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Introduction

l. INTRODUCTION

Les grains de céréales constituent depuis toujours la principale ressource alimentaire de
I’homme et des animaux domestiques (Aoues et al., 2017). C’est pourquoi la connaissance
des phénomeénes régissant leur conservation et la maitrise des techniques de leur stockage sont
déterminantes pour la survie de millions de personnes (Mason et al., 2017). En Algérie, les
produits céréaliers, dont le blé, occupent une place stratégique dans le systeme alimentaire et
dans 1’économie nationale (Djermoun, 2009). Cependant, la conservation post-récolte est le
seul moyen d’assurer le lien entre la récolte une fois dans I’année et la consommation

permanente (\Waongo et al., 2013).

Les denrées stockées en général dans des conditions inadéquates, sont attaquées
principalement par les insectes, les rongeurs et les champignons (Foua-Bi, 1989). Des pertes
pouvant dépasser 35%, sont enregistrées ces derniéres années selon les déclarations de
I’Office Algérien Interprofessionnel des Céréales (O.A.I.C.) (Ahmad, 2016). Les insectes sont
les plus nuisibles et les plus redoutables car ils dépréecient le stock tout entier, quel que soit
leur nombre (Fleurat-Lessard, 1982) et peuvent causer des pertes importantes en réduisant la
qualité et la quantité des produits stockés (Gallo, 2002 ; Lorini, 2008 ; Scheepens, 2011),
particulierement dans les pays en voie de développement et dans ceux de I’Afrique a cause
des conditions climatiques favorables a leur développement (Alzouma, 1990). Ils peuvent
détruire de 30 a 50% des récoltes apres quelques mois d'entreposage (Hall, 1970 ; Alzouma,
1990; Foua-Bi, 1992).

Plusieurs types de déprédateurs sont a l'origine de ces pertes et les principaux sont des
coléoptéres tels que Sitophilus granarius, Rhyzoperta dominica et Tribolium castaneum
(Kucerova et al., 2003; Rahman et al., 2007; Lorini, 2008). Sitophilus granarius (Linné,
1758) ou charancon du grain, est un ravageur primaire des grains entreposés (Kucerova et al.,
2003). Ces ravageurs pourraient modifier le microenvironnement de stockage, ce qui le rend
plus susceptible au développement rapide des champignons et d’autres micro-organismes
(Hubert et al., 2018). L’augmentation croissante des quantités de blé stocké, couplée a la
sévérité des pertes post-récolte, impose la lutte contre ces ravageurs qui demeure I'une des
préoccupations majeures dans les stratégies de protection des cultures des régions arides et
semi-arides déja soumises aux aléas du climat (Abdullah et al., 2018). Pour minimiser les

dégats causés par les coléopteres, plusieurs méthodes de lutte ont été utilisées.
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Habituellement, les producteurs utilisent des insecticides chimiques tels que le bromure de
méthyle ou la phosphine pour éviter ces pertes lors du stockage. Mais leur utilisation abusive
a conduit a de graves problemes comme la résistance aux insecticides (Pavlidi et al., 2018), la
pollution de l'environnement et la toxicité pour I’étre humain et les organismes non ciblés
(Sarwar et al., 2009). Rhyzopertha dominica (Afful et al., 2018), Tribolium castaneum (Cato
et al.,, 2019), Sitophilus zeamais et Sitophilus oryzae ont montré une résistance aux

insecticides chimiques (Haddi et al., 2018).

Par conséquent, l'attention est portée de plus en plus sur l'utilisation de composés naturels
(biopesticides) comme une option prometteuse et une meilleure alternative aux pesticides
synthétiques permettant un contrdle plus sir des populations de ravageurs (Campos et al.,
2016). Leurs mecanismes d'action peuvent varier, en particulier lorsque I'effet est d a une
combinaison de composes (de Oliveira, 2011; Esmaeili & Asgari, 2015). Dans ce contexte,
I'utilisation des huiles essentielles (HEs) des plantes aromatiques dans la protection des
cultures devient importante en raison de leur sécurité, de leur efficacité et de leurs propriéetes
écologiques (Polatoglu et al., 2015; Priya et al., 2016; Jayakumar et al., 2017a,b; Ebrahimifar
et al., 2020).

De nombreuses familles de plantes (Rutacées, Méliacées, Astéracées, Labiatées, Pipéracees,
Verbénacées et Annonacées) sont utilisées comme pesticides botaniques (Isman, 1995). Les
huiles essentielles ont fait 1’objet de nombreuses recherches en vue de réduire les pertes
occasionnées par les insectes ravageurs des graines stockées par leurs effets insecticides
(Tanzubil, 1991; Pemonge et al., 1997 ; Batish et al., 2008; Abdellah et al., 2010; Abou-Taleb
et al., 2016; Jayakumar et al., 2017a, b ; Kheloul et al., 2020). Elles peuvent agir comme des
fumigants (Lima et al., 2011; Pinho et al., 2014; Saeidi et al., 2014; Jayakumar et al., 2017a ;
Kheloul et al., 2020), des insecticides de contact (Heydarzade & Moravvej, 2012; Abdelgaleil
et al., 2015; Aryani & Auamcharoen, 2016), des répulsifs (Mc Donald et al., 1970; