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Evaluation de I’effet répulsif et toxique des huiles essentielles de Thymus pallescens (de

Noé.) et Cymbopogon citratus (Stapf.) contre Sitophilus granarius L.

Résumé

La présente étude a pour objectifs 1’évaluation de 1’effet biocide et répulsif des huiles
essentielles de Thymus pallescens et de Cympobgon citratus contre Sitophilus granarius L.
(Coleoptera : Curculionidae) in vitro et in vivo. Les doses létales (DLso), I'effet répulsif et la
réponse physiologique chez les adultes de S. granarius aprés exposition aux huiles essentielles
ont été évaluées. Dans cette étude, les huiles essentielles testées ont montré effet toxique et
répulsif trés remarquable contre S. granarius d'une maniére dose-dépendante. Cependant,
I'huile essentielle de T. pallescens est le plus toxique par rapport a C. citratus, et génere des
valeurs de DLso de 2.89 pL/mL par contact direct, et 47.89 puL/ 1 L air par fumigation. De plus,
I’huile essentielle de T. pallescens a présenté un effet plus répulsif avec des valeurs allant de
41.27 jusqu’a 100 % comparée avec celle de C. citratus. Les tests in vivo ont montré que la
probabilité de survie était de 99,9 % chez les insectes témoins, diminuant a 2,48 % chez les
insectes exposés a I’huile essentielle de thym et jusqu’a 36 % chez les adultes traités avec I'huile
essentielle de C. citratus. Les résultats obtenus indiquent un effet significatif sur le profil
métabolique des insectes traités. Les deux huiles essentielles ont diminué les teneurs des
protéines, des glucides et des lipides chez les adultes de S. granarius. Cette étude démontre que
les formulations des huiles essentielles a base de T. pallescens et C. citratus pourraient étre
considérées comme des alternatives efficaces aux insecticides chimiques pour la lutte contre les
ravageurs des denrées stockés d'une maniére écologiquement durable.

Mots clés. Mortalité corrigée, probabilité de survie, énergie, markers, contact toxicité,

Fumigation toxicité.



Assessment of repulsive and toxic activity of Thymus pallescens (de Noé.) and

Cymbopogon citratus (Stapf.) essential oils against Sitophilus granarius (L).

Abstract

The objectives of this study are to evaluated biocidal and repellent activities of Thymus
pallescens and Cympobgon citratus essential oils against Sitophilus granarius L. (Coleoptera:
Curculionidae) in vitro and in vivo. The lethal doses (DLso), repellent effect, and physiological
response on adults of S. granarius after exposure to essential oils were evaluated. In this study,
the T. pallescens essential oil was the most effective toxicant compared to C. citratus, as well
as generate lethal concentrations values of LCs0=2.89 pL/mLin contact test, and 41.27 pL/ 1L
airin fumigation test. In addition, essential oil of T. pallescens was more repellency effect with
values ranged from 41.27% to 100 % compared to C. citratus. In vivo test, the survival
probability was 99.9% in control insects, decreasing to 2.48% in insects exposed to the T.
pallescens essential oil and 36% in insects treated with essential oils of C. citratus. Moreover,
data showed that treatment of S. granarius adults had significant effects on the levels of
metabolic profile. Both essential oils decreased the protein, carbohydrate and lipids levels in
adults of S. granarius. Obtained data demonstrate that essential oils formulations could be
considered as effective alternatives to chemical insecticides for pest control of foodstuffs stored
in an ecologically sustainable manner.

Keywords: Corrected mortality; Survival probability; Energy biomarker; contact toxicity,

Fumigation toxicity.
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Introduction

Les céréales représentent une ressource importante assurant la consommation humaine et
I’alimentation animale (Rosentrater et Evers 2018). Elles détiennent la premiére place quant a
I’occupation des surfaces agricoles, dont 70 % de ces terres agricoles mondiales sont emblavées
en céreales (Riley et al., 2009, FAOSTAT 2018). Les céréales en général, le blé en particulier
constituent la principale base du régime alimentaire pour le consommateur algérien (Djermoun,
2009).

La production de céréales est saisonniere, mais sa consommation est continue (Keskina
et Ozkaya 2015 ; Rosentrater et Evers 2018). De ce fait, le stockage est un moyen de garantir
le lien entre la récolte intervenant une fois dans 1’année et la consommation qui est permanente
et obligatoire (Proctor 1994, Waongo et al., 2013). Malheureusement, des pertes énormes de
grains de céréales sont causées par les mauvaises conditions de stockage. De ce fait, la
connaissance et la maitrise des techniques de stockage des céréales est essentielle (Multon
1982).

Plusieurs facteurs biotiques et abiotiques peuvent affecter la quantité et la qualité des
céréales stockées. Les insectes nuisibles sont le plus souvent considérés comme la principale
cause des pertes de grains de céréales (Keskina et Ozkaya 2015). Lors du stockage, les pertes
de céréales peuvent atteindre 50 % de la récolte totale dans certains pays (Fornal et al., 2007).
Dans ce cadre, il existe plus de 1663 especes d'insectes liées aux produits stockés (Hagstrum et
Subramanyam 2016).Les coléopteres représentent le principal groupe de ravageurs des produits
stockés, dont environ 200 espéces ont été associées a des problemes de stockage (Bell 2011).
Parmi les coléopteres, le charangon des grains, Sitophilus granarius (L.) (Coleoptera :
Curculionidae) est I'un des insectes les plus de structures des grains stockés dans le monde. Ce
dernier est capable de causer des pertes économiques trés importantes (Keskina et Ozkaya 2015
; Vélez et al., 2017, Plata-Rueda et al., 2018). Elle affecte la quantité et la qualité des grains de
ceréales, ainsi que la détérioration de la capacité de germination des graines par son grand
potentiel et sa capacité biotique a pénétrer dans la masse des grains (Benelli et al.,2012 ; Plata-
Rueda et al.,2018). De plus, il ouvre en plus l'acces a un ensemble complet d'espéces
détritivores, dont la plus fréquente est le Tribolium de la farine Tribolium castaneum (Herbst).

Le contrble des insectes des produits stockés, y compris S. granarius, dans le monde
entier dépend principalement de I'application d'insecticides et de fumigants organophosphorés
et pyréthroides tels que la phosphine (PH3) (Arthur1996 ; Zettler et Arthur 2000 ; Isman 2006 ;
Aulicky et Stejskal 2015). Néanmoins, I'utilisation des insecticides chimiques conventionnels
est efficace, mais il existe plusieurs problémes tels que la toxicité pour les organismes non

cibles, la contamination résiduelle des produits, la toxicité élevée pour les manipulateurs,
1



Introduction

I'’émergence de nouveaux ravageurs et I'émergence des populations résistantes dues a des
applications indiscriminées (Camaroti et al., 2018 ; Gong et Ren 2020). L'augmentation de la
résistance de nombreux insectes de stockage, y compris S. granarius, a différents insecticides
tels que la de ltaméthrine, le malathion, le tétrachlorvinphos, le fénitrothion et la phosphine a
été décrite (Tyler et Binns 1981 ; Kljajic et Ilija 2005). Cependant, la résistance de diverses
populations d'insectes nuisibles est désormais le facteur le plus restrictif de la lutte chimique,
conduisant & une efficacité diminuée (Denholm et Devine 2013).

