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Evaluation de I'effet larvicide et adulticide des huiles essentielles de Thymus pallescens

(de Noé.) et Cymbopogon citratus (Stapf.) contre Tribolium castaneum (Herbst, 1797).

Résumé

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation de la partie aérienne de Thymus
pallescenset Cymbopogon citratusont été analysées pour leur activité adulticide et larvicide
contre T. castaneum. Les deux huiles essentielles ont montré une activité adulticide et
larvicide prononcée contre T. castaneum d'une maniere dose-dépendante. L huile essentielle
de T. pallescensa montré un effet plus répulsif avec des valeurs qui variententre 83,4 % et 100
% par rapport a I’huile essentielle de C. citratus. De plus, I'huile essentielle de T. pallescens
était l'agent le plus efficace et le stade adulte était plus sensible aux deux huiles essentielles.
En ce qui concerne les tests de contact et de fumigation, I'huile essentielle de T. pallescens a
provoqué des taux de mortalité corrigés de 33,33 % a 66,67 % et de 25 a 100 % chez l'adulte
de T. castaneum, avec des valeurs de DLso de 17,7 et 15 pL/mL, respectivement. En outre,
I'huile essentielle de T. pallescens a également montré des valeurs de DLso de 18,1 et 15,5
puL/mL contre les larves de T. castaneum et des taux de mortalité corrigés de 42,5%-90% et
20%-100%, respectivement. Dans les tests in vivo, 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
T. pallescens et & 36 % chez les insectes traités a I'huile essentielle de C. citratus. L'analyse
des réserves énergétiques indique une diminution significative des teneurs en protéines,
glucides et lipides chez les insectes traités. Cette étude a mis en évidence la toxicité bio-
insecticide de I'huile essentielle de T. pallescens et de C. citratus contre le ravageur T.
castaneum, révélant des gradients d'activité insecticide positifs et négatifs selon le mode
d'exposition.

Mots clés. Mortalité corrigée, inhalation, contact, probabilité de survie, in vivo.



Evaluation of the larvicidal and adulticidal effect of Thymus pallescens (from Noah.) and
Cymbopogon citratus (Stapf.) essential oils against Tribolium castaneum (Herbst, 1797).

Abstract

Essential oils obtained by hydrodistillation from the aerial part of Thymus pallescens and
Cymbopogon citratus were tested for their adulticidal and larvicidal activity against T.
castaneum. Tested EOs showed pronounced adulticidal and larvicidal activity against insect
pests in a dose-dependent manner. EO of T. pallescens exhibited a more repellent effect with
values ranging from 83.4% to 100% compared to EOs of C. citratus (17.4% to 97.3%). In
addition, T. pallescens EO was the most effective agent, and adult stage was more susceptible
to both essential oils. Regarding the contact and fumigation tests, T. pallescens EO caused
corrected mortality rates of 33.33%-66.67% and 25%-100% in adult of T. castaneum,
respectively, with half-maximal lethal concentration (LCso) values of 17.7 and 15 pL/mL.T.
pallescens essential oil showed also LCsp values of 18.1 and 15.5 pL/mL against larvae of T.
castaneum and corrected mortality rates of 42.5%-90% and 20%-100%, respectively. In in
vivo test, the survival probability was 99.9% in control insects, decreasing to 2.48% in insects
exposed to the essential oil of T. pallescens and to 36% in insects treated with C. citratus
essential oil. Analysis of energy reserves indicate a significant decrease in protein and
carbohydrate and lipid contents in treated insects. This study highlighted the bio-insecticidal
toxicity of T. pallescens and C. citratus essential oil against T. castaneum pest, revealing both
significant positive and negative insecticidal activity gradients depending on the manner of
exposure.

Corrected mortality, contact test, fumigation, survival probability, in vivo.



_y oy u Cympobogon citratus g}g”l ol yThymus pallescens _jie il o) il ¥ oy ill 06 ol
.Tribolium castaneum s,d| 34l oluicd G| il 2d |
el

Gy Thymus pallescens Gl Sl Sledl sl S daidl mb o Ll Jasall Ll og)
o) T castaneum o\ 35 eliss DB,y ol BB 0S5 blis o f ¢ J\y Cympobogon citratus
Sl e b o asS B ke o) sadll sl Sy, WU Ol ad) s e blas b e Jasall cpnllY)
oY 3ol ol Sl ol e Blie 2100, 83,4 o b gl 3 ST a8 b el ol (g ad
ol el be SN 2 AU olad) Ll SY L e el el syl
s Ll 66.67 41333 (Lo 7plis Sy i @ e 1B el ol Cyll ey Ll L) o2 0
17.7 3115 ¢ bo Qaw gl dal) e 31 iy oL 8l sluiis o U 0l ad e 3l 100 4125 ¢ Loy B 4)
2l 100 3120, 2L 90 J142.5 o e 7ol Bt o8 Lt ol o5l ol b1 ) ol ) Bl Lol S
Gl 2.48 (I sy salad) 3 2d) e b 99.9 o i 8l u o LB Jlot A ) Ll 3L Q0 Je
s ggilal) ) WGl Ol el gl Bl 1L 36, el geludl gl U1 Ol ad e e
sl Lsdl O ad) Sl Be Oyl Al dn AL ) ad e medly Ol S Syl 3 bgde e
Gl cone (5 1Ll blad (3 Sleyas duee SLA) 331 sl G adl B o Gudlly el Sld ALY
2l

(F ) ol sl as o bl el el (Jla¥l el dosall Sy bl <\



TABLE DES MATIERES

INEEOAUCTION .uueieeeeenniiiieereeeeneeseeeeesessseseseesesassssssscssssssssssscsssssssssssonens 1

CHAPITRE I. MATERIEL ET METHODES

1. Matériel et mEthodes ......oovviuiiniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieietiaionessssenscsnsnne. 3
1.1. Matériel DiOlOgIQUE .eeueeireiiiieieeiieiietietreeiecnseseasesessnsesssnsnsssnsnsesannn 3
1.1.1. Matériel animal...ceeieeieiiiieininiieininiieiarnisesniisesasssesassssssnsssssnssssssnnn 3
2.1.1. Materiel VEQETaAl...cucieiiiiieiieiiieeieeititiateacneententeecescnsansescnsonsansscnsen 3
1.2. Extraction des huiles eSsentielles....cooviveiiiiieiiiiiiiiiieiiiiiniirnineinninecanenn. 4
1.2. Tests biologiqUes....cccvviuiiiiniiiniiiiiiiiniiiieiiieieiieientesarsssssenscsnssssnsssnsssns 4
1.2.1. Test d’évaluation de I’effet répulsif des huiles essentielles............ccccenueenn.. 4
1.2.2. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles par contact..........cccccvenneeenn. 5
1.2.3. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles par fumigation.........c.cceeee.e.. 5
1.2.4. Testin vivo et relation temps- probabilité de survie.......ccccoevveiieiiiiinannnnnns 6
1.3. Effet des huiles essentielles sur les réserves énergétiques.......coevveeereenrnrnennnn 6
1.3.1. Dosage des Protéines.......cceeveiieiiuiiiiiiniiiiieiiniiieiieiiiieieiinienecsssensenssnen. 6
1.3.2. Quantification des glucides.....ooveeiierierniieriieniiersereeenssasessessnsonsossnsonsons 7
1.3.3. Quantification des lipides......ccccvveiiieiiaiiniiieiiniiniiieiiieieiiaioecsassnsssnsen. 9
1.4, EXPression des rSUITALS «.vueveereeniieteeeneeneenernteeceecnsencencescnsensencnscnsammensens 10
1.4.1. Calcul de [a mortalité....ceeeeeiieieiniiereiniieininieereriresnseesasessssnsesssnmmsnsesst 10
1.4.2. Correction de 1a mortalité......ccveverureiniiiiiiiniiinininiierenerereresesesasnsasasmn. 10
1.4.3. Détermination de 18 DLs0...uceeencurureieniniuieiiniiruieienininreieneneraseencnsane. 10
1.4. Analyse statiStiqUeS.....coveiieiieriniiieiieiieiiieieeiiieierieeiierieceacenreeceaccnsenns 10

