acides (31), un mélange de lactones (35), deux
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mélanges de composés aromatiques (= benzéniques) (41, 45), deux mélanges de monoterpe-
nes (53, 54), trois mélanges de cétones (61, 62, 63), un mélange de 2,3-butanediol et d'acé-
toine (16) et pour un mélange des produits criblés par EAG (EAG) (Annexe 2 ; Tableau 19).
Deux mélanges complexes a base de produits identifiés dans le coeur de dattier fermenté apres
1 jour (mélange MJ1) et 2 jours (mélange MJ2) ont été testés ainsi que le synergiste complexe
de la phéromone du R. palmarum (mélange G ; Rochat et al., 2000a). Les constituants des
mélanges MJ1, MJ2, G et H (un autre phérosynergiste synthétique de R. palmarum testé en
2000) sont présentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Proportions (en % du volume) des constituants des mélanges

MJ1, MJ2*, MJ2, G et H.
Composants MJ1 MJ2* MJ2 G H
Méthanol 0,2
Ethanol 353 249 29,9 62,7 59
2-Méthylbutanol 0,3 0,1 0,2
Isopentanol 0,1 0,9 0,3 0,8
Butane-2,3-diol 194 19,6 18,9 26 27
Acétate de méthyle 1 1,2
Acétate d'éthyle 353 37 44,5 704 66,2
Acétate de propyle 0,8
Acétate d'isobutyle 2
Acétate d'isoamyle 0,1 0,2 0,3 0,8
Propionate d'éthyle 0,8
Propionate d'isobutyle 0,2
Butyrate d'éthyle 0,8
Isovalérate d'éthyle 0,2
Octanoate d'éthyle 0,2 0,2
Décanoate d'éthyle 0,2 0,2
Tiglate d'éthyle 03 03
3,3-Diméthylacrylate d'éthyle 0,3 03
Acide acétique 6 0,2 0,2 1
Acide isobutyrique 0,1 0,1
Acide isovalérique 0,1 0,1
Phénol 0,5 0,4 0,4 14 14
Guaiacol 0,1 0,1 0,1 1.4 1,4
2-Phényléthanol 0,4 0,5 2 2
Acétate de phénéthyle 0,3 0,3
Hexan-2-one 1,4 1,4
Heptan-2-one 0,3 0,3
Nonan-2-one 1,6 0,6 0,6
Acétoine 1,6 14,6 3 6,5 6,6
Acétaldéhyde 0,8
B-Phellandréne 0,3 0,3

Menthone 0,2 0,2
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Les proportions de composés minoritaires d’associations de mélanges combinés dans un
diffuseur (essai 7) et des mélanges simplifiés issus du mélange 27 (essais 13 et 14) ont été

respectivement présentées dans les Tableaux 21 et 22.

L'effet phérosynergique des fractions minoritaires des mélanges 12, 24, 27, 31, 35, 41,
43, EAG et G (c’est-a-dire chacune évaluée sans éthanol ni acétate d’éthyle), de 1'acétate
d'éthyle, du propionate d'éthyle, du butyrate d'éthyle, du lactate d'éthyle et du gaz carbonique
a été étudié. Le gaz carbonique a été produit par la réaction de trois moles de bicarbonate de
sodium (>99,5%, Riedel de Haén : Période 1 et Merck, Allemagne : Période 2) avec une
mole d’acide citrique (>99,5%, Riedel de Haén) : 4,56 g de bicarbonate de sodium a été
ajouté dans I’eau au fond du piege, dans lequel la solution aqueuse de 3,48 g/l d’acide citrique
a goutté pendant ~ 12 h pour fournir un débit de = 200 mg/h de CO,. Une bouteille plastique
(11) a été utilisée comme réservoir de solution d’acide citrique pendant la période 1 d’essai.
La bouteille a été suspendue sous le couvercle du piege et la solution s’est écoulée par un petit
trou perforé avec une aiguille entomologique). La bouteille plastique a été remplacée par un
appareil de perfusion pendant la période 2 pour éviter le probléme de cristallisation de la
solution au niveau du trou empéchant la solution de couler. La vanne sur le tuyau de I’appareil
de perfusion permettait de mieux maitriser le débit de la solution d’acide citrique s’écoulant

par un tuyau de 4 mm de diametre.

5.3.5. Protocole expérimental

Tous les essais ont été effectués dans les palmeraies infestées par R. ferrugineus dans
les faubourgs de Saravan (Province de Sistan & Baloutchistan en Iran) selon un dispositif en
blocs complets équilibrés (sauf 18 et 19). La distance entre les picges et entre les blocs a été
respectivement de 80 m, et au minimum de 200 m. Chaque essai a été répété plusieurs fois au
cours du temps (périodes). A chaque période, les traitements ont été redistribués dans chaque
bloc, le matériel végétal a été renouvelé et les diffuseurs de phéromone et de mélanges
synthétiques ont été pesés sauf pour les essais 2, 4 et 13, ou le matériel végétal a été renouvelé
toutes les semaines et les diffuseurs ont été pesés au début, aprés deux semaines et a la fin de
chaque essai. Les taux de diffusions de la phéromone et des mélanges kairomonaux ont été
estimés d’aprés les pertes des poids des diffuseurs et ils sont présentés dans le Tableau 23

(Annexe 2, p. 163).

Les essais 18 et 19 ont été réalisés selon un dispositif en randomisation totale (5 et 6

répétitions respectivement). Chaque essai comprend cing traitements comparés selon trois
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combinaisons de trois traitements disposées sur trois sites pendant une période. Chaque
combinaison comprend 1 ou 2 traitement(s) commun(s). Chaque site recoit successivement

les trois combinaisons au cours des trois périodes de 1’essai.

Les insectes capturés par les pieges ont été collectés et comptés pendant les relevés
effectués au cours de chaque période. Le nombre de blocs, de périodes, de relevés et les autres
caractéristiques de chaque essai ont ét¢ listés dans le Tableau 24. Pendant les relevés la solu-
tion de produit détergent a été ajoutée en cas de diminution due a I’évaporation, les diffuseurs

vides ont été renouvelés et les pieges ou les appats ont été remplacés en cas de vandalisme.

5.3.6. Analyses des résultats

Les captures des pieges ont €té comparées a I’aide d’une analyse de variance (mod¢le
linéaire généralisé¢) a quatre facteurs [F1 : appat et F2: relevé (deux facteurs fixes); F3:
bloc et F4 : période (deux facteurs aléatoires)] aprés transformation par Ln(x+1), suivie de
tests de comparaisons multiples des moyennes (test de simultanéit¢ de Tuckey, P = 5%)

réalisés a 1’aide du logiciel MINITAB version 12.2 (MINITAB Inc., 1998).

Le facteur 'période’ n’a pas été utilisé pour les analyses des résultats des essais 1, 7 et 13
ou les traitements n’ont pas été redistribués au cours du temps. Le facteur 'relevé' correspond
a une périodicité hebdomadaire, les calculs étant effectués sur la somme des captures

obtenues pour deux relevés consécutifs réalisés apres 3 et 4 ou 4 et 3 jours.

Deux analyses indépendantes ont été effectuées pour les deux périodes de I’essai 9,
réalisées a environ 3 mois d’intervalle avec deux dispositifs différents de production de gaz
carbonique. Les facteurs testés pour les essais 18 et 19 ont été : F1 : appat (facteur fixe), F2 :
répétition et F3 : site (deux facteurs aléatoires). Les résultats des analyses de variances sont

présentés dans les Tableaux 25 et 26.
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Tableau 21 : Proportions (en % du total) de composés minoritaires des associations des mélanges 12, 24, 27, 31 et 41 testés dans 1’essai 7.

Association

Mélange Produit
12424427431 12424+27+41 12424431441 12427431441 24+27+31+41  12424+27+31+41

Butanol 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
2-Méthylbutanol 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
12 Isopentanol 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
Pentanol 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
Acétate de méthyle 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
Acétate d’isopropyle 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
24 Acétate de propyle 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
Acétate d’isobutyle 0,31 0,31 0,31 0,31 0,25
Acrylate d’éthyle 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
27 Tiglate d’éthyle 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
3,3-Diméthylacrylate d’éthyle 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
Acide acétique 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
31 Acide propionique 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
Acide isobutyrique 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
Phénol 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
41 Anisole 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33
Vératrole 0,42 0,42 0,42 0,42 0,33

Tableau 22 : Proportions (en % du total) de composés minoritaires des mélanges simplifiés issus du mélange 27 testés dans les essais 13 et 14.

Essai 13 Essai 14
Produit
ACR! TIG? 33D° ACR+TIG ACR+33D TIG + 33D ACR! ACR+TIG ACR+33D TIG +33D
ACR! 1,67 1,67 1,67 5 2,5 2,5
TIG? 1,67 1,67 1,67 2,5 2,5
33D° 1,67 1,67 1,67 2,5 2,5

" ACR = Acrylate d’éthyle ; > TIG = Tiglate d’éthyle ; ° 33D = 3,3-Diméthylacrylate d’éthyle



Tableau 24 : Date, durée, protocole et nombre d’insectes capturés pendant les essais de terrain.
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N° de Nombre de Durée ou intervalle entre (j) Nb. d’insectes capturés  gioy g
: eisa burce D)3 date Traitements r?[ll(é):isti(())lllls périodes ;Zﬁ:’)fiseé périodes relevés gffsfizseg:: QQ 34 Total l(::l:és:f:l‘tl;tts
1 35; 30/6 - 4/8/2001 15 4 - 2 - 3etd 14 281 56 337 40
2 27; 8/8 - 4/9/2002 3 8 3 9 3 9 156 49 205 41
3 18; 18/8 - 5/9/2003 7 7 2 3 9 3 9 130 17 147 42
4 18; 17/7 - 4/8/2003 7 7 2 3 9 3 9 171 21 192 43
I T
6 18; 15/8 - 2/9/2002 6 8 2 3 9 3 9 123 31 154 45
7 28 5/5 -2/6/2001 13 4 - 2 - 3et4 14 114 37 151 46
8 18; 16/7 - 3/8/2002 2 10 2 3 9 3oub 18 149 53 204 47
9 18; 16/8 - 3/9/2003 7 7 2 3 9 3 9 161 29 190 48
10 27; 16/4-13/5/2002 4 8 3 3 9 3 9 308 79 387 49
11 27; 19/6-16/7/2002 5 8 3 3 9 3 9 241 108 349 50
12 27; 16/5-12/6/2002 5 8 3 3 9 3 9 295 101 396 51
13 28; 2 -30/6/2001 10 4 - 2 - 3et4 14 124 37 161 52
14 36 9/5 - 14/6/2002 6 8 4 3 9 3 9 348 104 452 53
15 48; 18/6 - 5/8/2002 4 8 4 2 12 6 12 354 138 492 54
16 27; 19/9-16/10/2002 4 8 3 3 9 3 9 226 58 284 55
17 18 5-23/5/2003 5 8 2 3 9 3 9 172 39 211 56
18 27, 4-31/5/2003 3 séries de 3 traitements 5 3 3 9 3 9 187 50 237 57
19 27; 13/6-10/7/2003 3 séries de 3 traitements 6 3 3 9 3 9 165 33 198 58
20 18; 24/7-11/8/2003 6 6 2 3 9 3 9 179 22 201 59
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Tableau 25 : Principaux ¢léments des analyses de variances réalisées sur les résultats

des essais de terrain (1 a 17 et 20).