Ces effets indésirables ont accru la nécessité de produits plus sélectifs et biodégradables
; I'inclusion de biopesticides peut réduire I'utilisation d'insecticides dans les entrepdts (Isma et
al., 2011). Ces derniers temps, le développement d'insecticides biologiques est devenu une
stratégie durable de lutte antiparasitaire (Isman et al., 2011 ; Marsin et al., 2020). Les
substances d'origine naturelle et plus particulierement les huiles essentielles représentent
actuellement une solution alternative pour la protection des produits alimentaires stockés. Ces
insecticides naturelles présentent plusieurs avantages par rapport aux composés chimiques, car
elles sont plus biodégradables, a faible toxicité pour les étres humains, maximisant l'activité
insecticide ; et il existe toutes les possibilités de maintenir les conditions environnementales a
I'intérieur des systemes de stockage (Lengai et al., 2020).

Les huiles essentielles extraites de plantes aromatiques peuvent fournir des alternatives
appropriées pour la gestion des insectes ravageurs des céréales stockées. Plusieurs espéces, de
diverses familles végétales, ont été établies comme étant capables de gérer les especes d'insectes
ravageurs qui affectent les produits stockés, en particulier S. granarius (Campolo et al., 2018 ;
Trivedi et al., 2018 ; Yang et al.,, 2020). Cependant, il existe un manque de travaux
expérimentaux congus sur les effets des huiles essentielles et leur mode d'action sur S.
granarius.

L'objectif principal de ce travail consiste a évaluer I’efficacité insecticide par contact et
par inhalation de deux huiles essentielles formulées Thymus pallescens (Poaceae) et
Cymbopogon citratus (Poaceae) contre un ravageur des céréales stockées S. granarius. Dans
ce travail nous nous sommes intéressés par 1’efficacité insecticide des huiles essentielles d’une
part et leur mode d’action sur le métabolisme de 1’insecte d’autre part. De ce fait, une étude
complémentaire a été réalisée afin de mieux comprendre 1’effet des huiles essentielles sur les

teneurs en glucides, protéines et lipides des insectes traiteés.
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Chapitre |. Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel animal

L’étude a portée sur les adultes de Sitophilus granarius, ces derniers ont été prélevés a
partir des graines de blé déja infestées. Les échantillons ont été récupérés a partir des aires de
stockage appartenant aux coopeératives de stockage des céréales et des légumes secs (CCLS) de
Bordj Bou Arreridj. Les échantillons ont été menés au laboratoire et tamisés afin de récupérer
et identifier les insectes adultes. L’identification de I’espéce S. granarius a été faite par SAI
Bilal ; Ingénieur en protection des végétaux responsable des airs de stockage au niveau de
CCLS de BBA (Ain Tassara).

= L ©

Figure 1. L’espéce Sitophilus granarius et les dégats sur le blé dur (Originale, 2021).

L’élevage de cette especes ravageuse a été effectué dans des boites en plastique
mesurant 20x30 x15cm, continent 1Kg de mélange de blé/riz selon les volumes (1v :1v). Ces
boites ont été infestées par 40 individus (20 males et 20 femelles), et placées dans un incubateur
avec les conditions favorables de température et d’humidité (25+3°C et 75% d’humidité). Les
tests de I’effet insecticides ont été effectués sur des individus agés de 15 jours.

1.1.2 Matériel végétal

Le matériel végétal est représenté par deux espéces médicinales et aromatiques a savoir
le thym (Thymus pallescens) et la citronnelle (Cymbopogon citratus). Ces deux especes ont été
collectées a partir des régions de Mascara et Alger pendant le stade floraison.

La partie aérienne des plantes tests a été lavée par I’eau distillée stérile et séchée a
I’obscurité dans un endroit bien aéré a une température ambiante pendant 21 jours. Les feuilles
séparées du reste de la plante sont conservées dans des sachets kraft propres a 4°C jusqu’au

moment de I’extraction.



Chapitre |. Matériel et méthodes

1.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée sur les feuilles de T. pallescens et C.
citratus par un hydrodistillateur de type clevenger (Clevenger, 1928). Cette technique consiste
a mettre en ébullition 200g de feuilles seches pendant 3h avec 1 L d’eau dans un ballon de 2 L
surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. L’huile essentielle
récupérée est conservée a 4 °C dans des flacons fermés hermétiquement bien soutenue par un

papier aluminium est conservée a 4 °C.

Figure 2. Photos de deux especes végétales utilisées dans cette étude (a T.pallescens et b
C.citratus ) (Moutassem 2020).

1.2. Tests biologiques
1.2.1. Test d’évaluation de I’effet répulsif des huiles essentielles

L’effet répulsif des huiles essentielles vis-a-vis les adultes de S. granarius a été évalués
selon la technique décrite par McDonald et al. (1970) en utilisant la méthode de la zone
préférentielle sur papier filtre.

Dans cette expérience, les disques de papier filtre de 9 cm de diametre utilisés a cet effet
ont été divisés en deux parties égales. Cing teneurs différentes en huile essentielle ont été
utilisées dans ce test : 20, 40, 60, 80, et 100 pl/ml. A ’aide d’une micropipette, une quantité de
0,5 mL de chaque dose a été mis sur une moiti¢ de disque, tandis que 1’autre moiti¢ a recu
uniquement de 1’acétone. Les deux disques ont été disposés sous la haute chimique pendant dix
minutes, afin d’évaporer I’acétone. Aprés séchage de 1’acétone, les deux moitiés de disque ont
¢été ressoudées au moyen d’une bande adhésive ou un scotch. Le disque de papier filtre a été
placé dans une boite de Pétri de 9cm de diametre. Un lot de dix individus de S. granarius ont
été placés au centre de papier filtre, sur la bande adhésive. Les boites sont placées dans les

4
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conditions ambiantes de température pour calculer la valeur de pourcentage de répulsion pour
chaque huile essentielle. Le pourcentage de répulsion est ainsi calculé selon la formule

suivante :

N Ty x100
N ¥

Ou : NC: nombre de I’individu présent sur la partie du disque traitée uniquement avec 1’acétone

Pourcentage de répulsion (PR%) = (

NT : nombre de I’individu présent sur la partie du disque traitée avec la dose préparée

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile est calculé (PR) et attribu¢ a I’'une
des différentes classes répulsives variant de 0 a VV (MC Donald et al., 1970).
Tableau 1. Pourcentage de répulsion (PR) selon le classement de MC Donald et al., (1970).

Classe Intervalle de répulsion Propriété de la substance traitée
Class 0 PR<0,1% Non répulsive

Class | 0,1 <PR<20% Tres faiblement répulsive

Class Il 20 <PR <40% Faiblement répulsive

Class 111 40 <PR <60% Modérément répulsive

Class IV 60 < PR <80% Répulsive

Classe V 80 <PR <100% Tres répulsive

1.2.2. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles par contact

Les essais de toxicité par contact ont été réalisés selon un protocole précédemment décrit
par Tapondjou et al. (2005). Pour I’évaluation de I’effet insecticide des huiles essentielles de T.
pallescens et C. citratus ont été formulées par I’acétone. Dans ce cadre, 5 doses ont été
préparées par la dilution de 5 concentrations a savoir 1, 2, 5, 10 et 20 pL dans 0.5mL de
I’acétone. Les huiles essentielles formulées ont été appliquées sur les disques de papier filtre de
9 cm de diametre en utilisant ImL pour chaque concentration.