CHAPITRE I11. RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. RASUIATLS. et eieiniieininiierntetieenreeeesnsssesasessssnsessssasnsssnmmsnssssssnssssassssssnsnsenns 12
1.1. Effet répulsif des huiles essentielles sur la population de T. castaneum............ 12
1.2. Effet toxique des huiles essentielles par contact direCt.....ceeeeieereeeiererenrencnnnns 12
1.3. Effet toxique des huiles essentielles par inhalation........ccceeeviveiiiiieienniieiannne 15
1.4. Détermination de 18 DLso..ccceeeeieieieienineneneieieieieiererarasasasasasasnsasanmesanen. 16

1.5. Test in vivo et relations Temps — probabilité de SUrvie.....ccceeeeeveieieeiennenennnn. 16



1.6. Variation quantitative des réserves énergetiques chez les adultes et les larves

de T. castaneum traités par les huiles essentielles de T. pallescens et C.

0 11 17
1.6.1. Effet sur le taux des ProteineS..cuceeeeeeieeeeeeerenteeceecnsansoncessnsessscnsansoncens 17
1.6.2. Effet sur le tauX des lIPIideS..eeeeeiieiieeeeetinteeeneentenseecnsenseeccscnsensansescnsans 21
1.6.3. Effet sur le tauX des glUCIAES.cueeerereeiereneeieeireneeeetenrenecnnsenscnnenmasensenncens 21
P2 D T 1< od B 1] o] o 22
CONCIUSION 1ittitiiiiiiniiiiiiainiieiatnteeietnieesasnsessnsnsmonssosssmssmssssssssssssossossssassassassassassns 2 [
Référence BibliographigUe...cceeieeiieeiiiiiieiieiieieiinreeeeecnscntencescnsensensossnsansenn 29

LISTES DES FIGURES

Figure 1. Photos de deux espéces végétales utilisées dans cette étude a) T.pallescens

et b) C.citratus (Moutassem et al., 2021)...cueceeenieniineeeceeenrencenceecnsensocsnnnns 3
Figure 2. Schéma récapitulatif représente le dosage des protéines selon la
technique de Bradford (1976)...cccee cevererenrearieriecersnssnsescssnsonssssessnssnsssnses 7
Figure 3.Schéma récapitulatif représente le dosage des glucides selon la technique
de de Van Handel (1985a) et Bozdoganet al. (2016).....cccceeeieniieiiecnienriaceecnnens 8
Figure 4. Schéma récapitulatif représente le dosage des lipides selon la technique
de de Van Handel (1985a) et Bozdogan et al. (2016)........ cccevvvviiiniiiniiiniinnnnns 9

Figure 5. Effet comparé des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus et leurs
doses sur T. castaneum par contact et par inhalation chez les adultes et les
JBI VS eeeieiieiniiieineetineteetarersesnsessesnsessssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnse 13
Figure 6. Variation des taux de mortalité corrigée chez les adultes et les larves de
T. castaneum exposes aux différentes doses des formulations des huiles essentielles

de T. pallescens et C. Citratus par CONtACT.....cceveerenteereeenrenrensescscnsonsossnsonses 14

Figure 7. Résultats de la DLso des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus
par contact et par inhalation sur les adultes et les larves de T.
(072 ] €= 10 T 0 16
Figure 8. Courbes de la probabilité de survie des adultes de T. castaneum exposés

a I'huile essentielle de C. citratuset T. palleSCeNnS...cieeeeieieeiereiierurreeeeereecennnn 17



Figure 9. Variation des taux de des proteines chez les adultes et les larves de T.
castaneum exposés aux huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par
(olo] g - (ol = A o1 g g1 oo F= L [0 PR 18

Figurel0. Effet comparé de I’huile essentielle et la dose sur le taux des protéines,
des lipides et des glucides chez les adultes et les larves de T. castaneumtraités par
les differentes concentrations des huiles essentielles de T. pallescenset C.
CIITALUS. ¢t vtuenternrntieenrareeeesnsesasnsssesnsessssnssssssnssssssnssssssnsssssssssnssssassssssnss 18
Figure 11. Variation des taux de des lipides chez les adultes et larves de T.
castaneum  exposés aux huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par

contact et par INNAlAtION....cueieiiiiiiiiieiiiiiiieiieiiiitieeeeerieceacsensensessnssnsannes 19

Figure 12. Effet comparé de I’huile essentielle et 1a dose sur le taux des lipides chez
les adultes et les larves de T. castaneum traités par les huiles essentielles de T.

PAllESCENS 1 C. CItFAtUS. eeueentiatieeeeeerenreaceecerenrencescescnsensescscnsansessessnsansonns 19

Figure 13. Variation des taux des glucides chez les adultes et les larves de T.
castaneum  traités avec les huiles essentielles Les résultats représentent la

Moyennex erreur StaNAard....eeeeeieeeeeeeeeeiieeieeeeeerenteaceecnsensescescnsonsansscnsons 20

Figurel4. Effet comparé de I’huile essentielle et la dose sur le taux des glucides
chez les adultes et les larves de T. castaneum traités par les huiles essentielles de

T. palleSCeNS Bt C. CILratUS..ceeeeeerinreeeneenrenreeceeenrenceacescnsensessessnsensassscnsansens 20

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Pourcentage de répulsion (PR) selon le classement de MC Donald et
YIS L /1) YRR 5
Tableau 2 : Effets répulsifs sur les adultes de T. castaneum exposés aux

formulations des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus...............c....... 12



LISTE DES ABREVIATIONS
ANOVA: Analysis of variance

BSA: Sérum albumine bovine

C°: Celsius

cm: Centimétre

D.O: Densité optique

EROD: Ethoxyrésorufine O-déséthylase
Fem: Femelle

FNUF: Forum des Nations Unis sur les Foréts
g: Gramme

g/l: Gramme par litre

G250 : Bleu de Coomassie

G.L.M : Modele géneral linéaire

G.L.M : Modéle général linéaire

GST: Activité de la glutathion-S-transférase
H: Heure

ha: Hectare

Has: Hasard

HCL : Acide chlorhydrique

Kg/dm3 : Kilogramme par décimeétre cube
Km : Kilométre

m: Métre

mg/mL.: Milligramme par millilitre

mg EQ/gMS : milligramme d’équivalent de
Quercétine par gramme de matiere seche

ng: Microgramme

ul: Microlitre

min: Minute

ml: Millilitre

mm: Millimetre

mm/an : Millimétre par année

Na2COa3: Carbonate de sodium

nm: Nanometre



INTRODUCTION




Introduction

Les céréales représentent une importante ressource assurant la consommation humaine
et I’alimentation du bétail. Elles tiennent la premicre place quant a I’occupation des surfaces
agricoles, dont 70 % de ces terres agricoles mondiales sont emblavées en céréales (FOASTAT,
2021).

La production de cette culture est saisonniere, n’est récoltée qu’une seule fois par an.
Pour garantir la sécurité alimentaire nationale en matiere de céréales, les récoltes doivent étre
stockées dans des entrepdts durant des périodes variables, allant de quelques jours a plus d’un
an (Proctor 1994). De ce fait, le stockage est le seul moyen pour assurer le lien entre la récolte
usuel une fois dans 1’année et la consommation qui est permanente et obligatoire (Waongo et
al., 2013). Malheureusement, au cours du stockage, les céréales subissent des altérations
diverses, d’ordre abiotique et biotique (Caid et al., 2008). Les insectes sont les principaux
agents biologiques responsables des pertes de ces denrées, dont les dégats peuvent atteindre
jusqu'a 10% a 1I’échelle mondiale (De Carvalho et al., 2013), et plus de 50% dans les pays en
voie de développement (Brader et al., 2002).