Source de la variance'

Essais A
Appat Relevé Période Bloc Appat X
Relevé
| F(14,278)=9,02 F(4*,278)=0,29  F(3,278) =281
P < 0,001 P=0,885 P =0,040
2 F(2, 198) =20,66 F(2, 198) =2,65 F(2,198)=1,21 F(7,198)=1,17 F(4,198) =2,40
P < 0,001 P=10,073 P =0,300 P=0,319 P=0,052
3 F(6,260)=1563 F(2,266)=048 F(1,266) =006 F(6,266)=3.47 F(12,266)=1.29
P < 0,001 P=0,617 P=0,812 P =0,003 P=10,226
4 F(6,266)=3,81 F(2,266)=1,05 F(1,266)=036 F(6,266)=4,55 F(12,266)=0,52
P=0,001 P=0,351 P=10,552 P < 0,001 P=0,902
F(4,70)=3,53  F(2,70)=0,73 F(5,70)=2,02  F(8,70)=2,63
P=0,011 P =0,484 P =0,087 P=0,014
5 F(4,70)=1920  F(2,70)=0,41 F(5,70)=1,16  F(8,70)=1,18
P < 0,001 P =0,667 P=0,339 P=0,325
¢ FG.262-1293 F(2.262-200  F(1,262)=0  F(7,262)=198 F(10,262)=2,03
P < 0,001 P=0,138 P=1 P =0,059 P=0,030
5 F(12,189)=181 F(3,189)=1,10  F(3, 189)=1,97
P =0,048 P=0,350 P=0,119
3 F(1,28) = 23,28 F(1,28)=0,55  F(9,28)=1,64
P < 0,001 P=0,464 P=0,151
g  F(6.266)=1584 F(2,266)=571 F(1,266)=141 F(6,266)=3.55 F(12,266)= 1,89
P < 0,001 P =0,004 P=0,236 P =0,002 P=0,036
1o FG.267)-9425 F(2,267)=409 F(2,267)=012 F(7,267)=084  F(6,267)=1.81
P < 0,001 P=0,018 P =0,886 P=0,553 P=0,098
11 F(4.336)-1853 F(2,336)=015 F(2336)=081 F(7,336)=430 F(8 336) =175
P <0.001 P =0,859 P =0,447 P < 0,001 P =0,086
1 F(4.336)-3641 F(2,336)=106 F(2336)=142 F(7,336)=166 F(8,336)=2.69
P < 0,001 P =0,349 P=0,243 P=0,118 P =0,007
3 FO.149H=671 FG3, 144)=3,71 F(3, 144)=1,18
P < 0,001 P=0,013 P=0,318
14 FG.548)=3485 F(2,548)=2,06 F(3,548)=006 F(7,548)=276 F(10,548) = 1,14
P < 0,001 P=0,128 P=0,981 P =0,008 P=0,333
15 FG.239)=2834 F(1,238)=026 F(3,238)=236 F(7.238)=116 F(3,238)=3,14
P < 0,001 P =0,608 P=0,073 P=10,326 P =0,026
16 FG.267)=8629 F(2,267)=7.06 F(2,267)=734 F(7,267)=121 F(6,267)= 153
P < 0,001 P =0,001 P =0,001 P =0,298 P=0,169
17 F(4,217)=9,54 F(2,217)=1,67 F(1,217)=10,69 F(7,217)=2,80 F(8,217)=0,76
P < 0,001 P=0,191 P=0,408 P =0,008 P=0,638
50 FG.192=343  FQ,192)=347 F(1,192)=037 F(5,192)=452 F(10,192)=1,04
P = 0,005 P =0,033 P=0,544 P =0,001 P=0,408

"Les cases sont grisées s’il y a une différence significative entre les niveaux du facteur étudié.
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Tableau 26 : Principaux ¢léments des analyses de variances réalisées

sur les résultats des essais de terrain (18 et 19).

Source de la variance!

Essai Test Traitements
F1: Appat  F2: répétition F3 : site
MAJ + P
1 F(2,36)=16,15 F(4,36)=1,06 F(2,36)=1,44
MV? (1200 g) + P*
P <0,001 P=0392 P=0,251
P
MAJ + P
18 2 F(2,36)=3,48 F(4,36)=035 F(2,36)=933
MV (320 g) + P
P=0,042 P=0,845 P=10,001
P
MAJ + P
3 F(2,36)=6,63 F(4,36)=0,75 F(2,36)=11,36
MV (140 g) + P
P <0,004 P=0,567 P <0,001
P
MAJ
1 F(2,44)=2336 F(544)=144 F(2,44)=1,61
p
P<0,001 P=0,227 P=0211
MAJ + P
MV
F(2,44)=1823 F(5,44)=0,10 F(2,44)=9,43
19 2 P
P <0,001 P=0,992 P<0,001
MV + P
p
3 F(2,44)=134 F(544)=021 F(2,44)=2,14
MAJ + P
P=0272 P=0,958 P=0,130
MV + P

"Les cases sont grisées s’il y a une différence significative entre les niveaux du facteur étudié.

2 MV = Matériel végétal
* P = Phéromone
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5.3. Résultats

5.3.1. Criblage de ’effet phérosynergique d'odeurs végétales variées complétant le

travail initié en 2000
5.3.1.1. Mélanges a base de EtOH et EtAc (essai 1)

Suite du criblage effectué¢ en 2000 (Avand-Faghih, 2000), nous avons ¢étudi€ la propriété

phérosynergique de nouveaux mélanges dont les constituants minoritaires ont été choisis soit
a partir de la bibliographie (mélanges 15, 16, 28, 29, 2A, 35, 45, 53, 54, 61, 62 et 63), soit
d'apres les résultats d'analyses d’effluves du ceeur de dattier (MJ2*) ou d’activité électroanten-
nographie (EAG). La proportion d’acétoine dans I’échantillon SPME de l'odeur de cceur de
dattier apres 2 j de fermentation a été de 3% alors qu'elle a été fixée a 14,6% dans le mélange
MIJ2* suite a une erreur de calcul. Le cceur de dattier a été utilis€ comme référence pour
comparer son effet phérosynergique avec ceux des mélanges synthétiques. Aucun des

mélanges testés n’a pas été compétitif avec le matériel végétal (Figure 40).
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La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.

Figure 40 : Effet de mélanges synthétiques variés a partir de données bibliographiques en

comparaison avec le matériel végétal.



106

5.3.1.2. Mélanges a base d’odeur de ceeur de palmier dattier (essai 2)

L'effet phérosynergique du mélange MJ2 (mémes constituants que le mélange MJ2*
mais proportion d'acétoine conforme a l'odeur naturelle) a été comparé a celui du mélange
MJ1 et du matériel végétal. La capture des pieges appatés avec le matériel végétal a été signi-
ficativement supérieure (= 3 fois) a celles des piéges appatés avec les mélanges synthétiques

(MJ1 et MJ2) qui ont capturé en moyenne un nombre d'insectes équivalent (Figure 41).

Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
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La barre associée a chaque colonne représente I'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 41 : Effet de mélanges synthétiques formulés a partir de 1'analyse de headspace

du cceur du dattier en comparaison avec le matériel végétal.
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5.3.1.3. Mélanges sans EtOH ni EtAc (essai 3)

L'effet phérosynergique de la fraction minoritaire (sans éthanol ni acétate d'éthyle) des
mélanges 35, 43, EAG, G et MJ1 a été comparé avec celui de 1,2 kg de matériel végétal. La
phéromone seule a été utilisée comme référence. Aucun des mélanges, avec les doses testées,
n'a montré d'effet phérosynergique compétitif avec celui de 1,2 kg de matériel végétal. I n’y a
pas eu de différence significative entre la capture de la phéromone seule et celles de la

phéromone avec les mélanges testés (Figure 42).
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Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
*: M¢élanges d'origine sans éthanol ni I’acétate d’éthyle.
La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 42 : Effet de la fraction minoritaire des mélanges les plus efficaces en 2000 ou dans

les essais 1 et 2 en comparaison avec le matériel végétal et la phéromone seule.

5.3.1.4. Phérosynergistes décrits chez les charancons des palmiers dans la
bibliographie (essai 4)

L'effet sur R. ferrugineus des produits purs (acétate d'éthyle, propionate d'éthyle,
butyrate d'éthyle et S-(-)-lactate d'éthyle), présentés dans la bibliographie comme synergistes
des phéromones de M. hemipterus sericeus, R. cruentatus et R. phoenicis (Giblin-Davis et al.,
1994 ; Perez et al., 1997 ; Gries et al., 1994a), a été comparé avec ceux de 400 et 1100 g de

matériel végétal.
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Le propionate d'éthyle (138 mg/j) et 'acétate d'éthyle (209 mg/j) ont montré un effet
phérosynergique compétitif avec 1,1 kg de matériel végétal. Les captures des pieges appatés
avec I’acétate d’éthyle et le propionate d’éthyle pendant la 2° période de 1’essai ont méme été
supérieures a celles de la premicre période. Les taux de diffusions ayant également été
supérieurs, nous pouvons y voir un effet dose-réponse. Il n'y a pas eu de différence significa-
tive entre les captures des pieges appatés avec 400 g de matériel végétal, les produits purs, ou
la phéromone seule (Figure 43). La diffusion exacte du lactate d'éthyle est inconnue et sous-

estimée (13 mg/j) a cause de sa propriété hygrophile.
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Le matériel végétal et tous les produits synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 43 : Effet des produits purs, présentés comme les phérosynergistes des charangons de
palmiers dans la bibliographie en comparaison avec les deux quantités de matériel végétal

et la phéromone seule.

5.3.1.5. Gaz carbonique (essai 5)

Le gaz carbonique est le métabolite final de la fermentation alcoolique ; c'est un gaz
jouant un réle de signal odorant chez de nombreux insectes (White et al., 1993 ; Botto-Mahan
et al., 2002 ; Mizell et al., 2002). Ainsi nous avons décidé d'évaluer son role phérosynergique

chez R. ferrugineus. L’effet phérosynergique du gaz carbonique, du mélange MAJ et de deux
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ensembles a été comparé a celui de 1,2 kg de matériel végétal. La phéromone seule a été
utilisée comme référence. Cet essai a été répété a deux périodes (juin et septembre 2003) et a

donné des résultats différents pour chaque période (Figure 44).
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Le matériel végétal et tous les produits synthétiques ont €té testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente I'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 44 : Effet de MAJ (EtOH + EtAc, 50:50), du gaz carbonique et de I’association des

deux en comparaison avec le matériel végétal et la phéromone seule.

Période 1 : les captures moyennes par les piéges contenant deux sources d'odeurs
(phéromone + co-attractif) ont été statistiquement équivalentes, 'matériel végétal + phéro-
mone' et combinaison '"MAJ + CO, + phéromone' ayant pris significativement plus d'insectes
que la phéromone seule. 'MAJ + phéromone' et 'CO, + phéromone' ont pris une quantité

intermédiaire d'insectes non statistiquement différentes des valeurs extrémes.

Période 2 : ‘Matériel végétal + phéromone’ a capturé significativement plus d'insectes
(= 4 fois) en moyenne que les autres appats synthétiques, qui ont donné des captures

équivalentes.
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5.3.2. Evaluations complémentaires des mélanges les plus efficaces en 2000
5.3.2.1. Réévaluation des 5 mélanges les plus actifs en 2000 (essai 6)

L'effet phérosynergique des mélanges les plus efficaces en 2000 (12, 24, 27,31 et 41) a
été comparé avec celui du matériel végétal afin de confirmer leur efficacité, établie a partir de

peu de captures (64 insectes capturés en tout par ces mélanges en 2000).