Les disques de papier filtres traitées ont été laissés a I’air libre pendant deux minutes, afin
d’évaporer I’acétone. Un lot de dix adultes de S. granarius agees de 15 jours a été introduit dans
les boites de pétri contenant le papier filtre traitées avec I’huile essentielle. Les insectes témoins
ont été maintenus dans les mémes conditions sans les huiles essentielles et avec seulement de
I’acétone. Trois repétitions ont été effectuées pour chaque traitement. Les taux de mortalité ont
été enregistrés 24 h apreés le traitement et corrigés a l'aide de la formule d'Abbott (1925). Les

insectes étaient considérés comme morts lorsqu'aucun mouvement n'était enregistré.
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1.2.3. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles par fumigation

La toxicité des huiles essentielles par fumigation a été évaluee contre les adultes S.
granarius selon une technique précédemment décrite par Abdelgaleil et al. (2016). Des bocaux
en verre de 1 L ont été utilisés comme des chambres de fumigation. Dans cet essai, les huiles
essentielles brutes ont été utilisées suivant les concentrations 10, 20, 30, 40 et 50 pL/L dair.
Des papiers filtres (Whatman n° 1) ont été découpés en morceaux de 9 mm de diameétre ont été
chargés de I’huile essentielle, fortement posés sur les dessous des bouchons a vis des bocaux.

L'intérieur des flacons a été brossé avec de la vaseline afin éviter le contact direct entre
les insectes et I’huile essentielle. Les bouchons contenant le papier filtre traité ont été fortement
vissés sur les bocaux contenant un lot de Dix adultes de S. granarius. La couverture était bien
scellée avec du parafilm pour éviter I’évaporation de huiles essentielles. Les insectes témoins
ont été maintenus dans les mémes conditions avec du papier filtre apposé sans huiles
essentielles. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque traitement. Les taux de mortalité

ont éteé enregistrés aprés 24 h de traitement et corrigés a l'aide de la formule d'Abbott (1925).

1.2.4. Test in vivo et calcul de la relation temps de mortalité-probabilité de survie

Ce test a été réalisé pour étudier I’effet de la toxicité de 1’évaporation des huiles
essentielles sur les adultes de S. granarius. Nous avons utilisé des boites en plastique, chaque
bocal contient 1Kg de blé dur. Les boites contenant le blé ont été contaminées avec un lot de
100 individus de S. granarius. Les traitements des boites par les huiles essentielles ont été
effectués selon la technique de Moutassem et al. (2021). Des flacons de 1 mL de volume ont
¢été chargés avec I’huile essentielle brute. Ces flacons sont caractérisés par des bouchons
perforés permettant 1’évaporation constante et lente des huiles essentielles. Les témoins ont été
disposés dans les mémes conditions sans traitement avec les huiles essentielles. Ces bocaux
sont placés a 1’étuve réglée a 30.5 °C cependant deux mois. Chaque 48h une vérification de
I’état des insectes disposés au niveau des boites traitées et non traitées. Un calcul de nombre

total d’insecte ainsi que le nombre total de mortalité dans chaque traitement.

1.3. Effet des huiles essentielles sur le profil métabolique des insectes traitées

Pour mesurer les protéines, les lipides et la teneur totale en glucides, des insectes adultes
ont été traités avec les différentes concentrations des huiles essentielles de T. pallescens et C.
citratus. Les insectes témoins utilisés dans cette expérience étaient des insectes qui ont subi une

mort naturelle. Trois répétitions ont éteé effectuees pour chaque analyse.
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1.3.1. Dosage des proteines

Pour I'extraction et la quantification des réserves de protéine des insectes traités avec les
huiles essentielles, la technique de Blue de Coomassie G-250 (100 mg) de Bradford (1976) a
été utilisée. Une quantité de 1 g de bleu de Coomassie a été dissoute dans 50 ml d'éthanol (95
%), et 100 ml de I'acide phosphorique a 85 % (p/v). La solution résultante a été diluée a un

volume final de 1 L.

Technique de dosage des protéines

Préparation de la solution de selon la technique de Bradford
Bradford a base Blue de (1976)
coomassie G-250 (100 mg)

s

Une aliquote de 0,1 mla été -
" -transférée dans un tubed

- Le solutions est vortexée
~pendant I minutes

oo ontété ajoutés
400 pL de la solution Tris- La concentration en protéines
- HCL(20 mM) incubgs a 4°C - - Agté determinée par
- pendant 30 minutes- - - spectrophotométriea 595 n

Figure 3. Schéma récapitulatif représente le dosage des protéines selon la technique de
Bradford (1976).

Aprés avoir écrasés les insectes dans 400 pL de la solution Tris-HCI (20 mM), les
échantillons ont été incubés a 4°C pendant 30 minutes pour permettre aux protéines de se
dissoudre. Une aliquote de 0,1 ml a été transférée dans un tube a essai de 12 x 100 mm, 5 ml
de réactif de Bradford ont été ajoutés au tube a essai et le contenu a été mélangé par vortex. La
concentration en protéines a été déterminée par spectrophotométrie a 595 nm.

Les concentrations de protéines de chaque échantillon ont été déterminees par rapport a
une courbe standard construite en utilisant 125, 250, 500, 1 000 et 2 000 pg d'immunoglobuline
G bovine (IgG) dissous dans le méme tampon que les échantillons. Avant la lecture, les plaques

ont été doucement agitées pendant 5 secondes pour séparer les agrégats de protéines.
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1.3.2. Dosage des glucides

Pour I'extraction et la quantification des glucides totaux, les méthodes de la solution
d’anthorone décrites précédemment par Van Handel (1985a) et Bozdogan et al. (2016) a été
utilisée. La Solution d’anthorone a été préparée par la dissolution de 750 mg d’anthorone dans
150 mL d'eau bidistillée et 380 ml de 1’acide sulfurique H2SO4 concentré. La solution de sulfate
de sodium a 2% (Na2SO4) a été préparée par I’addition de 2 g de Na,SO4 dans 100 mL de I’eau
bidistillée. La solution d’attaque composée de mélange Chloroforme/Méthanol (1/2) a été
préparee par le mélange de 10mL de chloroforme et 20 ml de méthanol. Ce mélange a été

disposé dans un flacon bien agités par la suite, hermétiquement scellés et stockés.

Technique de dosage des Glucides

Les insectes ont été broyés dans selon la technique de Van Handel
400 pL de la solution sulfate de &
oot ginony (1985a) et Bozdogan ef al. (2016)

~“I'nomogénat-sont-ensuite -
centrifugés a 4°C pendant 4 min-
46000 g pendant 10 min

Une aliquote de 100 pL a été

lacés dans un bain marie a
- 95°C jusqu'alévaporation -

complete-de la solution

d’attaque. 2 mL de réactif anthorone,

 suivis d'une incubation dans un
- bain:mariea 9?°C pendant 17
min

- 5mLdela solution = -

I 25 S

I

e concentrafioh en giuéides
a été déterminée par
- spectrophotométrie 625 nm

Figure 4. Schéma récapitulatif représente le dosage des glucides selon la technique de Van
Handel (1985a) et Bozdogan et al. (2016).