L'espéce T. castaneum est parmi les ravageurs secondaires des produits stockés, cette
espéce est incapable d'infester et endommager les grains sains mais nécessite un substrat qui a
été auparavant affecté par des ravageurs primaires (Upadh-yay et al., 2018). Elle augmente la
température et I'numidité des grains stockés pour générer un environnement favorable pour la
propagation fongique, ce qui signifie une augmentation de la dégradation et de la détérioration
des grains (Yun et al., 2018). De plus, la dégradation du grain stocké par les champignons
entraine une diminution de la quantité de germination, des dommages au poids, des odeurs et
une décoloration, ce qui réduit la qualité globale du grain (Yun et al., 2018). Ce ravageur est a
I'origine de pertes supplémentaires dues a sa relation avec les champignons toxicogenes lors du
stockage (Philip et Throne 2010), principalement Aspergillus spp, et Penicillium spp., qui
libérent des mycotoxines telles que les aflatoxines (Upadhyay et al., 2018 ; Yun et al., 2018).
Pour contréler ces insectes ravageurs, I'application des insecticides chimigues synthétiques pour
est une pratique typique. Cependant, on connait maintenant les effets parfois trés néfastes sur
les insectes non cibles et les écosystemes en général de ces pesticides (Colignon et al., 2003).

Autrement, l'utilisation excessive de ces produits chimiques a conduit au développement
de larésistances (Corréaetal., 2011 ; Abdelgaleil et al., 2016). En effet, la résistance a plusieurs
insecticides a été decrite pour de nombreux insectes de stockage (Ribeiro et al., 2003 ; Sousa
et al., 2008 : Sartori 1993). Plusieurs recherches ont montré la résistance de Sitophilus oryzae,
Sitophilus zeamais et Tribolium castaneum contre le malathion, le pirimiphos-méthyl, le
fénitro-thion et la phosphine (Ribeiro et al., 2003 ; Sousa et al., 2008 : Sartori 1993).



Introduction

En raison des possessions indésirables, les biopesticides sont une alternative respectable
aux produits chimiques synthétiques (Geraldin et al., 2020; Isman 2006). Jusqu'a présent, un
certain nombre de dérivés végétaux ont prouve leur activité insecticide (Lakshmi Soujanya et
al., 2016). Les huiles essentielles (HE) extraites de diverses plantes aromatiques peuvent fournir
des alternatives appropriées pour geérer les insectes nuisibles des céréales stockées (Campolo et
al., 2018). Leur utilisation a fait I'objet de plusieurs travaux de recherche au cours de la derniére
période et a stimulé un intérét scientifique intense reproduit dans le nombre d'études portant sur
I'efficacité des HE dans la protection des céréales et des produits stockeés (Campolo et al., 2018
; Yang et al., 2020, Trivedi et al., 2018).

L'objectif principal de ce travail consiste a évaluer in vitro I’efficacité insecticide par
contact et par inhalation de deux huiles essentielles formulées Thymus pallescens Noé et C.
citratus contre les larves et les adultes de Tribolium castaneum. Cette étude est organisée en
deux chapitres : Le premier chapitre présente les matériels et méthodes utilisés. Le deuxiéme
chapitre porte sur les résultats obtenus et discussion. Enfin, nous terminons la présente étude

par une conclusion générale et les perspectives de recherche.



CHAPITRE | MATERIEL ET METHODES




Chapitre |. Matériel et méthodes

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

Cette étude est conduite sur les larves et les adultes de T. castaneum. Ces derniers ont
été préleveés a partir des graines de blé deja infestées. Les échantillons ont été portés a partir
des aires de stockage appartenant aux coopératives 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’¢élevage de cette especes ravageuse a été effectué dans des boites en plastique
mesurant 20x30 x15cm, portent 1Kg de blé dur mélangé avec 500 g de la farine. Ces boites
ont été infestées par 100 individus (50 males et 50 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 ages de 15 jours.

1.1.2 Matériel végétal

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

La partie aérienne des plantes a été lavée par ’ecau 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 1’extraction.

C.citratus (Moutassem et al., 2021).



Chapitre 1. 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 4C.

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 et les larves de T.
castaneum a été évalué selon la technique de McDonald et al. (1970) en utilisant la méthode
de la zone préférentielle sur papier filtre.

Dans cette expérience, les disques de papier filtre de 9cm de diametre utilisé a cet effet
ont été divises en deux parties égales. Cinq teneurs différentes en huile essentielle sont
utilisées dans ce test : 10, 20, 30, 40 et 50 pL. A I’aide d’une micropipette, un volume de 0,5
ml de I’huile essentielle a été introduit sur la moitié de disque, tandis que I’autre moitié a regu
uniquement de 1’acétone. Les deux disques ont été disposés sous la haute chimique pendant
dix minutes, afin d’évaporer I’acétone. Aprés 1’évaporation de I’acétone, les deux moitiés de
disque ont été ressoudées au moyen d’un scotch.

Les disques de papier filtre ont été placés dans une boite de Pétri de 9cm de diametre.
Une population de dix larves et individus de T. castaneum a été installé au centre de papier
filtre, plus particulierement sur la bande adhésive. Les boites sont placées dans les 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 :

NC—NT, 100
N X

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

Pourcentage de répulsion (PR%) = (

I’acétone NT : nombre de I’individu présent sur la partiec du disque traitée avec la dose
préparee
Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile est calculé (PR) et attribue a

I’une des différentes classes répulsives variant de 0 a V (MC Donald et al., 1970).



Chapitre 1. Matériel et méthodes

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 1 20 <PR <40% Faiblement répulsive

Class 11 40 <PR <60% Modérément répulsive

Class IV 60 <PR <80% Reépulsive

Classe V 80 <PR <100% Trés répulsive

1.2.2. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles par contact

Les essais de toxicité par contact ont été réalisés selon la méthode de Tapondjou et al.
(2005). Pour I’évaluation de I’effet adulticides et larvicides des huiles essentielles de T.
pallescens et C. citratus ont été formulées par 1’acétone, en diluant 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 diameétre en utilisant 2 mL pour chaque
concentration.

Les disques de papier filtres traitées ont été laissés a 1’air libre pendant dix minutes, afin
d’évaporer 1’acétone. Un lot de dix adultes et dix larves de T. castaneum a été mis 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. Trois répétitions ont
été effectuées pour chague traitement. Les taux de mortalité ont été enregistrés 24 h apres 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.

1.2.3. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles par par fumigation

L’effet adulticides et larvicides des huiles par fumigation a été évalué contre les
adultes T. castaneum selon la méthode décrite par Abdelgaleil et al. (2016). Des flacons en
verre de 1 L ont été utilisés comme des chambres de fumigation. Les huiles essentielles brutes
ont été utilisées dans cette expérience suivant les concentrations 10, 20, 30, 40 et 50 pL/L
d'air. Des papiers filtres (Whatman n° 1) ont été découpés en morceaux de 9 cm de diameétre,
chargés avec les différentes concentrations des huiles essentielles, puis fortement posés sur les
dessous des couvercles des flacons. L'intérieur des flacons a été brosse avec de la vaseline

afin éviter le contact direct entre les insectes et I'huile essentielle. Les couvercles contenant le
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papier filtre traité ont été fortement vissés sur bocaux contenant un lot de Dix larves et adultes
de T. castaneum. 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 seulement avec de
I’acétone. Trois répétitions de chaque traitement ont été mises en place. Tous les insectes
traités et non traités ont été maintenu a 25 + 3 °C, 65 £ 5% HR et 12 :12 h lumiére : obscurité.
Le nombre d'insectes morts est enregistré aprés 24 h de traitement. Les insectes ont été
considérés morts quand aucun mouvement n'a été enregistré. La concentration létale causant
50% de mortalité (CL50) exprimée en uL/L d'air a été calculée a partir de la concentration

logarithmique des lignes de régression de la mortalité (Finney, 1971)

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

Ce test a été réalis¢ pour étudier I’effet de toxicité de 1’évaporation des huiles
essentielles sur les adultes et les larves de T. castaneum. Nous avons utilisé deux boites en
plastique, chaque boite contient 1Kg d’un mélange de blé dur et de la farine (1v/1v). Les
boites contenant le mélange ont été contaminées avec un lot de 100 larves et 100 individus de
T. castaneum. 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
I’évaporation constante des huiles essentielles. Les témoins ont été disposes dans les mémes
conditions avec de 1’acétone. Ces bocaux sont placés a 1’étuve réglée a 30.5C° pendant deux
mois.