La capture des pieges appatés avec le matériel végétal a été significativement supérieure
a celle des picges appatés avec les mélanges synthétiques et il n’y a pas eu de différence
significative entre les captures des picges appatés avec les mélanges synthétiques (Figure 45).
Le résultat de cet essai est contraire a celui du criblage effectu¢ en 2000 ou le mélange 27
avait montré un effet phérosynergique compétitif avec celui du matériel végétal (pas de

différence entre les captures par le mélange 27 et par le matériel végétal).
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Le matériel végétal et tous les produits synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 45 : Effet des mélanges les plus efficaces en 2000 en comparaison

avec le matériel végétal.
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5.3.2.2. Effet d’associations des mélanges les plus efficaces en 2000 (essais 7-9)

Associations dans un diffuseur unique (essai 7) : dans cet essai, l'effet phérosynergique

de l'association des mélanges 12, 24, 27, 31 et 41 (combinaisons avec quatre et cinq

mélanges) dans un diffuseur unique a été comparé avec celui de chaque mélange et du

matériel végétal. La phéromone seule a été utilisée comme référence. Seule la capture des

picges appatés avec le mélange 27 associé a la phéromone a été significativement supérieure a

celle des pieges appatés avec la phéromone seule. Cependant, elle n’a pas été significati-

vement différente de celles des autres mélanges ou du matériel végétal (Figure 46). Tous les

autres appats testés, y compris le matériel végétal, ont conduits a des captures statistiquement

équivalentes.
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Le matériel végétal et tous les produits synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 46 : Effet des mélanges les plus efficaces en 2000 et celui de leurs associations

en comparaison avec le matériel végétal (association des mélanges dans un diffuseur).
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Associations dans les diffuseurs séparés (essai 8) : dans cet essai l'effet phérosynergique
de l'association des mémes mélanges (chacun dans un diffuseur séparé et tous les diffuseurs
dans un piege) a été comparé a celui du matériel végétal avec un nombre plus important de
répétitions en comparaison avec le dernier essai (10 vis. 4). La capture du matériel végétal a
¢été significativement supérieure a l'association des mélanges (Figure 47). La comparaison
entre les résultats de I’essai 1 et cet essai montre clairement qu’il n’y a pas d’effet additif
entres les mélanges testés et, contrairement aux résultats de l’essai 7, 1’association des

mélanges n’a pas été compétitif avec le matériel végétal.
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Le matériel végétal et le mélange synthétique ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 47 : Effet de I’association des mélanges les plus efficaces en 2000 en

comparaison avec le matériel végétal (association des mélanges dans les diffuseurs séparés).
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Effet de la fraction minoritaire des mélanges les plus efficaces en 2000 (essai 9) : 'effet

phérosynergique de la fraction minoritaire (sans éthanol ni acétate d'éthyle) des mélanges les
plus actifs en 2000 (12, 24, 27, 31, 41) a été comparé¢ a celui de 1,2 kg de matériel végétal. La
phéromone seule a été utilisée comme référence. La capture du matériel végétal a été signifi-
cativement supérieure a celle avec des mélanges testés et de la phéromone seule. Il n’y a pas
eu de différence significative entre la capture de la phéromone seule et les mélanges avec la

phéromone (Figure 48).
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Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
*: sans éthanol ni ’acétate d’éthyle.
La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 48 : Effet de la fraction minoritaire des mélanges les plus efficaces en 2000 en

comparaison avec le matériel végétal et la phéromone seule.

5.3.3. Activité du mélange 27 et de mélanges dérivés
5.3.3.1. Effet phérosynergique du mélange 27 (essai 10)

L’effet du mélange 27 inférieur a celui du matériel végétal nous a conduit a réaliser un
autre essai pour vérifier le caractére synergique du mélange 27 avec la phéromone en
comparant les captures du mélange 27 seul, de la phéromone seule, des deux ensemble et du

matériel végétal associ¢é a la phéromone comme référence. L'effet phérosynergique du
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mélange 27 a ét€¢ mis en évidence méme si cet effet n'a pas été compétitif avec celui du
matériel végétal. Le mélange 27 avec la phéromone a capturé significativement plus de
charancons que le mélange 27 seul ou la phéromone seule mais moins que le matériel végétal
avec la phéromone (Figure 49). La capture par le mélange 27 et la phéromone dans cet essai a
¢été significativement supérieure a la somme des captures par le mélange 27 seul et par la
phéromone seule (test Student bilatéral, t = 2,939, P = 0.004). Le mélange 27 est toutefois
moins attractif que le matériel végétal associé a la phéromone (2,7 fois plus faible) ce qui est

contraire aux résultats obtenus en 2000 (Avand-Faghih, 2000).

L’attractivité relative, le ratio synergique et 1’attractivité totale (selon Dowd & Bartelt,
1991) pour le mélange 27 sont respectivement 1,07, 1,90 et 2.02 dans cet essai. Ces valeurs
pourront ultérieurement étre utilisées pour comparer les propriétés phérosynergiques du

mélange 27 a celles des autres mélanges testés dans les autres essais.
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La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 49 : Effet phérosynergique du mélange 27 et son efficacité en comparaison

avec le matériel végétal.
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5.3.3.2. Effet dose-réponse chez le mélange 27 (essai 11)

Afin d’optimiser I’effet phérosynergique du mélange 27, la capture des pie¢ges appatés
avec quatre doses de mélange 27 : 1144 + 140, 443 + 39, 181 + 16 et 60 = 5 mg/j (valeurs
mesurées sur le terrain) a été comparée a celle du matériel végétal. Les taux de diffusion sur le
terrain ont été supérieurs aux valeurs prévues a partir de 1'étalonnage réalisé au laboratoire :

ils augmentent trois fois en fonction de doublement de la taille du diffuseur ce qui était prévu.

La capture des pieges appatés avec le matériel végétal a été significativement supérieure
a celle des pieges appatés avec toutes les doses du mélange 27, donnant des captures

¢quivalentes (Figure 50).
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Le matériel végétal et le mélange synthétique ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 50 : Effet de la dose du mélange 27 sur sa propriété phérosynergique.
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5.3.3.3. Effet dose-réponse de la fraction minoritaire du mélange 27 (essai 12)

Dans cet essai, nous avons étudi¢ l'effet d'une modification de la proportion de la
fraction minoritaire du mélange 27 (5%) en le comparant a trois autres mélanges avec 0,6, 1,7
et 15% de fraction minoritaire et au matériel végétal comme référence. La capture des picges
appatés avec le matériel végétal a été significativement supérieure a celle des piéges appatés
avec les mélanges synthétiques quelle que soit la proportion de fraction minoritaire et il n'y a

pas de différence entre les captures des pi¢ges avec ces mélanges synthétiques (Figure 51).
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Le matériel végétal et le mélange synthétique ont €té testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 51 : Effet de la proportion de la fraction minoritaire du mélange 27 (en %) sur sa

propriété phérosynergique.

5.3.3.4. Effet des composés minoritaires du mélange 27 : (essais 13 et 14)

Deux essais ont été effectués pour vérifier I'effet des composés minoritaires du mélange
27. L'essai 13 a été effectué¢ avec chaque composé seul et toutes les combinaisons binaires
possibles, en conservant pour chaque composé la proportion contenue dans le mélange 27
(1,67%). L'effet phérosynergique de ces mélanges a été comparé a celui du matériel végétal.

La phéromone seule et le mélange 27 seul ont été utilisés comme référence.
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Il n’y a pas de différence significative entre les captures des picges appatés avec
l'acrylate d’éthyle + tiglate d’éthyle, l'acrylate d’éthyle + 3,3-diméthylacrylate d’éthyle et le
matériel végétal mais la capture des autres mélanges a été significativement inférieure a celle
du matériel végétal (Figure 52). Les résultats montrent que la simplification du mélange n’a

pas abouti a la perte de I’efficacité¢ du mélange 27.
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Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone sauf
dans le cas indiqué. *: TIG = Tiglate d’éthyle ; ACR = Acrylate d’éthyle ; 33D = 3,3-diméthylacrylate d’éthyle.
La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 52 : Effet des mélanges simplifiés issus du mélange 27 en comparaison avec

le mélange 27, le matériel végétal, la phéromone et le mélange 27 seul.

L’essai 14 a été effectué¢ avec un nombre réduit de mélanges de la fraction minoritaire
simplifié¢ par rapport au mélange 27 [4 mélanges : 1) acrylate d'éthyle ; 2) tiglate d'éthyle et
acrylate d'éthyle ; 3) tiglate d'éthyle et 3,3-diméthylacrylate d'éthyle ; 4) acrylate d'éthyle et
3,3-diméthylacrylate d'éthyle] et en doublant les répétitions dans I’espace (8 blocs au lieu de 4
dans I’essai 13) pour avoir un systéme plus puissant permettant de montrer les effets de fagon
plus stire. L’ effet phérosynergique de ces mélanges a été comparé a ceux du mélange 27 et du

matériel végétal.
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La capture des piéges appatés avec le matériel végétal a été significativement supérieure
a celle des pieges appatés avec les mélanges synthétiques quelle que soit la nature de la
fraction minoritaire et il n’y a pas eu de différence entre les captures des pieges avec les

mélanges synthétiques (Figure 53).
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Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
*: TIG = Tiglate d’éthyle ; ACR = Acrylate d’éthyle ; 33D = 3,3-diméthylacrylate d’éthyle.
La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 53 : Effet des mélanges simplifiés issus du mélange 27 en comparaison avec

le mélange 27 et le matériel végétal.

L'absence de différence entre les captures des pieéges appatés avec les mélanges synthé-
tiques confirme les résultats de I'essai 13 et que ’acrylate d'éthyle seul ou la présence de deux
composés minoritaires est suffisant pour avoir le méme niveau de capture que par le mélange
27 tout entier. Mais la capture nettement moins importante des mélanges synthétiques en
comparaison avec le matériel végétal (essai 14) est contraire aux résultats de I'essai 13 ou il
n'y avait pas eu de différence significative entre la capture des picges appatés avec acrylate
d’éthyle plus tiglate d’éthyle ou acrylate d’éthyle plus 3,3-diméthylacrylate d’éthyle ou le

matériel végétal.
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5.3.3.5. Evolution comparée des effets du mélange 27 et du matériel végetal au
cours du temps (essai 15)

L'évolution de la capture des pieges appatés avec la phéromone plus le coeur de dattier,
ce dernier renouvelé tous les 12 jours ou non, ou le mélange 27 a été étudiée en fonction du
temps. Le mélange 27 a été émis selon deux modalités : seul dans le diffuseur standard (film
plastique fourni par AgriSense), la phéromone étant émise par un second diffuseur, ou en
mélange avec la phéromone pour étudier la possibilité d'employer un diffuseur unique dans

les pieéges pour émettre les deux odeurs.
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Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque point représente 1’erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 54 : Effet du mélange 27 (avec la phéromone dans les diffuseurs séparés ou dans le

méme diffuseur) en comparaison avec le matériel végétal renouvelé ou non renouvelé.