Les insectes ont été broyés dans 400 pL de la solution sulfate de sodium pendant 2
minutes, suivi par l'addition de 5mL de la solution chloroforme/méthanol (1-1 ; v-v). Les tubes
contenant I'homogénat sont ensuite centrifugés a 4°C pendant 4 min a 6000 x g pendant 10 min.
Une aliquote de 100 pL a été transférée dans un nouveau tube de 12 x 75 mm, placés dans un

bain marie a 95°C jusqu’a I’évaporation compléte de la solution d’attaque.
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Les tubes ont été laissés refroidis, puis amendés par 2 mL de réactif anthorone, suivis
d'une incubation dans un bain-marie a 95°C pendant 17 min. Les tubes ont ensuite été placés
dans un bain de glace a 10 min et la densité optique & 625 nm a été mesurée. Pour les glucides,
une courbe d'étalonnage a été générée a l'aide d'une solution d’étalon de glucose (1 g/L). Le
blanc était une solution de glucose a 0,5 mg/ml (5 mg de glucose dans 10 ml d'eau distillée).
Une seérie de dilutions a été effectuée pour obtenir les concentrations de glucose suivantes : 10,
20, 40, 60, 80, 100 et 200 pg/mL.

1.3.3. Dosage des lipides
L’effet des huiles essentielles sur les teneurs en lipides des a éteé déterminé a l'aide des
méthodes décrites par Van Handel (1985b) et Plaistow et al. (2003).

Technique de dosage des Lipides

Les insectes ont été broyés dans selon la technique de Van Handel
400 pL de la solution sulfate de (1985b) et Bozdogan et al. (2016)
sodium pendant 2 minutes,

Le surnageant a €té transfeére

~-dans un tube propre (16 x 100 .

.mm), qui a été tenu a l'intérienr.
~d'une hotte a 95°C

5 ml de réactif vanilline ont
‘été ajoutés -

V200 pL d:“aclde‘ sﬂlﬁiriqlie :
concentre (95 %) ont eté-ajoutes et

le solvant a été laissé s'évaporera - " “Les échantilions ont ét& vort
90.°C pendant environ-10 min - puis exposés i 1'air libre pendanit 5

minutes pour permettre a’la

coloration de se développer

- S mLde Ia solution =
chloroforme/méthanol (1-1;
V-¥).

l

La concentration en lipides a
- ¢té déterminée par -
spectrophotométrie 525 nm

Figure 5. Schéma récapitulatif représente le dosage des lipides selon la technique de Van
Handel (1985a) et Bozdogan et al., (2016)

La préparation de la solution de la Vanilline-acide phosphorique : 600 mg de vanilline
ont été dissous dans 100 ml d'eau chaude et 400 mL de 85 % l'acide phosphorique bien agitée

et conservé a l'obscurité. Les insectes ont été broyés dans 400 pL de solution de

9
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chloroforme/méthanol (1:2, v:v). Le surnageant a été transferé dans un tube propre (16 x 100
mm), qui a éeté tenu a l'intérieur d'une hotte a 95°C au bain-marie pour permettre au solvant
restant de s'évaporer. Ensuite, 200 pL d'acide sulfurique concentré (95 %) ont été ajoutés et le
solvant a été laissé s'évaporer a 90 °C pendant environ 10 min.

L'échantillon a été retiré du bain marie, laissé refroidir, et 5 mL de réactif vanilline ont
été ajoutés. Les échantillons ont été vortexes puis exposeés a l'air libre pendant 5 minutes pour
permettre a la coloration de se développer. La densité optique de chaque échantillon a été
mesurée a 525 nm lue aprés 25 minutes. La concentration en lipides pour chaque échantillon a
été déterminée par rapport a une courbe standard construite en utilisant 25, 50, 100, 200, 400,

800 et 1200 ug d'huile végétale commerciale.

1.4. Expression des résultats
1.4.1. Calcul de la mortalité corrigée
Les taux de mortalités (TM) ont été exprimés selon la formule d’Abbott (1925) en
mortalités corrigées (MC%), tenant compte des mortalités naturelles observées dans les boites
témoins (Mt) selon la formule suivante :
MC%-= ((M-Mt) *100) / (100-Mt)
Mc : la mortalité corrigée.
M : pourcentage de morts dans la population traitée.

Mt : pourcentage de morts dans la population témoin

1.4.2. Détermination de la DLso

L'efficacité d'un toxique se mesure par sa DLso qui représente la dose conduisant a la mort
de 50% des individus d'un méme lot. La méthode de Finney (2009) et Ndomo (1971) basée sur
la régression des probités des mortalités en fonction des logarithmes des doses d’huile

essentielle a permis de déterminer la DLso.

1.4.3. Analyse statistiques

Le modéle Général linéaire (G.L.M) a été utilisé pour analyser les valeurs de la
mortalité corrigées (MC%) et la quantification des biomarqueurs énergétiques. Le MC% a été
soumis a une analyse de probité pour obtenir des valeurs de DLsg avec leurs limites de
confiance. Les données corrigees de la mortalité et des biomarqueurs énergétiques des insectes
pour les tests de contact et de fumigation ont été soumises séparément a une analyse factorielle
de la variance (ANOVA). La comparaison des moyennes a été effectuée a I'aide du test post
hoc de Tukey au niveau de probabilité de 5 %.

10
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Les données des essais biologiques temps-mortalité (survie) ont été soumises a une
analyse de survie non paramétrique a l'aide d'estimateurs de Kaplan-Meyer pour obtenir les
courbes de survie et les estimations du temps de survie médian (LTso). Toutes les analyses ont
été realisées a l'aide du logiciel statistique R Studio 1.2.5019-R version 3.6.1.

11
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2. Resultats
2.1. Test répulsif

L’analyse de la variance ANOVA affectée par G.L.M montre un effet trés hautement

significatif de I’huile essentielle (P=0,000), la dose (P=0,000) ainsi que I’interaction entre

I’huile essentielle et la dose (P=0,000) sur le taux de la répulsion (tableau 2). Les résultats

obtenues montre que les deux huiles essentielles ont un effet répulsif trés prononcé (tableau 1)

alors que I’huile essentielle de T. pallescens a également constatée trés répulsif comparée avec

celle de C. citratus (Figure 3).

Tableau 1. Effet répulsifs sur les adultes de S. granarius exposés aux formulations des huiles

essentielles de T. pallescens et C. citratus. Les résultats représentent la Moyenne + erreur

standard. Les lettres a, b indiquent la différence significative a une probabilité (p <0.05).

T. pallescens C. citratus
Dose (uL) Effet répulsif Classe Effet répulsif Classe
125 100+00,00a Classe V 100+00,00a Classe V
100 84,26+4,66a Classe V 79,63+4,63a Class IV
75 84,26+4,67a Classe V 84,26+4,76a Classe V
50 79,63%4,63a Class IV 44,44+6,92b Class 111
25 41,27+7,94b Class I 41,27+7,94b Class Il

Tableau 2. G.L.M. appliquées aux essais de traitement a base des huiles essentielles étudiées

T. pallescens et C. citratus sur les populations de S. granarius. Les **. ***indiquent une

différence significative entre les moyennes a P < 0.01 et P < 0.001.