Chaque 48h une vérification de 1’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 les réserves énergétiques

Pour mesurer les protéines, les lipides et la teneur totale en glucides, des insectes
adultes ont été traités avec les cing 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 été effectuées pour chaque analyse.

1.3.1. Quantification des protéines
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,

6
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(1976) a éte 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 & un volume final de 1 L.

Tech

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

Une aliquote de 0,1 ml a été
transférée dans un tube a
essai de 12 x 100 mm

Le solutions est vortexée
pendant 1 minutes -

_ = 5 ml de réactif de Bradford = =
400 pL de la s‘olutlo'n Tn:— ont été ajoutés La concentration en protéines
HCI1 (20 mM) incubés a 4°C a été déterminée par
pendant 30 minutes spectrophotométrie a 595 n

[ [

Figure 2.Schéma récapitulatif représente le dosage des protéines selon la technique de
Bradford (1976).

Aprés avoir écrasé les insectes individuels dans 400 uL 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 déterminées 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.

1.3.2. Quantification des glucides

Pour I'extraction et la quantification des glucides totaux, les méthodes de la solution
d’anthoronedécrites précédemment par Van Handel (1985a) et Bozdogan et al. (2016) a eté
utilisé. 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 ’acide sulfurique H2SO4 concentré. La solution de
sulfate de sodium a 2% (Na>SO4) a été préparée par 1’addition de 2 g de NaxSO4 dans 100

mL de I’eau bidistillée. La solution d’attaque composée de mélange Chloroforme/Méthanol
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(1/2) a été prépareée par le mélange de 10 ml de chloroformeet 20 ml de méthanol. Ce melange

a eté disposé dans un flacon bien agité par la suite, hermétiquementscellé et stocké

Technique de dos

Les insectes ont été broyés dans qu
400 pL de la solution sulfate de
sodium pendant 2 minutes, l

age des Glucides

I'homogénat sont ensuite
centrifugés a 4°C pendant 4 min
2 6000 x g pendant 10 min

Une aliquote de 100 plL a été
transférée dans un nouveau

tube
lacés dans un bain marie a
5°C jus%u’a I’évaporation
complete de la solution
d’attaque
2 mL de réactif anthorone,
5 mL de la solution suivis d'une incubation dans un

chloroforme/méthanol (1-1 ; bain-marie ﬁzszc pendant 17

V-v).

I

La concentration en glucides
a été déterminée par
spectrophotométrie 625 nm

Figure 3.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'nomogénat sont ensuite centrifugés a 4°C pendant 4 min a 6000 x g pendant
10 min. Une aliquote de 100 uL a été transférée dans un nouveau tube de 12 x 75 mm, placés
dans un bain marie a 95°C jusqu’a I’évaporation compleéte de la solution d’attaque.

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 a 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 série de dilutions a été effectuée pour obtenir les concentrations de glucose
suivantes : 10, 20, 40, 60, 80, 100 et 200 pg/mL.



Chapitre 1. Matériel et méthodes

1.3.3. Quantification des lipides

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

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
chloroforme/méthanol (1:2, v:v). Le surnageant a été transféré dans un tube propre (16 x 100
mm), qui a été tenu a l'intérieur d'une hotte & 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 éte laisse s'évaporer a 90 °C pendant environ 10 min.

Technique de dosage des Lipides

Les insectes ont été broyés dans elon ¢ niqQ i Handel

400 pL de la solution sulfate de
sodium pendant 2 minutes,

Le surnageant a été transfére
dans un tube propre (16 x 100
mm), qui a été tenu a I'intérieur
d'une hotte a 95°C

5 ml de réactif vanilline ont
été ajoutés

V200 pL d'acide sulfurique
concentre (95 %) ont été ajoutés et
le solvant a été laissé s’évaporer a
90 °C pendant environ 10 min

Les échantillons ont été vortexés
puis exposés a I'air libre pendant §
minutes pour permettre a la
coloration de se développer

5 mL de la solution
chloroforme/méthanol (1-1 ;
v-V).

La concentration en lipides a
été déterminée par
spectrophotométrie 525 nm

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

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 exposés a l'air libre pendant 5 minutes pour
permettre a la coloration de se développer. La densité optique de chaque echantillon 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 g d'huile végétale commerciale.
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1.4. Expression des résultats
1.4.1. Calcul de la mortalité

L'efficacité des huiles essentielles a été évaluée par le taux de mortalité provoqué sur
la population traitée. Les taux de mortalité des adultes témoins et traités sont calculés selon la

formule suivante :

nombre de mort d

Taux de mortalité (TM)% = x 100
nombre total

1.4.2. Correction de la mortalité

Les taux de mortalités (M) 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

1.4.3. 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. Analyse statistiques

Le modele Général liniere modele (GLM) a été utilisé pour analyser les valeurs de la
mortalité corrigées (CM%) et la quantification des biomarqueurs énergétiques. Le MC% a été
soumis a une analyse de probit pour obtenir des valeurs de DL50 avec leurs limites de
confiance. Les données corrigées 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 l'aide du
test post hoc de Tukey au niveau de probabilité de 5 %.

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 median (LTso). Toutes les analyses ont

été réalisées a lI'aide du logiciel statistique R Studio 1.2.5019-R version 3.6.1.
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1. Résultats
1.1. Effet répulsif des huiles essentielles sur la population de T. castaneum

L’analyse de la variance ANOV A a montré un effet trés hautement significatif des huiles
essentielles et ces doses et I’interaction entre les deux facteurs sur le taux répulsif des adultes
et des larves de T. castaneum (Tableau 2). Les résultats obtenus montrent que les deux huiles
essentielles ont un effet répulsif tres remarquable qui varie avec la variation de 1’huile
essentielle (P=0,000), la dose (P=0,000) et le stade de I’insecte ravageur (P=0,000). Toutefois,
I’huile essentielle de T. pallescens soit le plus répulsive comparée a celle de C. citratus, bien
que, I’effet répulsif est plus intense sur le stade adulte comparé avec le stade larvaire (Figure 1
A). Le traitement de données a indiqué que la répulsion des huiles essentielles est dose
dépendante elle augmente avec 1’augmentation de la dose pour les deux huiles essentielles et
les deux stades d’application. Néanmoins, 1’huile essentielle de T. pallescens a produit un taux
de répulsion variable entre 41.27 et 100 sur la population de stade adulte et entre 33.33 et
88.89% sur le stade larvaire.
Tableau 2. Effets répulsifs sur les adultes de T. castaneum 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
2 125 100+00,00a Classe V 100+00,00a Classe V
zf 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 Il
25 41,27+7,94b Class Il 41,27+7,94b Class 111
v 125 88,89+6.66a Classe V 75,00+4.66a Classe V
% 100 88,89+4.66a Class IV 57,14+6.73a Class IV
ST 57,14+463b  Classe V 57,14:7.95a  Classe V
50 33,33+2.36¢ Class Il 33,33+4.760a Class Il
25 00.00£00,00d Class Il 00,00+00,00a Class Il