En moyenne sur les 48 j de l'essai, la capture des pieges appatés avec le matériel végétal
renouvelé tous les 12 jours a été significativement supérieure a celle des pieges avec le
matériel végétal non renouvelé ou des mélanges synthétiques. Les captures des piéges appatés
avec le mélange 27 (diffuseurs uniques ou séparés pour la phéromone et le mélange 27) ont
¢été significativement moins importantes que celle des pi¢ges avec le matériel végétal non
renouvelé. Les captures moyennes des pieges avec diffuseurs séparés ou uniques pour la

phéromone et le mélange 27 ont été équivalentes (Figure 54).
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La capture des pieges appatés avec le matériel végétal non renouvelé¢ a diminué en
fonction du temps et elle est arrivée au méme niveau que celles des mélanges synthétiques
aprés 18 j. Ces résultats traduisent une diminution de l'effet phérosynergique du matériel

végétal en fonction du temps.

5.3.3.6. Effet de la fraction majoritaire du mélange 27 (essai 16)

L’absence d’effet 'dose totale' (60 a 1150 mg/j ; essai 11), "proportion de la fraction
minoritaire' (0,6 a 15% ; essai 12) et 'composition de la fraction minoritaire' pour le mélange
27 (Essais 13 & 14) indique que les constituants minoritaires de ce mélange n'ont pas de role
phérosynergique. L'effet observé dans I'essai 10 parait donc reposer sur la fraction majoritaire

(= mélange MAJ) constituée de EtOH & EtAc (50:50 v/v).
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Pour valider ces hypothéses, nous avons comparé 1’effet phérosynergique du mélange
27, du mélange MAJ et celui du matériel végétal. La phéromone seule a été utilisée comme
référence.
Le matériel végétal et tous les mélanges synthétiques ont été testés en association avec la phéromone.

La barre associée a chaque colonne représente 1'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 55 : Effet du mélange 27 en comparaison avec MAJ, matériel végétal

et la phéromone seule.
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La capture des pieges appatés avec le matériel végétal a été significativement supérieure
a celle des picges appatés avec les mélanges 27 et MAJ associés a la phéromone ou la phéro-
mone seule. Ces appats conduisent a des captures statistiquement équivalentes (Figure 55).

Ces résultats mettent en évidence I’absence de rdle de la fraction minoritaire du mélange 27.

5.3.4. Activité du mélange MAJ

5.3.4.1. Effet du mélange MAJ en comparaison avec les différentes quantités de

materiel végetal (essais 17 et 18)

Choix multiple sur un méme site (essai 17) : ’effet du mélange MAJ (267 + 43 mg/j) a

¢été comparé a celui de 1200 = 160, 360 = 40 et 160 £+ 30 g de matériel végétal. La phéromone
seule a été utilisée comme référence. L’effet phérosynergique du matériel végétal a diminué
en fonction de sa quantité et la capture des picges appatés avec 1200 g de matériel végétal a
été significativement supérieure a celle réalisée avec 360 ou 160 g de matériel végétal, équi-
valente et statistiquement identique a celle réalisée par la phéromone seule. Le mélange MAJ
a permis de capturer un nombre moyen d'insectes statistiquement intermédiaire a ceux pris

avec 1200 ou 360 g de matériel végétal et avec la phéromone seule (Figure 56, page suivante).

Choix binaire sur différents sites (essai 18) : Dans cet essai 1’effet phérosynergique du

mélange MAJ a été comparé a celui de trois quantités de matériel végétal (1200 + 120, 320 +
30 et 140 + 20 g) sur trois sites ¢loignés. L’idée directrice a cette approche a été : 1) éviter les
interactions éventuelles entre les appats dans un essai de choix multiple ; 2) se rapprocher
d’une situation agronomique standard avec un appat disponible et une alternative potentielle
(MAJ comme substitut du matériel végétal). La phéromone seule a été utilisée comme
référence dans tous les sites. Le mélange MAJ a été significativement compétitif avec les
différentes quantités de matériel végétal confirmant les résultats de I’essai 17 (Figure 57, page

suivante).
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Le matériel végétal et le mélange synthétique ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente l'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figures 56 (haut) et 57 (bas) : Effet du mélange MAJ en comparaison avec
trois quantités de matériel végétal et la phéromone seule sur un méme site (haut)

ou 3 sites distincts (bas).

5.3.4.2. Effet phérosynergique comparés du mélange MAJ et du materiel végetal
(essai 19)

Dans cet essai, effectué¢ sur trois sites ¢€loignés, I’effet phérosynergique du mélange
MAJ et du matériel végétal (1200 = 140 g) a ét¢ mis en évidence et leurs effets phérosyner-

giques ont été comparés 1’un a I’autre.
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Les captures par le mélange MAJ et le matériel végétal, associés a la phéromone, ont été
significativement supérieures a celles obtenues par MAJ, le matériel végétal et la phéromone
testés seuls et il n’y avait pas de différence significative entre I’effet phérosynergique du

mélange MAJ et le matériel végétal (Figure 58).
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La barre associée a chaque colonne représente I'erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 58 : Effet phérosynergique du mélange MAJ, le matériel végétal, et tous les deux en

comparaison.

5.3.5. Effet phérosynergique du matériel végétal sous différentes formes (essai 20)

L'effet phérosynergique de 300 g de matériel végétal sous différentes formes (frais,
congelé, jus) a été¢ comparé a celui du mélange MAJ et I’extrait du matériel végétal dans le

mélange MAJ. La phéromone seule a été utilisée comme référence.

Il n’y a pas de différence significative entre les captures de piéges appatés avec le
matériel végétal frais ou congelé ce qui met en évidence que la congélation du matériel
végétal ne modifie pas 1’effet phérosynergique du matériel végétal. Mais la capture des pieges
appatés avec le jus de dattier a été significativement inférieure a celle du matériel végétal frais
montrant le réle de la matrice solide du matériel végétal sur son effet phérosynergique. Le
mélange MAJ et I’extrait de matériel végétal dans MAJ ont montré un effet phérosynergique

intermédiaire et la capture de I’extrait du matériel végétal dans MAJ n’a pas été supérieure a
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celle du mélange MAJ seul. Il semble que, soit la quantité de matériel végétal utilisée pour
faire cet extrait n’ait pas été suffisante, soit le(s) composé(s) responsable(s) de I’effet phéro-

synergique du matériel végétal n’a (ont) pas été extrait(s) par notre méthode (Figure 59).
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matériel végétal végétal (issude congelé (300 g) frais (300 g) seule
dans MAJ (15 g 300 g)
dans 20 ml)

Le matériel végétal et le mélange synthétique ont été testés en association avec la phéromone.
La barre associée a chaque colonne représente I’erreur type de la moyenne.
Les valeurs associées a une méme lettre ne sont pas significativement différentes (au seuil de 5%).

Figure 59 : Effet phérosynergique du mélange MAJ en comparaison avec le matériel végétal

frais, congelé, sa phase liquide, son extrait dans MAJ et la phéromone seule.
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5.4. Discussion
5.4.1. Criblage de I’effet phérosynergique chez les odeurs végétales
5.4.1.1. Mélanges ou produits choisis a partir de données bibliographiques

Le mélange 16 (essai 1) contenait le butane-2,3-diol et I’acétoine comme constituants
minoritaires. Ces deux molécules ont été identifiées chez les plantes-hotes de R. palmarum
par Rochat ef al. (2000a) et ce sont deux constituants minoritaires des mélanges synthétiques
avec une propriété phérosynergique pour R. palmarum (mélanges G et H). Une co-localisation
et une interaction au niveau des neurones olfactifs entre la phéromone et 1’acétoine ont été
enregistrées chez R. palmarum. En paralléle, une réponse comportementale synergique au
mélange phéromone-acétoine, corrélée a des interactions entre ces deux molécules au niveau
du systéme nerveux périphérique, a ét¢ mise en évidence dans un olfactométre (Said, 2003).
Ces molécules ont été identifiées également dans le cceur de dattier en quantités importantes a
partir du premier jour jusqu’au 7° jour de fermentation (Tableau 5) lors des analyses effec-
tuées en 2000. Elles font partie des constituants des mélanges MJ1, MJ2 et MJ2*. Mais les
mélanges 26, MJ1, MJ2, MJ2* et G n’ont pas été compétitifs avec le matériel végétal dans les
essais 1, 2 et 3. Les résultats montrent que ces deux molécules n’ont pas de role phérosyner-
gique chez R. ferrugineus et cette espece n’utilise pas les méme signaux chimiques que R.

palmarum malgré leurs plantes-hdtes communes.

L’un des constituants minoritaires du mélange 35 a ¢ét¢ la y-nonanoique lactone
identifiée par Gunawardena et al. (1998) comme un produit volatil du cocotier sans réponse
EAG considérable mais modérément actif au niveau comportemental dans un olfactometre de
type Y pour R. ferrugineus. Ce produit n’a été actif ni dans le criblage EAG (chapitre 2) ni

dans le mélange 35 testé dans les essais 1 et 3.

Le propionate d’éthyle et ’acétate d’éthyle ont montré des effets phérosynergiques inté-
ressants aux doses testées (138 et 209 mg/j respectivement), compétitifs avec 400 et méme
1100 g de matériel végétal dans I’essai 4. La diffusion de I’acétate d’éthyle lors de nos essais
a ¢té inférieure a celles utilisées pour valider cette molécule comme phérosynergiste pour R.
cruentatus (Giblin-Davis ef al., 1994) mais la diffusion du propionate d’éthyle et de I’acétate
d’éthyle a été supérieure a la dose testée chez R. phoenicis (Gries et al., 1994a). Chez R.
cruentatus, I’acétate d’éthyle qui est le meilleur produit phérosynergiste parmi les molécules
testées, n’a pas ¢été statistiquement compétitif avec 1,5 kg de matériel végétal (méme aux

doses de 1843 et 852 mg/j; Giblin-Davis et al., 1994). Chez cette espece, 1’efficacité de
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I’acétate d’éthyle, du lactate d’éthyle (dose inconnue a cause de sa propriété hygroscopique)
et du butyrate d’éthyle en comparaison avec le matériel végétal (1,5 et 0,5 kg du stipe haché
de Sabal palmetto) a été a peu prés équivalente a ce que nous avons trouvé dans 1’essai 4
(aucun des produits n’a été statistiquement compétitif avec 1,5 kg de matériel végétal comme
phérosynergiste de R. cruentatus). Par contre I'acétate d’éthyle a des doses fortes de 1843 et
482 mg/j et le lactate d’éthyle ont été compétitifs avec la faible quantité (0,5 kg) de stipe
haché de Sabal palmetto (Giblin-Davis et al., 1994). Chez R. phoenicis, le propionate d’éthyle
a une dose de 30 mg/j n’a pas été statistiquement compétitif avec 1 kg de tissu de palmier
méme si la capture de la phéromone avec le propionate d’éthyle a été significativement

supérieure a la capture des pieges avec la phéromone seule (Gries et al., 1994a).