SS ddl MS F P
HE 403 1 403,3 24,2 ,000*
Contact Dose 3320 4 830 49,8 ,000*
HE*Dose 613 4 153,3 9,2 ,000*
HE 6453 1 6453 23,9 ,000*
Inhalation Dose 5167 4 1292 4,78 ,007*
HE*Dose 647 4 162 0,6 0,668
HE 476 1 476 5,64 ,028*
Répulsif ~ Dose 1,19E+04 4 2966 35,18 ,000*
HE*Dose 1902 4 476 5,64 ,003*

12



Chapitre 1. Résultats et Discussion

Les résultats affichés sur le (tableau 1) exposent également un effet répulsif tres
remarquable de la formulation de T. pallescens par les concentrations 125, 100 et 75 pL.
Cependant, un effet trés répulsif a été remarqué avec la concentration de 50 pL, tandis que la
dose de 25 puL montre un effet modérément répulsif.

120 @ 7. pallescens @ C. citratus

100 b

80

60

MC %

40

20

S
Dose (uL./mL)

Figure 6. Variation des taux de mortalité corrigée chez les adultes de S. granarius exposes aux
différentes doses des formulations des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par
contact. Les résultats représentent la Moyenne + erreur standard. Les lettres a, b...indiquent la

différence significative a une probabilité (p <0.05).

120
a 1. pallescens @ C. citratus

100

ab

: I abc
80 T

MC%

60

40

20

125 100 75 50
Dose ul/ Lair

Figure 7. Variation des taux de mortalité corrigée chez les adultes de S. granarius exposés aux
huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par inhalation .Les résultats représentent la
Moyenne + erreur standard. Les lettres a, b...indiquent la différence significative a une

probabilité (p <0.05).
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La formulation de I’huile essentielle a base de C. citratus présente une activité répulsive
trés notable contre S. granarius mais moins exprimée en comparaison avec celle de T.
pallescens. L analyse des données affichées sur le (tableau 1) indiquent un effet trés répulsif de
I’huile essentielle de C. citratus avec les concentrations 125 pL. Par contre, cette formulation

est avéree faiblement répulsive pour la dose 25 pL.

2.2. Effet toxique des huiles essentielles sur la population de S.granarius par contact direct

L’analyse de la variance ANOVA a montré un effet tres hautement significatif de 1’huile
essentielle et de la dose sur le MC% de S. granarius. L’analyse de G.L.M a mis en évidence
que les I’huile essentielles de T. pallescens est le plus efficace, par ailleurs les concentrations
de 5, 10 et 20 sont les effectives (Figure 3). L’analyse des données montre effectivement que
I’efficacité des huiles essentielles testées est dose dépendante, elle augmente significativement
avec I’augmentation de la dose. En effet, la dose la plus faible 1 uL/mL a montré un taux de
MC% environ 76.67% pour les deux huiles essentielles apres 24h d’exposition. Par ailleurs, les
doses de 10 et 20 uL/mL ont montré un taux de MC% total pour les deux huiles essentielles
apres la méme période d’exposition.

La toxicité de I’huile essentielle de C. citratus sur les adultes de S. granarius a montré
une MC% de 66.67% avec la dose de 2.5uL/mL, ces taux de mortalités augmentent avec les
doses de (5,10 et 20uL/mL) avec un pourcentage de 83.33% jusqu’au 100% apres 24h

d’exposition.

2.3. Effet toxique des huiles essentielles sur la population de S. granarius par inhalation

Les formulations des huiles essentielles a base de T. pallescens et C. citratus ont été
évaluées a différentes doses 125, 100, 75, 50 et 25uL/L air pour leur pouvoir insecticide par
inhalation contre le ravageur S. granarius.

Les résultats obtenus exposent que les deux formulations ont manifesté des effets
insecticides trés remarquable sur la population de S. granarius, dont I’intensité de la MC% varie
selon le type de I’huile et la dose appliquée. Les résultats de 1’analyse des données par le modéle
G.L.M affichés sur le ( Tableau 2) a mis en évidence un effet tres hautement significatif de
I’huile essentielle (P=0.000), la dose, ainsi que l‘interaction entre ces deux facteurs sur les
populations de ravageur traitées.

Dans ce contexte, la formulation de I’huile essentielle de T. pallescens est la plus
efficace comparée avec celle de C. citratus, bien que la dose de 125uL/L air soit la plus effective
pour les deux formulations (Figure 4). Les résultats obtenus indiquent autrement que le taux de

mortalité augmente au fur et 3 mesure 1’augmentation de la concentration (Figure5). L’huile

14



Chapitre 11. Résultats et Discussion

essentielle de T. pallescens a denudé un taux de MC% avec environ 100% par les trois

concentrations 125, 100 et 75uL/L air. Par ailleurs, elle est de 70% pour la concentration de 25
uL/L air.

En effet, les tests insecticides par inhalation ont montré que la formulation de I’huile

essentielle de C. citratus a une activité insecticide trés remarquable, dont I’intensité d’efficacité

varie en fonction la dose. A cet effet, I’application de 1’huile essentielle de C. citratus contre la

population de S. granarius montre une MC% de 80% par la concentration 100uL/L air.

Cependant, cette valeur diminue avec la diminution de la concentration et devient environ 40%

avec la concentration 50 uL/L air.
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Figure 8. G.L.M. appliquées aux essais de traitement a base des huiles essentielles etudiées T.

pallescens et C. citratus sur les populations de S. granarius.
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2.4. Détermination de la dose létale 50 par contact et par inhalation des huiles essentielles

La dose létale 50% de la population de S. granarius est calculée par la méthode des
probités (Finney 1971). Les pourcentages de la mortalité sont transformés en probité, la
régression du logarithme de la dose en fonction des probités des mortalités a I’aide de logiciel

R a permis de déterminer la dose létale 50 pour chaque huile essentielle .

100
a

@ Contact @ Inhalation
90 I
80 / 1 /
70 '
260
250 " .
40
30
20
10 b
C. citratus [uile essentielle 1. pallescens

Figure 9. Représente la DLsg pour les individus de S. granarius traités avec les différentes
concentrations de I’huile essentielle de T. pallescens et C. citratus. Les résultats représentent
la Moyenne * erreur standard. Les lettres a, b...indiquent la différence significative a une
probabilité (p <0.05).

Les résultats affichés sur la (Figure 6) montrent que I’huile essentielle de T. pallescens
est le plus efficace par contact direct contre S. granarius avec une DLso de 2.89 puL/mL et par
inhalation ou nous avons constaté une DLsg de I’ordre de 47.89% pL/L air. Cependant, I’huile
essentielle de C. citratus révéle une DLso de 5.5 uL/mL par contact direct et 87.81% uL/L air

par inhalation.