1.2. Effet toxique des huiles essentielles T. castaneum par contact direct

L’analyse de la variance ANOVA effectuée par le modele GLM révele une différence
trés hautement significative de I’huile essentielle, la dose et le stade physiologique de I’insecte.
L’efficacité des huiles essentielles est dose dépendante, elle augmente avec I’augmentation de

la concentration (Figure 5). La dose de 20 pL/mL et la plus efficace et la dose de 1 pL/mL est

12
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la faiblement efficace. A cet effet, I’huile essenticlle de T. pallescens avec la dose 20 pL/mL

est les plus efficace, bien que le stade adulte et le plus sensibles aux effets des huiles essentielles

(Figure).
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Figure 5. Effet comparé des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus et leurs doses sur

T. castaneum par contact et par inhalation chez les adultes et les larves.
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Les résultats affichés dans la figure exposent également un effet insecticide tres
remarquable de la formulation de T. pallescens contre les adultes de T. castaneum qui varie
entre 43.33 et 100 % contre les adultes de T. castaneum. Cependant, 1’effet insecticide le plus
élevé a été noté chez les individus testés avec les concentrations 5, 10 et 20 yL avec des taux
de MC% environ 80, 100 et 100%, respectivement. Par contre, le plus faible effet a été remarqué
chez les individus traités avec la concentration 1L, dont la MC% enregistrée est de 43.33%.
Par ailleurs, I’huile essentielle de C. citratus a montré des taux de MC% remarquable et qui
varient entre 13.33 et 100%, alors que, les concentrations de 10 et 20 pL/mL sont les plus

efficaces avec des taux de CM% environ 80 et 100%.

=
120 Inhalation 100 « T. pallescens & C. citratus _ Inhalation

C. citratus 8 T. pallescens Adultos 1 Larves

ab

100

ab
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60 be
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2 Contac T pallescens & C. citratus ko
20 # T pallescens & C. citratus (A‘l’l‘l“l‘ls' ! a Contact/ Larves
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Figure 6. Variation des taux de mortalité corrigée chez les adultes et les larves de T. castaneum
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).

La formulation de I’huile essenticlle de T. pallescens a été révelée fortement efficace
pour contrbler les larves de T. castaneum (Figure 6). La lecture des résultats suggere une
efficience tres remarquable qui varie entre 26.67% avec la concentration de 1 uL/mL et 100%
avec les concentrations 10 et 20 pL/mL, respectivement.

L'examen des données de la MC% des larves de T. castaneum traitées avec formulations
a base de I’huile essentielle de C. citratus indique une efficacité plus au moins intéressante. Le
taux de MC% le plus faibles (13.33%) est constaté chez la population traitée avec la

concentration de 1 pL/mL. En revanche, les valeurs de MC% les plus élevées a savoir 80 et
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100u sont constatées chez les larves de T. castaneum traitées avec les concentrations 10 et 20

pML/mL, respectivement.

1.3. Effet toxique des huiles essentielles sur T. castaneum par inhalation

L'examen des expériences effectuées sur le stade larvaire est adulte a dénudé que les
formulations des huiles essentielles, le stade physiologique de I’insecte, ainsi que les
concentrations ont un effet trés hautement significatif sur le taux de mortalité des populations
de T. castaneum traitées par inhalation (Figure 5). En général, I'effet insecticide a exposé
différentes intensités. A cet effet, le taux de MC% est variable en fonction I’huile essentielle,
la concentration et le stade physiologique de 1’insecte. L’analyse des résultats expose
I’efficacité de I’huile essentielle de T. pallescens comparée avec celle de C. citratus, les
concentrations 75, 100 et 125 pL/ L air sont le plus efficace, est le stade adulte est le plus
sensibles aux deux huiles essentielles testées (Figure). Toutefois, 1’efficacité insecticide contre
les adultes et les larves de T. castaneum est concentration dépendante, elle augmente avec
I’augmentation de la concentration.

Les tests de ’activité insecticide contre les adultes de T. castaneum par inhalation en
utilisant les huiles essentielles formulée a base de T. pallescens et C. citratus montrent des taux
de mortalité tres variables. Les données de la Figure 6 indiquent la sensibilité de stade adulte
aux huiles essentielles de T. pallescens en comparaison avec celle de C. citratus. Cette
formulation expose un taux de mortalité qui varie entre 66.66 et 100%, sachant que les
concentrations75, 100 et 125 ont provoquées un taux de mortalité total. Ces mémes
concentrations des formulations de C. citratus ont dénudé des taux de MC% 70, 96.67 et 86.67
%, respectivement. Cela, présente que I’huile essentielle de C. citratus et moins efficace en
comparant avec 1’huile essentielle de T. pallescens. Dans les deux cas, les taux de mortalité
augmentent avec 1’augmentation de la concentration (Figure 6).

L’huile essentielle de T. pallescens affecte significativement la vitalité des larves de T.
castaneum. Les résultats obtenus montrent une activité larvicide tres importante de cette
formulation mais avec des degrés variables, selon la concentration appliquée. La figure indique
que la valeur de MC% provoquée par cette formulation est variable entre 23.33 et 90%. Les
valeurs les élevees ont été constatées chez les populations de T. castaneum traitées avec les
concentrations 75, 100 et 125 pL/L air, et qui sont de 1’ordre de 50, 76.66 et 90%,
respectivement. Par contre, la formulation de C. citratus a montré un intervalle d’efficacité
variable entre 16.66 et 73.33% de taux de MC%, qui est inférieur en comparant avec la
formulation a base de T. pallescens. A cet effet, les concentrations 100 et 125 pL sont les plus
efficaces avec des CM% de 50 et 73.33%, respectivement.
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3.4. Détermination de la DLso
L’examen des valeurs des DLso des deux formulations et les deux stades physiologiques
révélent que I’huile essentielle du T. pallescens, est I’efficace par inhalation et par contact
direct. Pour le test par inhalation, les huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus ont
provoqué des DLso de 1’ordre de 41.74 et 62.02 pL/L air sur le stade larvaire. Cependant elles
sont de I’ordre de 25 et 36.24 pL/L air pour le stade adulte, respectivement (Figure 7).

80 wlave ¥ Adulte wlarve # Adulte

10

DIL. 50 pl/L air
=

30

DL 50 pl./mL

T. pallescens C. cilratus T. pallescens C. citratus

Figure 7. Résultats de la DLso des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus par contact
et par inhalation sur les adultes et les larves de T. castaneum. Les résultats représentent la
Moyenne+ erreur standard. Les lettres a, b....indiquent la différence significative a une
probabilité (p <0.05

En parallele, les valeurs enregistrées par contact direct sont de I’ordre de 3.44 et 5.01

puL/mL pour le stade larvaire et de 2.74 et 2.08 pL/L air, pour le stade adulte, respectivement.

3.5. Test in vivo et relations Temps — probabilité de survie

Dans les tests in vivo, le taux de survie a été déterminé pendant 60 jours apres
I'exposition des adultes et larve de T. castaneum aux huile essentielle de T. pallescens et C.
citratus (figure 8A). La probabilité de de survie varie significativement avec 1’huile essentielle
(test du log-rank, y2 =174.9, df =2 ; P<0,001%*) et le stade dans lequel I’es huile a été appliquées
(test du log-rank, ¥2 = 248.9, df = 2 ; P<0,001%*). Les résultats obtenus montrent que la
probabilité de survie des adultes de T. castaneum a diminué de 99,9 % jusqu’a 0 % avec I'huile
essentielle de T. pallescens et de 5 % avec celle C. citratus.