5.4.1.2. Mélanges construits a partir de composés volatils identifiés dans l'odeur
du cceur de dattier ou criblés par EAG

Ils n’ont pas été compétitifs avec le matériel végétal dans les essais 1 (mélange MJ2%*), 2

(MJ1 et MJ2) et 3 (MJ1 sans éthanol ni 1’acétate d’éthyle). En dépit de différences
qualitatives et quantitatives entre les mélanges MJ1 et MJ2 (composition et dose émise), nous
n’avons pas observé de différence de capture moyenne par les deux odeurs synthétiques.
L’absence d’effet phérosynergique compétitif avec le matériel végétal chez le mélange MJ2*
n’est donc pas seulement causée par des proportions mal adaptées des constituants. Les
captures faibles de ces mélanges en comparaison avec le cceur de dattier montrent clairement
que des molécules non identifiées au cours de I’analyse effectuée en 2000, indispensables
pour reproduire l'effet phérosynergique du matériel végétal, manquent dans ces mélanges

reconstitués.

Le mélange EAG, élaboré a partir du criblage effectué par électroantennographie en

2000, n’a pas été compétitif avec le matériel végétal dans les essais 1 et 3. D’une part, le
criblage EAG a été effectué a partir d’une gamme limitée de molécules et il est possible que
des molécules ayant un role clef comme phérosynergistes n’aient pas été testées et d’autre
part, comme le montrent plusieurs cas dans la bibliographie, un produit déclenchant une
réponse électroantennographique ne déclenche pas forcément une réponse comportementale

(attraction, phérosynergie...).

La fraction minoritaire du mélange G [phérosynergiste de R. palmarum (Rochat et al.,
2000)] n’a montré aucun effet phérosynergique a une dose de 29 mg/j dans I’essai 3. Ce

mélange n’a jamais été compétitif avec le matériel végétal comme phérosynergiste de R.
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ferrugineus dans les essais antérieurement effectués (Avand-Faghih, 1998 & 2000) ce qui
montre la différence entre les signaux chimiques utilisés par ces especes proches au niveau de

la biologie et leurs plantes-hdtes.

Le gaz carbonique a montré un effet phérosynergique équivalent au mélange MAJ dans
lI'essai 5 a la dose testée. Bien que le total des captures soit trés voisin lors des deux périodes
de I’essai 5, le matériel végétal est apparu nettement plus efficace que la combinaison MAJ +
CO; lors de la deuxieme période alors que ces deux appats avaient montré un effet équivalent
lors de la premicre période. Les résultats obtenus pendant la deuxiéme période sont plus
fiables compte tenu du mode de production du gaz carbonique permettant une émission a
priori continue entre 10h00 et 22h00, période de mobilité¢ des insectes (§ 4.3.3). Lors de la
premiére période, I'émission de gaz carbonique dans la majorité des picges a cessé en cours de
journée a la suite de la cristallisation de 1’acide citrique bouchant des bouteilles goutte-a-
goutte. L’efficacité du gaz carbonique devra étre revérifiée notamment avec des doses plus

fortes et un systéme capable de produire du gaz carbonique pendant 24h.

A part DPacétate d’éthyle et le propionate d’éthyle aux doses élevées, aucun des
mélanges testés n’a montré d’effet phérosynergique, ce qui indique que le(s) produit(s)
responsable(s) d’un effet phérosynergique dans le coeur de dattier n’a(ont) pas été trouvé(s) et
testé(s) sur le terrain ou que les mélanges testés n’ont pas été préparés selon une composition

et/ou des proportions correspondant a celles des odeurs naturelles actives.

5.4.2. Activité du mélange 27

Le mélange 27 a présenté des degrés différents d’efficacité selon le protocole de 1’essai
et/ou selon le niveau de capture des pieges. Ce mélange a montré un effet phérosynergique
compétitif avec le coeur de dattier en 2000 (Avand-Faghih, 2000) et en 2001 (les essais 7 et
13) et un effet phérosynergique moyen (essai 10) ou aucun effet (les essais 6, 11, 12, 13, 14,
15 et 16) en 2002. Les essais en 2000 et 2001 sont réalisés d’une part, avec un nombre
important de traitements a comparer (> 10 traitements) et d’autre part, avec peu de répétitions
(4 blocs) en comparaison avec les essais de 2002 qui sont effectués avec un nombre plus
limité de traitements mais plus de répétitions dans l'espace (> 8 dans chaque bloc). D’ailleurs
le niveau de capture enregistré en 2002 a été clairement supérieur a ceux relevés en 2000 et
2001. La mise en place simultanée de piégeage de masse de R. ferrugineus dans les
palmeraies voisines avait causé¢ une diminution de la population de I’insecte en 2001 et en

conséquence le nombre de captures des pi¢ges. Beaucoup de traitements, peu de répétitions, le
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nombre faible de capture et en conséquence la diminution de la puissance des essais a abouti a
l'effet observé du mélange 27 en 2000 et 2001. Les résultats obtenus en 2002 issus des essais
mis en place avec moins de traitements et plus de répétitions et avec plus d'insectes capturés

sont plus fiables.

L'effet phérosynergique du mélange 27 a bien ét€ mis en évidence dans l'essai 10. Mais

cet effet n'a pas été compétitif avec le ceeur de dattier.

L'absence d'effet dose du mélange 27 dans la gamme testée (essai 11) pourrait indiquer
qu'une tres petite quantité du mélange est suffisante pour arriver au plateau de la courbe dose-

réponse.

Les résultats des essais 9, 12, 13 et 14 montrent l'absence d’activité biologique de la
fraction minoritaire du mélange 27 dans la gamme des proportions testées. Les essais 12, 13 et
14 ont bien mis en évidence 1’absence de rdle phérosynergique de la fraction minoritaire du
mélange 27 ou la modification des doses du mélange 27 et des proportions de sa fraction
minoritaire n’ont eu aucun effet sur le nombre d’insectes capturés. La capture obtenue par la
fraction minoritaire du mélange 27, méme avec une dose de 74 mg/j, n’a pas été compétitive
avec le matériel végétal dans I’essai 9. Ce résultat a été confirmé par I’essai 16 ou les captures
par le mélange 27 et le mélange MAJ (sans fraction minoritaire de 27), un mélange tres
simple d’éthanol et d’acétate d’éthyle en proportions égales (en volume), ont été semblables.

L’effet phérosynergique, mis en évidence dans les essais 7 et 10 est donc dii au mélange MAJ.

L’association des mélanges dans les essais 7 et 8 n’a abouti a aucun effet additif ou
amélioration de I’effet phérosynergique. L’absence de différence significative entre la capture
des picges appatés avec la phéromone seule et celle du matériel végétal dans l'essai 7
(effectué en 2001) a été due au niveau tres faible des captures. Le nombre des insectes
capturés par les piéges appatés avec le mélange 27 a été supérieur a celui des pieges avec le

cceur de dattier pendant cette expérience.

Nous n’avons pas utilisé les produits de la méme origine pour faire ce mélange au cours
du travail (4 ans). Le 3,3-diméthylacrylate d’éthyle utilisé en 2000 et en 2001 a été fourni par
la sociét¢ AEG-Chemie (98%) alors que nous avons utilisé du produit de la société Aldrich
(98%) dans les années 2002 et 2003. Les impuretés du produit utilis€¢ en 2000 ou 2001
pourraient éventuellement étre responsables de 1’effet phérosynergique observé avec le
mélange 27. Cette hypothése n'a pas pu étre étudiée car aucun échantillon du lot utilisé en

2000 et 2001 n'a été conservé pour analyse. En dépit de sa lourdeur, il nous semble utile a



129

I’avenir de conserver des échantillons de chaque produit utilisé¢ dans les essais biologiques a

des fins de contrdle ultérieur le cas échéant.

5.4.3. Effet phérosynergique du matériel végétal et du mélange MAJ

L’effet du nombre de traitements a comparer sur les résultats obtenus nous a conduit a
la mise en place d’expériences de choix limités. C’est ainsi que nous avons effectué les essais
18 et 19 avec trois tests de trois traitements sur les sites ¢loignés. L’effet de la dose de
matériel végétal sur sa propriété phérosynergique a été bien mis en évidence dans les essais 17
et 18 confirmant les résultats de I’essai effectué¢ en 2000 (Avand-Faghih, 2000). Les quantités
moins importantes de matériel végétal (360, 160 et 320, 140 dans les essais 17 et 18 respecti-
vement) ont montré des effets différents selon le type de démarche. L’effet biologique de ces
quantités est plus visible dans I’essai 18 en compétition avec le mélange MAJ et la
phéromone seule comme référence, que dans 1’essai 17 ou toutes les quantités ont été en
compétition dans un bloc. Autrement dit, il semble qu’il y ait une compétition en faveur du
matériel végétal de la quantité la plus importante dans 1’essai 17. Il est donc préférable
d’éviter de comparer plusieurs appats de nature semblable a la fois et sur le méme site pour

empécher les interactions entre elles.

L’effet phérosynergique de I’extrait de 15 g de matériel végétal dans le mélange MAJ
n’a pas ét¢ différent avec le mélange MAJ seul dans I’essai 20. D’autre part, le jus de matériel
végétal (issu du 300 g) n’a montré aucun effet phérosynergique dans I’essai 20 alors que 300
g du cceur de dattier, soit frais soit congelé, a présenté un effet phérosynergique. Il semble que
le produit responsable de I’effet phérosynergique soit lié a la phase solide et fibreuse du cceur
de dattier. La congélation n’a pas modifié 1’effet phérosynergique du cceur de dattier comme
cela a été aussi montré dans la canne a sucre comme phérosynergiste du R. cruentatus

(Giblin-Davis et al., 1994).

L’effet phérosynergique du mélange MAJ a été mis en évidence dans I’essai 19 ou la
capture du mélange MAJ avec la phéromone est significativement supérieure au mélange
MAJ seul ou a la phéromone seule. Dans 1’essai 17, le mélange MAJ a montré un effet moyen
compétitif avec 160, 360 ou méme 1200 g de matériel végétal. Mais la capture du mélange
MAJ dans cet essai est a peu prés deux fois inférieure a celle avec 1200 g de matériel végétal
et elle n’est pas significativement différente avec la capture de la phéromone seule. Dans
I’essai 18, ou I’effet phérosynergique du mélange MAJ a été comparé a celui obtenu avec des

quantités différentes de matériel végétal dans les sites expérimentaux séparés pour chaque
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quantité, le mélange MAJ a été bien compétitif avec toutes les quantités du matériel végétal :
140, 320 et 1200 g. La capture du mélange MAJ qui est légerement inférieure a celle de
1200 g de matériel végétal dépasse celle de 320 g et encore plus celle de 140 g de matériel
végétal ce qui montre la domination logique du mélange MAJ en fonction de la diminution de
la quantité de matériel végétal en compétition avec lui. Le niveau de capture dans les essais 18
et 19 n’a pas été aussi ¢levé que dans les essais effectués en 2002. Il est possible que le
mélange MAJ ne présente pas d’effet phérosynergique aussi intéressant avec une grande
quantité de matériel végétal dans les autres conditions (niveau de la population de I’insecte
plus ¢élevé). Cependant la simplicité, la facilit¢ de préparation et le colit peu ¢élevé de ce
mélange offrent de grands avantages pour son application agronomique, comme
phérosynergiste de R. ferrugineus, et surtout pour développer la méthode de piégeage de
masse sur une grande échelle. Les diffuseurs en poche plastique (société AgriSense-BCS Ltd ;
Royaume-Uni) peuvent fournir une diffusion d’une durée assez longue (environ 2 mois) de ce
mélange sur le terrain, ce qui peut diminuer d’une fagcon considérable une grande partie de la
main-d’ceuvre d’entretien des picges (préparation et renouvellement du matériel végétal).
L’application agronomique du mélange MAJ peut donc étre envisagée pour une campagne de
piégeage de masse dans le cas de la mise en place d’un nombre important de pie¢ges avec une

main-d’ceuvre limitée.
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Conclusions et Perspectives

Le cceur de dattier, comme celui d’autres palmiers-hotes de R. ferrugineus, est la
nourriture des adultes et des larves et le site d’oviposition des femelles. L’odeur de ce tissu est
un signal chimique pour les adultes comme kairomone et elle a un effet synergique sur

I’attraction par phéromone d’agrégation produite par les males.