2.5. Test in vivo et relations Temps — mortalité

Dans les tests in vivo, le taux de survie a été déterminé pendant 20 jours apres
I'exposition des individus de S. granarius aux huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus
(figure 7A). La probabilité de survie est varié significativement avec 1’huile essentielle (test du
log-rank, y?= 124.9, df = 2 ; P<0,001*). Les résultats obtenus exposent que la probabilité de
survie de S. granarius a diminué de 99.9 % jusqu’a 0 % avec I'huile essentielle de T. pallescens
et de 23 % avec celle C. citratus. Bien que, les temps de survie moyens (LTso) de la population
de S. granarius traitées avec I’huile essentielle de T. pallescens et C. citratus étaient de 11.58

et 15.85 jours, respectivement (Figure 7B).
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Figure 10. Courbes de la probabilité de survie des adultes de S. granarius exposés a I'huile

essentielle de C. citratus et T. pallescens, estimées a I'aide du test du log-rank de Kaplan-Meier.
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Figure 11. LTso pour les individus de S. granarius traités avec les huiles essentielles de T.

pallescens et C. citratus in vivo.
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Figure 12. Variation des taux de des protéines chez les adultes de et S. granarius exposés aux

huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par contact et par inhalation. Les résultats

représentent la moyennez erreur standard. Les lettres a, b...indiquent la différence significative

a une probabilité (P <0.05).
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Figure 13. Effet comparé de I’huile essentielle et la dose sur le taux des protéines chez les

individus de S. granarius traités par les différentes concentrations des huiles essentielles de T.

pallescens et C. citratus.
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Figure 14. Variation des taux de des lipides chez les adultes de et S. granarius exposes aux

huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par contact et par inhalation. Les résultats

représentent la moyennexz erreur standard .Les lettres a, b indiquent la différence significative
a une probabilité (P <0.05).
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Figure 15. Effet comparé de I’huile essentielle et la dose sur le taux des lipides chez les

individus de S. granarius traités par les huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus.
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Figure 17. Effet comparé de 1’huile essenticlle et la dose sur le taux des glucides chez les

individus de S. granarius traités par les huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus.
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2.6. Effet des huiles essentielles sur les variations quantitatives des réserves énergétiques
2.6.1. Effet sur les protéines

Les résultats obtenus montrent que les teneurs protéiques sont nettement diminués chez
les individus de S. granarius traités par 1’huile essentielle de T. pallescens et C. citratus soit par
inhalation ou bien par contact. Les résultats de 1’analyse de la variance ANOVA a montré
I’existence d’une différence trés hautement significative de 1’huile essentielle (F
(2,30)=163,10 ; P=0,0000), la dose (F (4,30)=64,118 ; P=63,729) et I’interaction entre les
facteurs huiles essentielle*dose sur le taux des protéines.

Par ailleurs, les valeurs de diminution les plus élevées sont observées chez la population
traitée par contact direct avec I’huile essentielle de T. pallescens (Figure 11). Pareillement, le
taux de diminution augmente significativement avec 1’augmentation de la concentration. Les
résultats des traitements affichés sur la figure indiquent une diminution significative qui varie
entre 71.60 et 86.98% chez les individus traités avec I’huile essentielle de T. pallescens et entre

38.55 & 68.52% pour ceux traités avec I’huile essentielle de C. citratus (Figure 12).

2.6.2. Effet sur le taux des lipides

Les analyses ANOVA indiquent un effet trés hautement significatif de 1’huile essentielle
(F (2,30)=11,358 ; P=0,0000) et de la dose (F (4,30)=15,357 ; P=0,0000) sur les teneurs des
lipides chez les adultes de S. granarius traités avec les différentes concentrations des huiles
essentielles. Les G.L.M effectuées sur les taux de variation des lipides révelent une diminution
trés notable chez la population traitée par inhalation et par contact avec I’huile essentielle de C.
citratus comparée avec 1’huile essentielle de T. pallescens.

Les résultats indiqués sur la figure montrent une diminution qui varie entre 46.36%
jusqu’a 63% pour la population de S. granarius traitée avec I’huile essentielle de C. citratus et
entre 15.51 jusqu’a 83.46% pour la population traitée avec 1’huile essentielle de T. pallescens,

par contact direct et par fumigation.

2.6.3. Effet sur le taux des glucides

Les teneurs en lipides ont été diminués significativement chez les individus de S.
granarius traités par inhalation et par contact avec les deux formulations des huiles essentielles.
Les G.L.M ont indiqué que les huiles essentielles (F (2,30)=74,870 ; P=0,0000) ainsi que la
dose (F (4,30)=3,5678 ; P=0,1702) affectent significativement le taux des glucides chez la
population de S. granarius traitée avec les deux formulations des huiles essentielles. L’analyse
des résultats affichés sur les graphes de la (figurel3) indiquent une diminution des taux des

glucides variables entre 47.30 et 62.89% pour les individus traités par inhalation avec 1’huile
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essentielle de C. citratus. En outre, une baisse dans les teneurs en glucides chez les populations

traitées par contact avec la formulation de T. pallescens qui varie entre 37.84 et 67.94%.

3. Discussion

Dans cette étude, les effets répulsifs et insecticides des huiles essentielles de T.
pallescens et C. citratus contre S. granarius ont été déterminés. Les résultats obtenus indiquent
que les deux huiles essentielles ont une activité répulsive et insecticide tres prononcés avec des
taux variables selon I’huile essentielle, la dose ainsi que le mode d’application. L’huile
essentielle formulée a base de T. pallescens est avérée la plus efficace comparée avec 1’huile de
C. citratus. Nous résultats indiquent la sensibilité de insectes cibles au mode contact mieux que
le mode inhalation. Bien que I’efficacité insecticide est dose dépendantes pour les deux huiles
essentielles, elle augmente avec 1’augmentation de la concentration.

Le pouvoir répulsif et insecticide et les différences observées dans la toxicité des huiles
essentielles soit par contact direct au par inhalation sont attribuées pour sa composition et sa
richesse en composés bioactifs d’une part et de leurs variabilités en fonction des espéces
végétales d’autre part. Il est cependant clair qu’elles interviennent directement sur la
morphologie ou la physiologie de I’organisme nuisible. Nos résultats sont analogues a ceux
abstenus par plusieurs chercheurs sur la méme espéce et mémes d’autres espéces ravageuses
(Kordali et al., 2006; Kim et al., 2010; Kordali et al., 2012; Ziaee et al., 2014; Germinara et al.,
2015 ; Plata -Rueda et al., 2018; Plata-Rueda et al.,2020; Gong et Ren 2020; Teke et Mutlu
2020). L’efficacité des huiles essentielles contre les insectes en générales et S. granarius en
particulier est principalement due a sa composition chargée par des constituants caractérises par
leurs activités insecticides et répulsives. Alors que, les différences observées dans I'efficacité
sont attribués aux différents composés bioactifs et a leur variabilité, en fonction l'espece
végétale d'origine. La littérature a confirmé que plusieurs composés chimiques ayant un large
spectre d'effets répulsifs et toxiques, notamment les phénols (1,8 cinéole et carvacrol), les
alcools (o-terpinéol, terpinen-4-ol et linalol), les aldéhydes, les cétones (camphre et citronellal)
et les hydrocarbures monoterpéniques (camphéne, a-pinéne et p-ciméne) (Prates et al.,1998;
Kim et al.,2010; Oliveira et al.,2018; Gong et Ren 2020; Plata-Rueda et al.,2020) .