En paralléle, la probabilité de survie des larves de T. castaneum a été diminuée de 99.3%
jusqu’a 0 % avec l'huile essentielle de T. pallescens et de 8.99% avec celle C. citratus. En
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revanche, tous les individus des deux especes traites sont morts entre 2 et 60 jours apres
I'exposition. Les temps de survie moyens (LTso) des adultes de T. castaneum est de 8.85 et
14.41 jours pour les adultes de la population de T. castaneum et de 16.26 et 23.08 jours pour

les larves de la méme espéce traitées avec T. pallescens et C. citratus, respectivement (Figure

8B).

— C.citratus
— Control

100 — C.citsus 100
— Control

- L _ T.pallescens

— T.pallescens

Survival Probability

Survival Probability

Time ’ Time

C citratus C. citratus ‘ e

1. pallesens T. pallesens

0 5 10 15 2 25 30 35

0 5 10 15 20
LT 50 jours

LT 50 jours

Figure 8. Courbes de la probabilité de survie des adultes de T. castaneum exposés a I'huile
essentielle de C. citratus et T. pallescens, estimées a l'aide du test du log-rank de Kaplan-Meier.
LTso pour les individus de T. castaneum traités avec les huiles essentielles de T. pallescens et
C. citratus in vivo.
3.6. Variation quantitative des réserves énergétiques chez les adultes et les larves de T.
castaneum traités par les huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus
3.6.1. Effet sur le taux des protéines

L’analyse de données affichées sur la figure 9 expose une diminution significative des
teneurs en protéines chez les individus (larves et adultes) traités avec les deux formulations et

avec toutes les concentrations dans les traitements par contact et par inhalation. Chez les
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adultes, une diminution qui s’étale entre 46.5 a 82.3% pour les traitements par inhalation avec
I’huile de T. pallescens et entre 42.14 & 75.83% avec I’huile de C. citratus. Les larves de T.

castaneum ont montré une diminution qui s’étale entre 33.45 & 89%% pour les traitements avec

I’huile de T. pallescens et entre 68.17 a 73.15% avec 1’huile de C. citratus.
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Figure 9. Variation des taux de des protéines chez les adultes et les larves de T. castaneum

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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et des glucides chez les adultes et les larves de T. castaneum traités par les différentes

concentrations des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus.
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Figure 12. Effet comparé de I’huile essentielle et la dose sur le taux des lipides chez les adultes

et les larves de T. castaneum traités par les huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus.
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Figure 12. Effet comparé de 1’huile essentielle et la dose sur le taux des glucides chez les
adultes et les larves de T. castaneum traités par les huiles essentielles de T. pallescens et C.
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Les traitements par contact ont suivies la méme tendance que le traitement par
inhalation. L’analyse de données affichées sur la figure 9 indique une diminution significative
des teneurs en protéines chez les adultes de T. castaneum traités par contact avec 1’huile
essentielle de T. pallescens et de C. citratus. Cette diminution est variable entre 73.15 a 75.89%
avec les traitements par T. pallescens et entre 44.06 et 61.42 % avec ceux de C. citratus. Les
traitements des larves de T. castaneum par contact en utilisant les huiles essentielles de T.
pallescens et C. citratus provoquent une diminution des taux des protéines de 1’ordre de 35.75

a 73.15%, respectivement.

3.6.2. Effet sur les lipides

Les teneurs en lipides ont été diminués significativement chez les individus de T.
castaneum traités par inhalation avec les deux formulations des huiles essentielles (Figure 11).
Chez les adultes traités par inhalation avec la formulation de T. pallescens la diminution est
variée entre 42.7 a 89.52%, alors que chez les larves variées la diminution est variable entre
80.15 a 88.09%. Chez les adultes traités avec la formulation de C. citratus la diminution est
varié entre 47.91 a 97.39%, bien que cette diminution est variable entre 80.15 a 88% exhibent
une baisse considérable dans les teneurs en lipides chez les larves traités avec la méme huile
essentielle.

Pour les traitements par contact, une diminution des teneurs en lipides a été constatée
chez les adultes et les larves traitées avec les formulations de C. citratus qui varié entre 60.9 a
89.5% et entre 50.3 a 80.1%, respectivement. La diminution est plus supérieure dans les teneurs
en lipides chez les adultes et larves traités avec la formulation de T. pallescens qui s’allonge
entre 73.9 a 89.5% et entre72.2 a 84.1%, respectivement.

3.6.3. Effet sur les glucides

Les teneurs glucidiques chez les adules de T. castaneum traités avec les formulations de
I’huile essentielle de C. citratus a la concentration 125 est égale au témoin. Par ailleurs, les
traitements par les doses 100, 75 et 50 ont montré une diminution tres importante qui varie entre
45.30 jusqu’a 66.33%. Par ailleurs, les individus traités par la formulation de T. pallescens ont
enregistré une diminution des teneurs glucidiques de 66.14 a 79.16 % (Figure 13). Chez les
larves, I’analyse des résultats expose également une diminution des teneurs glucidiques avec
des taux variables entre 40.47 & 64.28% chez les individus traités avec la formulation de C.
citratus en comparaison par ceux traités par les formulations de T. pallescens qui ont montré

des taux variables entre 78 et 88%.
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La seule exception a été notée chez les larves traitées avec les concertations 1 et 10 pL
de la formulation de C. citratus, ou une augmentation environ 28.75 des réserves glucidiques a
été constaté.

Par ailleurs, les traitements par contact de la méme population par les deux formations
ont enregistré une diminution des teneurs glucidiques chez les adultes traités par la formulation
de T. pallescens avec des pourcentages variables entre 64.28 et 66.17 %. Cependant, les
individus traités par la formulation de C. citratus montrent un taux de réduction variable entre
67% a 88.20%.

4. Discussion

Dans cette étude, les activités adulticides et larvicides des huiles essentielles de T.
pallescens et C. citratus contre le ravageur secondaire T. castaneum ont été investiguées. Les
deux formulations ont manifesté une activité insecticide tres intéressante contre les adultes et
les larves de T. castaneum par contact direct ou par inhalation. Cependant, I'huile essentielle de
T. pallescens s'est avérée la plus efficace, bien que le stade adule et le plus sensibles comparé
avec le stade larvaire. L’efficacité des huiles essentielles est avérée dose dépendante, elle
augmente avec I’augmentation de la concentration.

En effet, I'activité insecticide et les différences observées dans I'efficacité des huiles
essentielles testées pourraient étre attribuées aux différents composés bioactifs connus par leurs
activités insecticides. Toutefois, cette activité est peut étre variable et étroitement liée a l'activité
des composés majoritaires (Pavela et al., 2016), soit a 1’état singuliére ou lorsqu’ils sont mises
en association (Ngamo et Hance 2007).

Certains chercheurs ont montré que les composés chimiques ayant un large spectre
d'effet insecticide sont les phénols (1,8 cinéole, carvacrol, ) les alcools (a-terpinéol, terpinen-
4-ol, linalol), les aldéhydes, les cétones (camphre, citronellal), les hydrocarbures
monoterpéniques (camphéne , a-pinéne, p-cimene) (Ahn et al., 1998; Kordali et al., 2008 ;
Szczepanik et al., 2012 ; Kumar et al., 2012 ; Yildirim et al., 2013 ; Pavela et al., 2016 ; Park
et al., 2017 ). Dans cette étude, I’efficacité des huiles essentielles est liée principalement aux
composées majoritaires qu’ils contiennent. Toutefois, les principaux composants de I'huile
essentielle de T. pallescens étaient le carvacrol (56,64 %), le p-cymene (16,36 %) et le thymol
(8,71 %) selon les travaux effectués par Moutassem et al. (2019) et Moutassm et al. (2021a).
Bien que les mémes études ont dénudé que le géraniol (20,86 %), le limonéne (10,50 %) et le
camphene (7,80 %) sont les principaux composant de I’huile essentielle de C. citratus. Des
résultats similaires ont été obtenus dans des etudes antérieurs, ou le géraniol, le limonéne et le

camphéne étaient comosés les plus prédominants (Moutassem et al., 2019, Bassolé et al., 2011).
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Dans une étude analogue, le a-pinéne et le B-pinéne ont présenté une toxicité plus élevee
contre T. castaneum (Garc"1a et al., 2005; Olivero-Verbel et al., 2010), bien que le carvacrol,
thymol et p-cymene ont montré plus efficace contre T. castaneum et Sitophilus granarius selon
Kordali et al. (2008). Les travaux de Benchabane et al. (2015) indiquent que les activites
insecticides de T. pallescens s'accordent a sa composition tres riche en thymol et en carvacrol
qui sont les plus responsables de cette bioactivité. En effet, le thymol et carvacrol présentent
une forte activité larvicide sur Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae) avec des CLso de 36
mg.10! et 37,6 mg.10?, respectivement (Tchoumbougnang et al., 2009), ce qui en accord avec
nos résultats sur les I’effet larvicide sur les larves de T. castaneum.