Les résultats des analyses chimiques montrent que cette odeur est un mélange tres
complexe dont plus de 100 composants sont identifiés. Cependant, elle comprend des consti-
tuants de structures complexes difficiles a identifier qui n’ont pas permis de la caractériser
complétement. Par ailleurs, la composition de cette odeur varie qualitativement et quantitati-
vement au cours de la fermentation et ’on observe concomitamment en fonction de 1’activité
des micro-organismes une évolution de 1’effet phérosynergique du matériel végétal en
conditions naturelles. Cette complexité, dans un contexte de mélange, rend difficile la
réalisation d’un échantillonnage représentatif de I’odeur : 1) un échantillonnage de courte
durée par SPME aboutit a prélever des constituants minoritaires en quantité insuffisante pour
les analyses ultérieures (probleme qualitatif) ; 2) une collecte d’effluves de longue durée sur
un polymeére adsorbant ne représente pas la composition des constituants & un moment donné,
utilisée comme signal chimique par insecte (probléme quantitatif d’extraits). C’est ainsi que
les mélanges préparés a partir de compositions de collectes d’odeurs de plantes-hotes des

charancons des palmiers (MJ1, MJ2, MJ2*, G et H) ne sont pas efficaces sur le terrain.

Une grande partie des constituants identifiés des odeurs de plantes-hotes de Rhyncho-
phorus spp., sont des molécules omniprésentes ou trés fréquentes dans tous les matériaux
végétaux en fermentation ou dans ‘I’odeur de feuilles vertes’. Certains de ces produits (hexan-
1-ol, propionate d’éthyle, acétate de propyle, et lactate d’éthyle) déclenchent des réponses
antennaires fortes enregistrées par la technique EAG. Mais les mélanges synthétiques
contenant ces produits (mélange EAG par exemple) ne sont pas actifs ou ne présentent pas un
effet phérosynergique compétitif avec le matériel végétal. L’effet observé de 1’acétate
d’éthyle et du propionate d’éthyle a des doses élevées chez R. ferrugineus (chapitre 5 ; essai
4) est comparable aux résultats obtenus chez R. cruentatus (Giblin-Davis et al., 1994) et R.
phoenicis (Gries et al., 1994a) ou ces produits ont montré des effets phérosynergiques limités
comparables a ceux obtenus avec des quantités faibles de matériel végétal. L inefficacité des

mélanges synthétiques testés en compétition avec le cceur de dattier met en évidence, le
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manque de produit(s) responsable(s) de I’effet phérosynergique, présent(s) dans ce matériel
végétal. Le régime oligophagique de R. ferrugineus, inféodé aux palmiers, confirme que les
produits ‘ubiquistes’ issus de la fermentation ne peuvent pas étre considérés comme sémio-

chimiques suffisant pour caractériser et localiser la plante-hote.

Les analyses CPG-EAG d’extraits contenant des quantités élevées d’une large gamme
de produits, grace a la collecte d’odeurs pendant des périodes longues, ont relevé 1’activité
antennaire de 10 produits dont seul 1’anisole a été identifié¢. L’anisole est I’un des composés
minoritaire du mélange 41 présentant un effet phérosynergique moyen dans les conditions de
criblage effectué en 2000 sur le terrain (Avand-Faghih, 2000). Deux produits, disponibles
dans tous les extraits obtenus au cours de I’évolution qualitative et/ou quantitative du cceur de
dattier, ont déclenché des réponses EAG reproductibles. L’un de ces produits a été un
composé minoritaire non détecté par le FID dans certains extraits et 1’autre, un produit avec
un temps de rétention élevé (23,25 mn). Dans la base de la bibliothéque de SM, ces molécules
pourraient étre respectivement la mégastigma-4,6Z,8Z-triene et le 3,5,7-triméthyl-2E,4F,6E,
8E-undécatetracne. Les résultats d’analyses CPG-EAG ont mis en évidence d’une part,
I’efficacité de cette technique pour un criblage rapide de produits actifs au niveau antennaire
de R. ferrugineus et d’autre part, le role éventuel de composés minoritaires ou non identifiés

dans les plantes-hdtes comme produit clé de 1’effet phérosynergique.

R. ferrugineus est beaucoup moins mobile que R. pa/marum pour lequel un outil de test
comportemental (olfactometre a quatre voies) a été mis au point. Son activité faible a été
constatée dans les tests olfactométriques aussi bien que dans 1’observation en conditions
seminaturelles. Sa mobilité faible a mis en difficulté¢ 1’avancement optimal de travaux pour
identifier les sémiochimiques a rdle phérosynergique chez cette espece. D’ailleurs, le niveau
de la capture chez R. ferrugineus est beaucoup plus faible que chez R. palmarum, ce qui
nécessite la réalisation d’essais de piégeage sur le terrain pendant des durées plus longues et

un nombre de répétitions plus important.

L’effet d’un produit ou d’un mélange dans les essais de piégeage sur le terrain est
relatif. II dépend des facteurs environnementaux surtout au niveau de la population d’insectes
et de la méthodologie particulierement la référence avec laquelle son effet est comparé. Ainsi
le mélange MAJ (contenant 1’éthanol et I’acétate d’éthyle a volume égal) a présenté un effet
phérosynergique intéressant et compétitif avec différentes quantités de matériel végétal dans
les conditions des essais 16, 17 et 18. L’acétate d’éthyle, I’un des composés de ce mélange, a

aussi montré des effets phérosynergiques chez d’autres espeéces comme Metamasius hemip-
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terus et R. cruentatus. Ce mélange est simple, facile a préparer et avec un cott bas offrant de
grands avantages pour 'utiliser comme phérosynergiste synthétique dans les campagnes de

piégeage de masse :

1. Son application agronomique diminue la main-d’ceuvre considérable pour préparer le

matériel végétal et le renouveler dans des délais courts.

2. Le rejet de palmier dattier dont son cceur utilisé en Iran comme phérosynergiste, est
la source traditionnelle de reproduction de cette plante et possede donc une valeur écono-
mique. L’utilisation du mélange MAJ au lieu du cceur de palmier dattier est donc particulie-
rement intéressante pour assurer un piégeage efficace de R. ferrugineus et préserver les rejets

de dattiers.

3. Les campagnes de piégeage de masse sont souvent organisées par les établissements
publics avec peu de ressources humaines pour garantir un entretien optimal des pieges. Ce
sont souvent la quantité et la qualité du matériel végétal phérosynergique qui sont touchées et
mal gérées a cause de la limitation du nombre de personnes alors que les résultats des travaux
ont mis en évidence le réle important, soit qualitativement soit quantitativement, du matériel
végétal au niveau de la capture. Nos résultats montrent que la diffusion continue du mélange
MAJ améliore I’efficacité du piégeage de masse en comparaison avec 1’utilisation de faibles

quantités de matériel végétal de mauvaise qualité.

L’efficacité du mélange MAJ pourra étre améliorée a la suite de I’identification d’autres
produits complémentaires responsables d’effet phérosynergique de plantes-hotes de R. ferru-

gineus. Dans cette perspective, nous proposons de :

1. caractériser 1’odeur de plantes-hotes de R. ferrugineus a partir d’échantillons repré-

sentatifs.
2. concrétiser les résultats obtenus par CPG-EAG par les tests comportementaux.

3. étudier la raison de la faible mobilité de R. ferrugineus par des observations sur
I’éthologie de cette espece afin d’optimiser les conditions des tests olfactométriques au

laboratoire.
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par couplage CPG-EAG. L’identité des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 6.

148



149

9 15 & 16
] 2 43
] 26 & 27
] 3
] 42
! 13
14
] 1 4
22 ou23%
] 36
T WWMM
T T T T ' T T T T T T T T T T T T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T T T ‘ T T T T ' T T T T ' T T T T ' T T
2.0 4.00 6.00 8.00 10.00 12.0 14.0 16.00 18.0 20.0 22.00

Temps de rétention (mn)
* identification douteuse.

Figure 7 : Chromatogramme des composés volatils extraits du cceur frais de palmier dattier au cours de la fermentation (J7-10) et évalué

par couplage CPG-EAG. L’identité des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 6.
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Figure 9 : Chromatogramme des composés volatils extraits du cceur frais de palmier dattier au cours de la fermentation (J14-21) et évalué par

couplage CPG-EAG. L’identité des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 6 sauf dans le cas ou le nom des molécules est indiqué.
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Figure 10 : Chromatogramme des composés volatils extraits du cceur congelé de palmier dattier au cours de la fermentation (J0-4) et évalué par

couplage CPG-EAG. L’identité des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 7.
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Figure 11 : Chromatogramme des composés volatils extraits du ceeur congelé de palmier dattier au cours de la fermentation (J4-7). L identité des

composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 7
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Figure 12 : Chromatogramme des composés volatils extraits du ceeur congelé de palmier dattier au cours de la fermentation (J7-10). L’identité

des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 7.
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Figure 13 : Chromatogramme des composés volatils extraits du cceur congelé de palmier dattier au cours de la fermentation (J10-14) et évalué

par couplage CPG-EAG. L’identité des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 7.
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Figure 14 : Chromatogramme des composés volatils extraits du cceur congelé de palmier dattier au cours de la fermentation (J14-21). L’identité

des composés (pics numérotés) est donnée au Tableau 7.
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Tableau 19 : Listes des composés des mélanges synthétiques utilisés dans les essais de terrain

avec mention de leur origine et de leur pureté.

. . Lo . Année
Mélange Produit Référence Pureté (%) & utilisation
Fraction Ethanol [absolu] Bidestan Co. (Iran) >99,6 2001-2003

majoritaire Acétate d'éthyle Merck >99 2001-2003
Méthanol Carlo Erba 99,9 2000
1 Propanol Merck 99 2000
Isopropanol Fluka-Garantie 99,5 2000
Isobutanol Prolabo (Rhone Poulenc) technique 2000
Butanol Prolabo (Rhone Poulenc)  Pour analyses 2000
Merck >99,5 2003
. Fluka 98 2000
b 2-Méthylbutanol glull(ab e o B > 08 | ; 8 8(3)

_ , rolabo (Rhone Poulenc our analyses

Isopentanol (= 3-méthylbutanol) Fluka >08.5 2003
Pentanol 2000
Merck >98 2003
cis-Hexén-3-ol 2000
3 trans-Hexén-2-ol ORIL S.A., Paris 2000
Hexanol Aldrich 98 2000
2-Méthylhexan-3-ol Aldrich-Chemie 98 2000
Butan-2-ol Touzart & Matignon 2000
14 Pentan-2-ol Aldrich 98 2000
Hexan-2-ol Aldrich 99 2000
Heptan-2-ol Aldrich-Chemie 98 2000
Heptanol 2001
15 Octanol 2001
1-Octen-3-ol 2001
16 2,3-Butanediol 2001
Acétoine 2001
Formate d'éthyle 2000
21 Isobutyrate d'éthyle Merck 98 2000
Butyrate d'éthyle Aldrich 99 2000
(£)-2-Méthylbutyrate 2000
22 Isovalérate d'éthyle Aldrich Chemical 98 2000
Valérate d'éthyle Aldrich Chemical Co., Inc. 99 2000
Caprylate déthyle Aldrich Chemical Co., Inc. 99 2000

23 = octanoate': d'¢thyle) .