D'apreés les analyses GC-MS effectuee par Moutassem et al. (2019) et Moutassem et al.
(2021), le carvacrol, le thymol et le linalol sont les composants les plus abondants pour 1’huile
essentielle de T. pallescens, bien que le géraniol, le citronellol et le méthylisoeugénol étaient
les composants les plus abondants pour I’huile essentielle de C. citratus. Il a déja été rapporté
gue ces composes exercent des activités répulsives et toxiques contre les ravageurs des denrées

stockeés, en particulier sur S. granarius (Huang et al., 2002 ; Kim et al., 2010 ; Malacrino et al.,
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2016 ; Oliveira et al., 2018 ; Chen et al., 2018 ; Benelli et al., 2019 b; Plata-Rueda et al., 2020;

Abouelatta et al., 2020). Cependant, la présence des composées mineures pourrait également

jouer un réle aussi déterminant dans les activités répulsives et insecticides (Ehawa Essoung et
al., 2020).

Certains auteurs ont avéré que l’activité insecticide de T. pallescens est due
principalement aux composés majoritaires de cette huile telle que le thymol et le carvacrol. En
outre, le thymol a été signalé comme un composant qui exerce un effet analgésique sur les
récepteurs al - a2 et B-adrénergiques (Shabnum et Wagay 2011). En effet, le Thymol et le
Carvacrol  testés individuellement, montrent plus actifs contre les larves
d’ Alphitobiusdiaperinus que 1’huile essentielle de thym (Szczepanik et al., 2012). Cependant,
le Carvacrol a une large activité insecticide et affecte les insectes des denrées stockées par
inhalation (Ahnetal., 1998 ; Isman 2000). Les propriétés insecticides de 1.8-cinéole, le linalool,
I’eugénol, a-terpinéol et le cymol ont été démontrées sur plusieurs insectes tels que Tribolium
confusum (Coleoptera:Tenebrionidae), Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae),
Rhyzopertadominica (Coleoptera: Bostrichidae) et Callosobruchusmaculatus(Coleoptera:
Bruchidae) (Obeng-Ofori et al., 1997).

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Kordali et al. (2006) présentent I’efficacité
insecticide de trois espéces d'Artemisia et leurs composants, qui présentaient un potentiel de
protection des grains des céréales stockés contre les ravages de S. granarius. Les résultats
obtenus par inhalation et par contact corroborent a ceux obtenus par Benchabane et al. (2015).
Ces chercheurs ont constaté que I’huile essentielle de T. pallescens est efficace par contact sur
Tribolium confusum provoquant une mortalité totale apres 144 heures d’exposition par contact
ainsi que par inhalation. Une autre étude menée par Germinara et al. (2017) exhibé des activités
répulsives et insecticides trés remarquables de I'huile essentielle de Lavandula angustifolia
contre les adultes de S. granarius. Une étude plus récente effectuée par Plata-Rueda et al. (2020)
a mis en évidence que I'huile essentielle de la citronnelle et ses constituants a savoir, le citral et
I'acétate de géranyle, produisaient une forte activité toxique et répulsive contre les adultes de
U. dermestoides. Dans les mémes ordres des idées, les travaux de Guettal et al. (2020) ont
rapporté un trés important pouvoir répulsif (66.5%) et toxique (92.52%) par I’huile essentielle
de Citrus limonum contre S. granarius.

Récemment, Plata-Rueda et al. (2018) ont rapporté que les huiles essentielles de la
cannelle et de clou de girofle possédaient des activités toxiques et répulsives significatives
contre S. granarius. En plus, les huiles essentielles dérivées de Rosmarinus officinalis,

Laurusnobilis, Echinacea purpurea, Origanum majorana, Ocimum basilicum et Foeniculum
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vulgare ont montré divers degrés d'effet répulsif et insecticide contre le charangon du blé S.
granarius (Teke et Mutlu 2020).

Dans la présente etude, les HE du thym et de la citronnelle ont induit une mortalité de
S. granarius in vivo, et les temps de survie moyens (LTso) étaient respectivement de 11,58 et
15,85 jours apres I'exposition. Les effets rapides de ces huiles essentielles contre S. granarius
indiquent leur potentiel a protéger les produits stockés. Dans ce cadre, ces deux huiles ont des
effets comparables a ceux signalés pour les insecticides chimiques de synthese. Dans ce
contexte, des études antérieures effectuées par Vélez et al. (2017) ont indiqué que le produit
chimique nommés pinosada provoqué un taux de mortalité trés important de S. granarius et S.
zeamais avec des LTsodel2 et 13 jours, respectivement. Nos résultats corroborent ceux obtenus
par ceux obtenus par Plata-Rueda et al. (2020) rapportent que le taux de survie est trés faible
apres 48 h d'exposition de S. granarius a I'huile essentielle de C. citratus. Des effets similaires
ont été observés lorsque d'autres coléopteres ravageurs des céréales stockées (Rhyzopertha
dominica, S. granarius et Tribolium castaneum) exposés a des terpénoides d’origines végétales
(Prates et al., 1998 ; Huang et al., 2002 ; Plata-Rueda et al., 2018).

Les résultats de 1’effet préventif des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus
sont attribués a I’effet insecticide des huiles essentielles contre S. granarius par inhalation. Dans
cette expérience I’évaporation des huiles essenticlles peuvent agir sur tous les stades de
développement de I’insecte (Isikber et al., 2006 ; Stamopoulos et al., 2007, Isikber et al., 2009).
Ces résultats sont témoignés par les travaux de Stamopoulos et al. (2007) indiquent une toxicité
directe observée apres I'exposition des femelles de T. confusum a des concentrations différentes
de la vapeur de cing monoterpinoides. Ces travaux ont montré que ces composes ont entrainé
une baisse de la fécondité et 1'éclosion des ceufs. Autrement, les recherches effectuées par
Isikber et al. (2009) ont démontré la sensibilité des ceufs de, a des vapeurs des huiles essentielles
de Cinnamonumzeylanicum, Allium sativum et Pimpinellaanisum L. Nos résultats du test
préventif exposent 1’efficacité de ’huile essentielle de T. pallescens comparé avec celle de C.
citratus. L'étude a montré que chaque huile essentielle a une composition chimique spécifique
et agit différemment selon la nature du test attribué (Haouas et al., 2012).

Ces résultats sont expliqués par la richesse de cette huile en composés volatils avec des
activités insecticides, larvicides et oficide tres prononcées. Dans ce cadre, les recherches de
Stamopoulos et al. (2007) confirment que le 1,8 cinéole (DLso comprises entre 3,5 et 466 ul / |
d’air) est les plus toxiques pour tous les stades testés contre T. confusum, tandis que le
monoterpénoide le moins toxique testé était le géraniol avec des valeurs de CLso compris entre
607 et 1627 uL /1 d’air.
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La toxicité des huiles essentielles testées, a la fois in vitro et in vivo, contre S. granarius
peut étre liée aux perturbations des mécanismes biochimiques et physiologiques. Des études
antérieures expliquant le mode d'action des huiles essentielles ont montré que ces composes
naturels peuvent provoquer des activités neurotoxique, tel que 1’hyperactivité, saisies et des
tremblements suivis d'une paralysie et la mort de 1’insecte qui sont tres semblables aux effets
produits par les insecticides de type pyréthroides (Gaire et al., 2019).

La toxicité des deux huiles essentielles contre S. granarius est peut étre associée a
I'inhibition de I'acétylcholinestérase (AChE). Les preuves de cette possibilité proviennent des
études antérieures qui ont établi que les différentes huiles essentielles et leurs principaux
composants peuvent exercer une forte activité inhibitrice de I'AChE chez diverses especes
d'insectes ravageurs, tel que S. oryzae (Abdelgaleil et al., 2016). En outre, il a également été
démontré que le carvacrol inhibe I'activité de 1’ AChE, par la disposition de ce composé sur les
récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine (Anderson et Coats 2012 ; Tong et al., 2013, Lee et
al., 2020).