Dans notre étude, le 1,8-cinéole, le linalol, I'acetate de terpinéol et le méthyl eugénol
sont les composants les plus abondants de C. citratus selon les travaux de Mouatssem et al.
(2019, 2021). Ces composés ont déja été signalés comme ayant une activité insecticide et
larvicide contre diverses insectes nuisibles (Kumar et al., 2012; Brigger et al., 2019).

En effet, nos résultats corroborent des travaux antérieures indiquant que plusieurs huiles
essentielles et leurs principaux composants possédent une activité insecticide contre T.
castaneum (Tapondjou et al., 2005 ; Kordali et al. 2008 ; Chu et al., 2010 ; Liu et al., 2010; Li
etal., 2010; Chu et al., 2011 ; Abbad et al., 2014 ; Badreddine et Baouindi 2016 ; Upadhyay et
al., 2018). Les travaux effectués par Stamopoulos et al. (2007) suggérent des activités
insecticides trés prononcés de cing monoterpénoides a savoir terpinene-4-ol, 1,8-cinéole,
linalol, limonéne et géraniols sous forme de vapeur sur les différents stades de Tribolium
castaneum. De méme, cing composés a savoir 4-allyl-anisol, linaloo, terpinéol, thymol et
zimtaldehyde ont été prouvé tres efficace contre T. castaneum (Ojimelukwe et Adler 1999).

Nos résultats corroborent ceux obtenus par (Sahaf et al., 2007) montrent une mortalité
totale de Tribolium castaneum a des concentrations supérieures a 185,2 uL / L et a un temps
d'exposition environ 12 h (Sahaf et al., 2007). En effet, le thymol (41,34%), 'a-terpinoléne
(17,46%) et le p-cymeéne (11,76%) se sont révelés étre les principaux constituants de toxicité
par inhalation contre des adultes de Tribolium castaneum (Sahaf et al., 2007).

De méme, I'huile essentielle de Murraya exotique s'est avérée plus toxique par
fumigation contre les adultes de T. castaneum avec des valeurs de CLso de 8,2 et 6,8 mg/L, est
également a montré une toxicité par contact avec des valeurs de CLso de 11,41 et 20,94
ug/adulte, respectivement (Li et al., 2010). Les huiles essentielles de Cinnamomum camphora,
Ocimum basilicum, Chenopodium ambrosioides et les graines de Pimpinella anisum ont montré
une forte activité insecticide contre T. castaneum de maniere dose-dépendante. Bien que, les
huiles essentielles extraites des parties aériennes de Croton heliotropiifolius et Croton

pulegiodorus se sont révélées extrémement toxiques par fumigation et par contact direct contre
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T. castaneum (Magalhdes et al., 2015). De plus, Ebadol-lahi et Taghinezhad (2019) ont
démontré que I'huile essentielle isolée a partir de Teucrium polium a présenté une mortalité de
97,97 % par fumigation sur les adultes de T. castaneum avec une concentration de 20 pL/L.
dans le méme ordre des idees, I'huile essentielle d'Artemisia brachyloba a également une
toxicité tres remarquable sur les adultes de T. castaneum (CLsp = 22,55-31,84 g/mg) par
fumigation et par contact direct (Hu et al., 2019). Une étude plus récente menée par Baccari et
al. (2020) ont révelé que I'huile essentielle de F. tunetana posséde une activité insecticide contre
T. castaneum avec un test de fumigation a travers une DLso de 161,8 mL/L air. Toutefois,
I’efficacité insecticides et larvicide des huiles essentielles de Laurus nobilis, Citrus bergamia
et Lavandula hybrida (Lamiacées) a été prouve par Cosimi et al. (2009) sur les adultes des
charangons du mais Sitophilus zeamais sur les larves des charangons du riz Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae). Les travaux de Tapondjou et al. (2005), ont évalué I'activité
insecticide des huiles essentielles du cypres et de I'eucalyptus vis-a-vis Tribolium castaneum,
ces auteurs ont obtenus des DLsg différentes pour les deux insectes appliquées par contact, ils
obtiennent 0,48 pl pour Tribolium castaneum. L’effet insecticide des huiles essentielles de
certaines plantes (Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis., Thymus vulgaris) contre les
ravageurs des denrées stockées comme: Tribolium castaneum. A ce titre, ces auteurs ont signalé
la toxicité par contacts de I’huile essentielle d’A. herba-alba contre T. castaneum.

Dans la présente étude, 1’effet répulsif des huiles essentielles de T. pallescens et de C.
citratus sur les adultes et les larves des T. castaneum, a également été déterminée. Les résultats
de obtenus de I’effet répulsif variaient selon les huiles essentielles, la concentration et le stade
testé. L'huile essentielle de T. pallescens s'est avérée tres répulsif par rapport a C. citratus. Dans
des essais toxicologique antérieurs par des agents topiques application, a savoir les huiles
essentielles d’Allium sativum, Mentha piperitaa, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris,
Sesamum Indicume et Chamaemelum nobile les résultats obtenus montrent des effets hautement
répulsifs pour I'adulte insecte par rapport aux larves (Abd El-Aziz et EI-Sayed., 2009).

Les résultats de I’effet préventif des huiles essentielles de T. pallescens et C. citratus
sont attribués a I’effet insecticide des huiles essentielles contre T. castaneum par inhalation.
Nos résultats montre une que le voie par inhalation et le plus efficace comparé avec celle de
contact. Dans cette expérience 1’évaporation des huiles essentielles 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
toxicité directe observée apres I'exposition des femelles de T. castaneum a des concentrations
différentes de la vapeur de cing monoterpinoides. Ces travaux ont montré que ces composés

ont entrainé une baisse de la fécondité et I'éclosion des ceufs. Autrement, les recherches
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effectuées par Isikber et al. (2009) ont démontré la sensibilité des ceufs de, a des vapeurs des
huiles essentielles de Cinnamonum zeylanicum, Allium sativum et Pimpinella anisum L. Les
expeériences de ces derniers ont montré que les vapeurs des huiles essentielles avaient un effet
significatif sur les ceufs des espéces d’insectes testées lorsqu’elles étaient exposées a des
concentrations supérieures a des 20 pl L ! d’air pendant 24 h. Les données de toxicité ont
indiqué que les ceufs de T. castaneum étaient plus sensibles aux huiles essentielles testées, avec
des valeurs de CL90 comprises entre 3,11 et 33,49 ul (Isikber et al., 2009).

La toxicité des huiles essentielles est attribuée a différents mécanismes d'action sur la
morphologie et physiologie des insectes ravageurs. Des études antérieures ont montré que ces
composés naturels pouvaient provoquer des symptdmes indiquant une activité neurotoxique,
tels que I'nyperactivité, des convulsions et des tremblements suivis de paralysie et de mort de
I'insecte qui sont tres similaires aux effets produits par les insecticides pyréthroides ().