Caproate d'éthyle Sigma 99 2000
Caprate d'éthyle 2000
Acétate de méthyle Merck - Schuchardt 99 2000
Merck Pour analyses 2003
24 Acétate de propyle Aldrich-Chemie 99 2000 & 2003
Acétate d'isobutyle Aldrich 99 2000 & 2003
Acétate d'isopropyle Aldrich 98 2000 & 2003
Acétate de butyle Aldrich 99 2000
25 Acétate d'isoamyle Aldrich 98 2000
Acétate d'amyle Aldrich 99 2000
Propionate de méthyle Janssen Chimica 98 2000
2 Propionate d'éthyle Aldrich 99 2000
Propionate de propyle Merck - Schuchardt 99 2000
Propionate d'isobutyle Merck - Schuchardt 98 2000
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Tableau 19 (suite) : Listes des composés des mélanges synthétiques utilisés dans les essais de

terrain avec mention de leur origine et de leur pureté.

Mélange Produit Référence Pureté (%) d’u?illlilslzfion
Tiglate déthyle Lancaster synthesis 98 2000
Lancaster 98 2002 & 2003
., . AEG-Chemie 98 2000
27 3,3-Diméthylacrylate d'éthyle Aldrich 08 2002 & 2003
Acrylate d'éthyle Aldrich 99 20002’ 0200302 &
Acétate d'hexyle 2001
28 Acétate de cis-3-hexényle 2001
Acétate de trans-2-hexényle 2001
Acétate de vinyle [monomeére] Touzart & Matignon? 2001
29 Acétate d'allyle Fluka >98 2001
trans-Crotonate d'éthyle Aldrich 99 2001
(S)-(-)-Lactate d'éthyle Aldrich-Chemie 98 2001
2A (S)-(-)-Lactate de méthyle Aldrich 98 2001
3-Hydroxybutyrate d'éthyle Aldrich-Chemie 99 2001
. . Aldrich Chemical Co., Inc. 98 atom | 2000
Acide acétique
Prolabo >99,5 2003
3 Acide isobutyrique Aldrich-Chemie 99 2003
Acide propionique Prolabo 2000 & 2003
Acide butyrique 2000
” Acide isovalérique Aldrich 99 2000
Acide valérique Aldrich 99 2000
Acide 2-méthylbutyrique Aldrich 98 2000
Acide hexanoique (= caprylique) Aldrich-Chemie 99 2000
33 Acide octanoique (= caproique) Aldrich Chemical Co., Ltd 99,5 2000
Acide nonanoique Aldrich 96 2000
Acide décanoique (= caprique) Aldrich-Chemie 99 2000
4y Acidelactique fﬁ%ﬁ‘sg Poulenc) 2000
Acide cyclohexanecarboxylique Fluka Chemika 95 2000
v-Nonanoic lactone Aldrich 97 2001 & 2003
Fluka >98 2001
v-Butyrolactone
35 Fluka >99 2003
y-Caprolactone Aldrich 98 2001 & 2003
v-Valérolactone Aldrich 99 2001 & 2003
Anisole Aldrich 99 2000 & 2003
41 Vératrole Aldrich 99 2000 & 2003
Phénol Analar 2000 & 2003
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Tableau 19 (suite) : Listes des composés des mélanges synthétiques utilisés dans les essais de

terrain avec mention de leur origine et de leur pureté.

Mélange Produit Référence Pureté (%) d’u?illlilslze;:ion
Phényléthanone
42 2-Phényléthanol Sigma 2000
Acétate de 2-phényléthyle Aldrich 99 2000
2-n-Amylfurane Avocado 98 2000 & 2003
Cyclohexanecarboxylate d'éthyle A Oeh.lschlager 2000
43 Laboratoire 2003
Cyclohexanone Aldrich 99 2000
Aldrich >99 2003
2-Méthoxy-4-vinylphénol Aldrich 98 2000
44 Guaiacol (= 2-méthoxyphénol) Sigma 2000
4-Méthylanisole Aldrich 99 2000
Styréne Janssen Chemica 2001
45 Aldrich 99 2003
Xyléne (= xylol) Aldrich 2001 & 2003
[melange d'isoméres] Aldrich 99 2001 & 2003
Myrcene 2000
(+)-a-Pinéne AEG-Chemie KG 95 2000
51 a-Terpinéne Aldrich 89 2000
Limonéne gi)(:llfe tr)lc():)(Rhone 2000
a-Phellandréne Aldrich 2000
5 Linalool Fluka Chemika 97 2000
Epoxylinalool (= oxyde de linalool) Fluka Chemika 97 2000
53 Menthone Antoine Chiris, Paris technique 2001
Menthol ACROS Organics 99 2001
Acétate de bornyle >99 2001
54 1,8-Cinéole (= eucalyptol) 2001
o + B-Thujone Fluka 2001
Butan-2-one Merck 99,5 2001
61 Pentan-2-one Aldrich 99 2001
Hexan-2-one Aldrich 98 2001
Heptan-2-one Aldrich 98 2001
62 Nonan-2-one Aldrich >99 2001
Undécan-2-one Aldrich-Chemie 99 2001
Tridécan-2-one Aldrich-Chemie 99 2001
Octan-2-one Aldrich Chemical Co. 98 2001
63 Décan-2-one Aldrich Chemical Co. 98 2001
Dodécan-2-one Fluka >97 2001
Guaiacol (= 2-méthoxyphénol) Sigma 2003
Hexanol Aldrich 98 2003
EAG Tiglate d'éthyle Lancaster 98 2003
Linalool Fluka 97 2003
(S)-(-)-Lactate d'éthyle Aldrich-Chemie ~98 2003
Propionate d'éthyle Aldrich 99 2003
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Tableau 19 (suite) : Listes des composés des mélanges synthétiques utilisés dans les essais de

terrain avec mention de leur origine et de leur pureté.

Mélange Produit Référence Pureté (%) d’u?illlilslzfion
Isopentanol Fluka >98,5 2002 & 2003
2,3-Butanediol [mélange (+)-meso]  Aldrich 98 2002
Butane-2,3-diol 2003
Acétate d'isoamyle Aldrich 98 2002 & 2003

. . Riedel de Haén 99,8 2002
MJ1 Acide acétique
Rectapur TM >99,5 2003
Phénol Analar 2002 & 2003
Guaiacol Sigma 2002 & 2003
2-Nonanone Aldrich >99 2002 & 2003
Acétoine Fluka >97 2002 & 2003
2-Méthylbutanol Fluka 98 2001 & 2002
Isopentanol Fluka 98,5 2001 & 2002
Butane-2,3-diol Aldrich 98 2001
Butane-2,3-diol [mélange (£)-meso]  Aldrich 98 2002
Acétate de méthyle Merck 99 2001 & 2002
Acétate d'isoamyle Aldrich 98 2001 & 2002
MI2* Acide acétique Pr.olabo . 2001
(2001) ; Riedel de Haén 99,8 2002
MJ2 S . ACROS ORGANICS 99 2001
(2002)  Acide isobutyrique Aldrich-Chemie 99 2002
Acide isovalérique Aldrich-Chemie 99 2001 & 2002
Phénol Analar 2001 & 2002
Guaiacol Sigma 2001 & 2002
2-Phényléthanol Aldrich 99 2001
Acétate de 2-phényléthyle Aldrich 99 2001 & 2002
Acétoine Fluka 97 2001 & 2002
Butane-2,3-diol 2003
Octanoate d'éthyle Fluka >98 2003
Caprate d'éthyle Aldrich 99 2003
Tiglate d'éthyle Lancaster 98 2003
3,3-Diméthylacrylate d'éthyle Aldrich 98 2003
Phénol Analar 2003
G Guaiacol (= 2-méthoxyphénol) Sigma 2003
(2=P£§2£e;lﬁzg(é)‘lhylique) Aldrich 9 2003
Hexan-2-one ACROS Organics 98 2003
Heptan-2-one Aldrich 98 2003
Nonan-2-one Aldrich 99 2003
Acétoine Fluka >97 2003
(R)-(-)-a-Phellandréne Fluka S0 (sommedes 4
enantiomeres)
Menthone Fluka >97 2003
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Tableau 19 (suite) : Listes des composés des mélanges synthétiques utilisés dans les essais de

terrain avec mention de leur origine et de leur pureté.

. . Lo . Année
Mélange Produit Référence Pureté (%) & utilisation
Méthanol Carlo Erba 99,9 2000
2-Méthylbutanol Aldrich 99 2000
Isopentanol Fluka 98,5 2000
Butane-2,3-diol Aldrich 98 2000
Acétate de propyle Aldrich-Chemie 99 2000
Acétate d'isobutyle Aldrich 99 2000
Acétate d'isoamyle Aldrich 98 2000
Propionate d'éthyle Aldrich 99 2000
Propionate d'isobutyle Merck - Schuchardt 98 2000
Butyrate d'éthyle Sigma 2000
Isovalérate d'éthyle Sigma 2000
Octanoate d'éthyle Aldrich Chemical Co. 99 2000
H Décanoate d'éthyle 2000
Tiglate d'éthyle Lancaster 98 2000
3,3-Diméthylacrylate d'éthyle AEG-Chemie 98 2000
Acide acétique-d Aldrich Chemical Co. 98atomD 2000
Phénol Analar 2000
Guaiacol (= 2-méthoxyphénol) Sigma 2000
€=P£zggie;}ﬁggtlhthue) Sigma 2000
Hexan-2-one Aldrich 98 2000
Heptan-2-one Aldrich 98 2000
2-Nonanone Aldrich 99 2000
Acétoine Fluka Chemika 97 2000
Acétaldéhyde Merck 2000
a-Phellandréne Aldrich 2000
Menthone Antoine Chiris, Paris technique 2000
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Tableau 23 : Doses (mg/j) de phéromone ou de mélanges d'odeurs végétales synthétiques

émises pendant les essais de terrain.