Le potentiel des huiles essentielles a lutter contre les insectes ravageurs pourrait étre di
a la synergie entre les composes et a leurs capacités de pénétrer le corps de l'insecte ou a affecter
le systéeme respiratoire de I'insecte (Plata-Rueda et al., 2020). Par conséquent, les effets répulsifs
des deux huiles essentielles testées peuvent étre expliqués par des perceptions spatiales
modifiées par les systémes olfactifs ou gustatifs (Papachristos et Stamopoulos 2002 ; Germinara
et al., 2015; Martinez et al., 2018), qui modulent les fonctions des neurones olfactifs de la
sensille et la perturbation des récepteurs chimiosensoriels (Ditzen et al., 2008; Lee et al., 2010),
stimulant ou incitant la mobilité des insectes (Plata-Rueda et al., 2018).

Les huiles essentielles d'origine végétale peuvent affecter le métabolisme et le
développement des insectes par le biais de divers processus biochimiques et physiologiques
(Senthil-Nathan 2013). Cette étude a également révélé que I’intensité métabolique de S.
granarius était fortement affectée par I'exposition aux huiles essentielles de thym et de
citronnelle, ce qui démontre un stress physiologique, qui peut expliquer les effets de toxicité
des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus contre S. granarius. Nous avons constaté
que le traitement avec les huiles essentielles a entrainait des diminutions significatives des
niveaux de protéines, de glucides et des lipides par rapport a ceux des témoins non traités. Cette
diminution de la teneur en protéines pourrait étre attribuée a un ou plusieurs facteurs, comme
une diminution de la synthése des protéines ou une augmentation de la dégradation des
protéines, pour détoxifier les molécules affectées par les principes bioactifs présents dans les

Huiles essentielles (Vijayaraghavan et al., 2010 ; Ranjini et al., 2016).
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Des résultats similaires ont été obtenus aprés 1’utilisation de huile essentielle de Citrus
limonum contre S. granarius (Guettal et al., 2020). Dans notre étude, la teneur en glucides de
I'insecte ravageur testé était significativement diminuée sous le stress biologique exécuté par
les huiles essentielles. Les insectes transforment généralement les glucides en lipides et en
glycogenes (Sonmez et Gulel 2008), ce qui pourrait expliquer la réduction observée des taux
de glucides et l'augmentation des taux de lipides observés chez les insectes traités. Des résultats
similaires ont été obtenus chez la population de S. granarius traitée avec I’HE de Citrus
limonum (Guettal et al., 2020) et chez T. castaneum et Callosobruchu smaculatus traités avec
les huiles essentielles de cardamome, de cannelle et de muscade (Tarigan et Harahap 2016).

L'augmentation des taux de lipides peut s'expliquer par la mise en place du tégument
chez les insectes pour prévenir les effets néfastes des huiles essentielles. La couche protectrice
externe des insectes consiste en une couche lipidique imperméable, généralement composée
d'alcanes, d'alcanes a ramification de méthyle et d'alcénes (Morgan 2004). Cette couche
lipidique est importante pour la prévention de la déshydratation et pour repousser la pluie et
chez les insectes sociaux (abeilles, guépes et termites). L'augmentation des taux de lipides des
insectes peut donc refléter I'initiation de mécanismes de résistance au stress des huiles
essentielles. Les acides gras sont des métabolites primaires et servent également de source de
nombreux métabolites secondaires, tels que les phénols et les quinones (Morgan 2004). Les
résultats obtenus sont également en accord avec les observations précédentes montrant que les
traitements avec des extraits de plantes de Lantana camara ont permis d'augmenter
significativement les teneurs en lipides de la processionnaire du pin Thaumeto peapytiocampa
(Bouzar-Essaidi et al., 2014). Nos résultats différaient des résultats précédents concernant les

changements de contenu lipidique suite aux traitements a I'OE (Guettal et al., 2020).
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Conclusion

La recherche de nouvelles molécules biologiques alternatives aux molécules chimiques
plus efficaces et moins polluantes s’avére donc indispensable, ainsi 1’utilisation de formulations
a base des plantes aromatiques peut présenter de nombreux avantages par rapport aux
insecticides de synthéses. Dans cette optique, notre étude a été achevée pour analyser
I’efficacité répulsive et insecticide de deux huiles essentielles a savoir, de T. pallescens et C.
citratus comme une des substances biologiques alternative aux pesticides chimique contre un
ravageur potentiel des grains de céréales stockés S. granarius.

Les résultats obtenus montrent en premier ordre que les deux huiles essentielles ont
exprimées des effets répulsifs et insecticides tres remarquable sur la population de S. granarius,
dont I’intensité varie selon le type de I’huile essentielle, la dose appliquée et le mode de toxicité
applique.

Les résultats des tests répulsifs ont exprimé un effet trés répulsif trés remarquables des
deux huiles essentielles, mais avec une intensité supérieurs pour celle de T. pallescens. Les
doses 125, 100 et 75 pL expriment un effet hautement répulsif.

En effet, les huiles essentielles testées affectent significativement la vitalité des adultes
de S. granarius. Les résultats obtenus par contact direct aprés 24h dénudent également 100%
de mortalité corrigée avec les concentrations de 5, 10 et 20 uL avec I’huile essentielle de T.
pallescens. Cependant, la mortalité corrigée provoqueée par la formulation de C. citratus vis-a-
vis S. granarius avec les mémes concentrations est de 1I’ordre de 83.33 jusqu’a 100%. Par
ailleurs, les tests par inhalation sur les adultes de S. granarius a atteint un taux de 100% de
mortalité corrigée aprées 24h de traitement avec les concentrations de 125, 100 et 75 uL/L air
de la formulation de T. pallescens, respectivement. Toutefois, le taux de mortalité devient de
plus en plus inférieur avec I’huile essentielle de C. citratus, dont les taux de mortalités corrigées
sont de 1’ordre de 2.89 et 47.89%, respectivement. Cependant, les valeurs les plus faibles de la
DLsg ont été notées pours les traitements par 1’huile essentielles de T. pallescens soit par contact
ou par inhalation.

Dans les tests in vivo, le taux de survie a été déterminé pendant 20 jours apres
I'exposition des individus de S. granarius aux huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus.
Les résultats obtenus montrent que la probabilité de survie de S. granarius a été diminuée de
99,9 % j avec I'huile essentielle de T. pallescens et de 23 % avec celle C. citratus.

La population de S. granarius traitée avec les deux huiles essentielles ont exprimé une
diminution significative des teneurs protéiques, glucidiques et lipidiques. Les données montrent
une diminution des teneurs protéiques de 1’ordre 62.74 et 67.41% de chez les individus traités

par la formulation de T. pallescens. En parallele, une diminution variable entre 38.55 et 68.52%
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chez la population de S. granarius traitée avec 1’huile essentielle de C. citratus. Bien que, le
taux des lipides est significativement diminué avec des fréquences variables entre 15.51 et
83.47% pour les individus de S. granarius traitées avec les huiles essentielles de T. pallescens.
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