La toxicité des huiles essentielles de T. pallescens et de C. citratus sur T. castaneum
peut étre associée a une inhibition de l'acétylcholinestérase (AChE). Les preuves de cela
proviennent des études d'Abdelgaleil et al. (2016), qui établissent que les huiles essentielles et
leurs principaux composants produisent une forte inhibition de I'AChE sur diverses especes
d'insectes nuisibles telles que S. oryzae.

Nos résultats ont démontré que les huiles essentielles provoquant des perturbations
physiologiques et métaboliques chez les insectes traités, qui pourraient expliquer le mode
d'action des huiles essentielles sur les insectes. Les possessions des molécules bioactives des
peuvent varier en fonction des molécules elles-mémes, des especes d'insectes, du test de toxicité
et de la dose utilisée. Nous avons en effet remarqué que sous I'effet du traitement une diminution
significative des taux de protéines, des glucides et de lipides par rapport aux témoins non traités.

La diminution de la teneur en protéines chez I’insecte ravageur a été attribuée a un ou a
un ensemble de facteurs, tels que la diminution de la synthése des protéines ou une prolifération
de la dégradation des protéines pour détoxifier les molécules de principes bioactifs présents
dans les HE (Vijayaraghavan et al., 2010, Ranjini et al., 2016). Toutefois, Yazdani et al. (2013)
ont obtenu des résultats similaires en utilisant les huiles essentielles de Thymus vulgaris L. et
Origanum vulgare sur la protéine de I'némolymphe de la petite pyrale du marier Glyphodes
pyloalis. Dans notre étude, les teneurs en glucides des insectes nuisibles testés ont diminué de
maniére significative sous le stress des traitements aux huiles essentielles. De plus, les insectes
transforment généralement les glucides en lipides et en glycogenes (Sonmez et Gulel 2008).
Cela pourrait s'expliquer par la réduction du taux de glucides et I'augmentation de la quantité
de lipides chez les insectes traités. Des résultats similaires ont été obtenus par Yazdani et al.

(2013) dans Glyphodes pyloalis traité avec des huiles essentielles de Thymus vulgaris L. et
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Origanum vulgare L., ainsi que par Tarigan et Harahap (2016) dans T. castaneum et
Callosobruchus maculatus traités avec des huiles essentielle de cardamome et la cannelle et
muscade. Selon Morgan (2004), la couverture externe des insectes est constituée d'une couche
lipidique imperméable, habituellement composée d'alcanes, d'alcanes ramifies en méthyle et
d'alcénes. Cette couche lipidique est importante pour prévenir la déshydratation et repousser la
pluie ; et chez les insectes sociaux (abeilles, guépes et termites). Sinon, l'augmentation des taux
de lipides dans I'organisme des insectes et probablement due au déclenchement de mécanismes
de résistance des insectes contre le stress des huiles essentielles. Les acides gras sont des
métabolites primaires, mais sont également la source de nombreux métabolites secondaires tels
que les phénols et les quinones Morgan (2004). D'autres chercheurs ont indiqué I'augmentation
de la teneur en lipides chez les espéces d'insectes traitées avec les huiles essentielles. Les
résultats obtenus sont également en accord avec les observations d’Essaidi et al. (2014) qui ont
découvert que I'extrait végétal des traitements de Lantana camara améliorait significativement
la teneur en lipides de la chenille processionnaire du pin Thaumetopea pytiocampa. Nos
résultats étaient généralement différents, selon Yazdani et al. (2014) concernant les teneurs en

lipides sous les traitements aux huiles essentielles.
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5. Conclusion

Les HE fournissent une solution efficace et écologiquement durable au contrdle des insectes
nuisibles. Notre étude a montré le potentiel de la gestion. Sinon, les HE de T. pallescens et C.
citratus sont potentiellement efficaces contre T. castanum et pourraient étre utilisées comme
méthode de lutte alternative "sdre" pour réduire I'impact économique causé par cet insecte
ravageur. Nos résultats expriment I'effet de I'occurrence synchronisée de T. castanum sur
I'efficacité des HE, et ont par consequent augmenté les valeurs de CL50. De plus, les marqueurs
biologiques des insectes nuisibles traités ont été affectés par les OE.
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Conclusion

La recherche de nouvelles methodes alternatives plus efficaces et moins polluantes
s’avere donc nécessaire, 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 déterminer 1’efficacité des huiles essentielles de T.
pallescens et C. citratus comme une méthode de lutte alternative aux pesticides chimique
contre un ravageur potentiel des céréales a savoir T. castaneum, afin de montrer 1’effet de ces
biomolécules sur les réserves énergétiques de ce dernier.

Les résultats obtenus montrent que les deux formulations ont manifesté des effets
insecticides trés remarquables sur la population de ravageur, dont I’intensité de la mortalité

corrigée varie selon le type de ’huile essentielle, le stade et la dose appliquée.

L’huile essentielle de T. pallescens affecte significativement la vitalité des adultes de
T. castaneum. Les résultats obtenus par contact donnent également 1’effet insecticide le plus
élevé noté chez les individus testés avec les concentrations 20,10 et 5 puL avec des taux de
MC% environ 80, 100 et 100%, respectivement. Cependant, I’huile essentielle de C. citratus a
montré des taux de MC% remarquable et qui varient entre 13.33 et 100%, alors que, les
concentrations de 10 et 20 uL/mL sont les plus efficaces avec des taux de CM% environ 80 et
100%.

La lecture des résultats des larves traitées avec formulations a base de I’huile
essentielle de T. pallescens suggere une efficience tres remarquable qui varie entre 26.67%
avec la concentration de 1 puL/mL et 100% avec les concentrations 10 et 20 pL/mL,
respectivement. Les valeurs de MC% les plus élevées a savoir 80 et 100% sont constatées
chez les larves. Par ailleurs, les tests par inhalation sur les adultes de traitées par C. citratus
avec les concentrations 10 et 20 uL/mL, respectivement.

Par ailleurs, les tests par inhalation sur les adultes de T. castaneum par la formulation
de T. pallescens expose un taux de mortalité qui varie entre 66.66 et 100%, sachant que les
concentrations 75, 100 et 125 ont provoqué un taux de mortalité total. Ces mémes
concentrations des formulations de C. citratus ont dénudé des taux de MC% avec environ 70,
96.67 et 86.67 %, respectivement.

Avec la méme méthode par inhalation les valeurs les plus élevées ont été constatées
chez les larves de T. castaneum traitées par T. pallescens avec les concentrations 75, 100 et
125 pL/L air, et qui sont de Iordre de 50, 76.66 et 90%, respectivement. Par contre, la
formulation de C. citratus a montré un intervalle d’efficacité variable entre 16.66 et 73.33%
de taux de MC%.
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Conclusion

D’aprés I’examen des valeurs des DLso aprés 24h d’exposition des insectes aux
différentes doses des huiles testés par contacte et par inhalation, on a constaté que les deux
huiles essentielles agissent mieux par contact que par inhalation sur les larves et les adultes.
Cependant, les valeurs les plus faibles de la DLso ont été notées pours les traitements par
huiles essentielles de T. pallescens par contact.

Dans les tests in vivo et la relation Temps — probabilité de survie, les résultats obtenus
montrent que la probabilité de survie des adultes de T. castaneum a diminué de 99,9 %
jusqu’a 0 % avec I'huile essentielle de T. pallescens et de 5 % avec celle C. citratus.

En paralléle, la probabilité de survie des larves de T. castaneum a été diminuée de
99.3% jusqu’a 0 % avec I'huile essentielle de T. pallescens et de 8.99% avec celle C. citratus.

La population de T. castaneum traitée a enregistré une diminution significative des
teneurs en protéines en lipides et en glucides chez les individus traités avec les deux
formulations et avec toutes les concentrations dans les traitements par contact et par inhalation

chez les adultes et méme chez les larves.
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