N° de

Pessai Mélange Période 1 Période 2 Période 3 Période 4 Ensemble
Phéromone 17+3 15+2 11+3 15+4
15 464420 331151 269+ 155 357+141
16 439+46 283 +51 179+47 301+120
28 476+54 276+16 185+12 338+128
29 462+65 344+ 127 239+ 104 360+127
2A 440+7 252+8 157+37 2954123
35 402+32 244+16 188 +80 278+105
1 45 625+104 247+32 143+8 339+224
53 453+32 283+38 166+1 313+124
54 492437 332+59 207+43 358+133
61 469 +44 4394238 169+ 60 362+173
62 488 +35 279+24 184+20 317+135
63 50121 4734265 286+ 155 428+175
MI2* 275+18 206+29 154+33 212+57
EAG 477449 322+105 208+74 323+134
Phéromone 14+£2 11+6 ° 13+£5
2 M1 262+30 196+15 . 231441
M2 366+38 276+32 . 324458
Phéromone 13+2 9+1 11+2
35 13+£8 27+22 20+17
3 43 53+5 47+4 50+5
EAG 45+6 34+6 40+8
G 2545 34+12 29+10
MI1 7+3 15+7 12+7
Phéromone . . 12+4
Acétate d’éthyle 148+28 271+15 209+ 67
4 Propionate d’éthyle 83+17 192+35 138+62
Butyrate d’éthyle 64+ 9 122+36 93+39
Lactate d’éthyle 9+5 19+8 13+8
5 Phéromone 17+3 17+5 17+4
MAJ 526+97 303+38 425+136
Phéromone 13+1 10+1 11+2
12 335+21 174+43 249+£90
6 24 367+32 179+15 273+£100
27 367+39 178 +12 272+100
31 294425 164+13 229469
41 323+38 169+11 246+ 84
Phéromone 15+3 15+4 15+4
12 397+16 274+18 335+68
24 442 +£34 394+178 422+109
27 385+19 436+174 411+£118
31 314+£58 298 +66 305+58
- 41 378 +30 344+119 359+88
12+24+27+31 403 +28 27617 339+71
12+24+27+41 404 +£34 292+27 356+ 66
12+24+31+41 439+ 67 355+95 397+89
124+27+31+41 454+£86 347+97 401+101
24+27+31+41 376+48 304+23 340+52

124+24+27+31+41 376+58 343+£124 360+91




Tableau 23 (suite) :

Les doses (mg/j) estimées de phéromone ou de mélanges testés

pendant les essais de terrain.
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N° de

Pessai Mélange Période 1 Période 2 Période 3 Période 4 Ensemble
Phéromone ° ° 13+£2
12 . . 256+27
8 24 . . 288+ 14
27 ° ° 281421
31 ° ° 232451
41 . . 263+24
Phéromone 11+£2 10+5 11+4
12 43+36 43425 43+30
9 24 188 +4 70+10 129+62
27 114+40 45+7 79+45
31 77+ 64 70+36 74+50
41 27+7 2243 25+6
10 Phéromone 9+5 8%5 8%5 8+5
27 242+32 317+30 242+15 267+44
Phéromone 14+2 1242 11+£2 1242
27 (dose élevée) 11444140 1107+101 656+54 1058 +332
au 443239 36942 208427 351496
(dose moyenne)
27 (dose faible) 181+16 13249 70+4 127+47
27
(dose trés faible) 60=+5 42+7 20+6 41+17
Phéromone 16+3 11+£3 14+3 13+4
27 (0.6% mo) 424479 284+ 44 273+34 327+88
12 27 (1.7% mo) 38640 302+28 267+30 318+60
27 (5% mo) 405+50 291+27 284+17 329+66
27 (15% mo) 449+47 308+18 300+43 352+79
Phéromone 15+4 13+£5 13+£5
TIG' 402+22 3454101 370+79
ACR? 404+41 386+102 395+70
33D° 422 +46 307+20 364+69
13 TIG+ACR 398+11 3106 354+48
TIG+33D 414423 308+4 361£59
ACR+33D 403+ 56 302+18 352+ 66
TIG+ACR+33D 419+14 409+120 413+85
27 441+37 316+19 378+72
Phéromone 1842 13+£2 1243 13+£2 1443
ACR 376428 358+34 222+16 232460 297+80
14 TIG+ACR 437435 353+41 212431 205+23 302+ 104
ACR+33D 410+34 345+27 230+19 214420 300+ 86
TIG+33D 380+28 349428 230430 214+23 298+78
27 410+36 328+35 225+25 206+21 298+89
Phéromonem 10+1
13+2 11+2 1642 12+2 1243
15 27 432+43 281+12 149+9 8211 236+138
2 42751 287427 15722 9330 241134

+ Phéromone
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Tableau 23 (suite) : Les doses (mg/j) estimées de phéromone ou de mélanges testés pendant

les essais de terrain.

N° de

Pessai Mélange Période 1 Période 2 Période 3 Période 4 Ensemble
Phéromone 10+3 6+1 6+1 7+3
16 27 269+17 224+78 193+42 227+59
MAJ 275433 206+35 178 +£11 220450
17 Phéromone 10+1 10+2 10+2
MAIJ 250+48 284+33 267+43
18 Phéromone 10+2 9+2 8+1 9+2
MAJ 246+37 328+54 303+£32 293+54
19 Phéromone 19+3 1443 13+3 15+4
MAJ 477454 455+52 479+36 471+48
Phéromone 11+1 13£2 12+2
MAIJ 318+22 298+28 308+26
20 Extrait de
dattier dans 237423 243+23 240422
MAJ

o La dose n’a pas été estimée pendant cette période

o La fraction minoritaire

' Tiglate d’éthyle

? Acrylate d’éthyle

? 3,3-Diméthylacrylate d’éthyle

m Les diffuseurs de phéromone ont été renouvelés au milieu de la 3°™ période : la valeur en haut = la dose
émise par les anciens diffuseurs ; la valeur en bas = la dose émise par les nouveaux diffuseurs.
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Arman AVAND-FAGHIH, Identification et Application Agronomique de Synergistes Végétaux de la Phéromone du
Charangon Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) 1790

RESUME : Le charancon rouge des palmiers, Rhynchophorus ferrugineus (Oliv.), est l'insecte ravageur le plus
destructif des palmiers cultivés en Asie, Moyen-Orient et bassin méditerranéen. Le piégeage olfactif peut jouer un role
important en lutte intégrée contre ce ravageur mais 1’usage indispensable de matériel végétal comme synergiste de sa
phéromone d’agrégation limite son efficacité et son essor en zone désertique. Afin de disposer d’un synergiste synthéti-
que de la phéromone, nous avons criblé par piégeage de terrain en Iran l'effet synergique avec la phéromone de molé-
cules identifiées dans : 1- ’odeur de stipe de dattier, la plante-hote de R. ferrugineus au Moyen-Orient lors de ce travail
et 2- d'autres plantes-hotes de Rhynchophorus spp. et décrites dans la bibliographie ou de structure apparentée. Nous
avons utilisé la chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a la spectrométrie de masse pour identifier la compo-
sition d’odeurs de stipe de dattier isolées par collecte d'effluves. Les constituants potentiellement actifs sur le compor-
tement de l'insecte ont été criblés par couplage CPG—¢électroantennographie (CPG-EAG) aprés une étude morphofonc-
tionnelle de l'antenne par microscopie électronique a balayage et électroantennographie visant a vérifier s'il existait une
régionalisation olfactive de la massue antennaire. Quatre types majoritaires de soies ont été identifiés, similaires a ceux
décrits chez Rhynchophorus palmarum. Deux correspondent a des sensilles olfactives trichoides et basiconiques. La
densité de sensilles basiconiques est plus élevée chez les femelles que chez les males et, chez les deux sexes, sur la face
interne de la massue que sur la face externe. Les amplitudes des électroantennogrammes enregistrés a six molécules
odorantes sont plus fortes a partir de la face interne de I’antenne que de la face externe mais le méme profil de réponse a
été obtenu que le branchement ait été réalisé en position, dorsale, centrale ou ventrale sur la massue. Au total, 109
molécules ont été identifiées dans les extraits d’odeur de dattier. Dix produits ont induit des électroantennogrammes
reproductibles dans les analyses CPG-EAG dont un, I’anisole, a été identifié. L'effet phérosynergique de deux mélanges
¢élaborés a partir des analyses d’odeurs de dattier, d’un mélange de molécules déclenchant des EAG de fortes amplitudes
et de 21 mélanges batis a partir de 52 molécules issues de la bibliographie ont été étudiés. Parmi tous les mélanges
testés sur le terrain, un mélange d’éthanol et d’acétate d’éthyle (50:50 v/v) a une dose de 300 mg/j a présenté un effet
phérosynergique compétitif avec 0,35 kg de stipe de dattier et parfois avec 1,2 kg. Une variabilité importante de 1'effet
relatif entre ce mélange et le tissu de dattier a ét€ observé au cours des trois saisons de travail. Aucun des mélanges plus
complexes évalués n'a présenté d'effet notablement supérieur. L’activité antennaire de produits non identifiés dans
l'odeur naturelle de dattier et 1’absence d’effet phérosynergique des molécules testées, compétitif avec I'odeur naturelle,
mettent en évidence le role important de composants de 1’odeur du dattier non identifiés et/ou 1’existence d’effets de
mélange non évalués lors du présent travail. Le mélange d’éthanol et d’acétate d’éthyle, simple et bon marché, offre
néanmoins une alternative intéressante pour améliorer le piégeage olfactif de R. ferrugineus dans la pratique, compte
tenu du statut actuel de ce ravageur et de I'absence de meilleure alternative a 'usage d'appats naturels.

Mots clefs : Coleoptera, Curculionidae, Rhynchophorus ferrugineus, dattier, phéromone, kairomone, synergie, pi¢geage
olfactif, CPG, CPG-SM, EAG, CPG-EAG, MEB

ABSTRACT: The Red Palm Weevil, Rhynchophorus ferrugineus (Oliv.) is the most destructive insect pest of culti-
vated palms in Asia, Middle-East and Mediterranean basin. Semiochemical-based trapping can play an important role in
the integrated management of this pest but the necessity of using plant material as a synergist of the aggregation phero-
mone has limited the efficacy and development of the trapping in desert areas. In order to use a synthetic pheromone
synergist we screened by field trapping the synergistic effect of molecules identified: 1) in odours isolated from date
palm stem, the host plant of R. ferrugineus in Middle-East ; 2) from other host plant of Rhynchophorus spp. described in
the bibliography or with related structures. Coupled gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS) was used to
identify the components of the odours of date palm stem isolated by effluvia collection. Components of the odours of
date palm stem putatively active on the insect's behaviour were screened by coupled gas chromatography-electroanten-
nodetection (GC-EAG). A morphofonctional study of the antenna by scanning electronic microscopy (SEM) and elec-
troantennography (EAG) was realised prior to GC-EAG to verify whether there is an olfactory regionalisation on the
antennal club. Four major types of hairs were identified, same as described in R. palmarum. Two types of hairs corres-
pond to trichoid and basiconic olfactory sensilla. Density of basiconic sensilla is higher on female than male antennal
club and on internal than external face of the club in both sexes. EAG amplitudes to six molecules were higher when the
recording electrode was connected onto the internal compared to the external face but the same response profile was
obtained on dorsal, central or ventral positions of each club face. A total of 109 molecules were identified in odours
from date palm. Ten molecules were antennally active by GC-EAG, of which anisole was identified. The pherosyner-
gistic effects of two blends based on the analyses of odours from date palm, one blend of EAG active molecules and 21
blends based on 52 molecules reported from the literature were studied. Among all blends, a mixture of ethanol and
ethyl acetate (50:50 in volume) emitted at 300 mg/d was as pherosynergistic as 0.35 and, sometimes, 1.2 kg of date
palm stem. There was a strong variability of the relative effect of this blend with respect to the date palm tissue during
three years of experiments. None of the more complex blends was more efficient. The antennal activity of the unidenti-
fied components of the natural odours and the absence of activity of the tested molecules show the important role of the
unidentified components and/or the existence of mixture effects not evaluated during this research. The mixture of etha-
nol and ethyl acetate is a simple, cheap and interesting blend as an alternative for plant baits for R. ferrugineus trapping
in the present situation where no alternative to the plant synergist is available.

Key words : Coleoptera, Curculionidae, Rhynchophorus ferrugineus, date palm, pheromone, kairomone, synergy,
trapping, GC, GC-MS, EAG, GC-EAG, SEM






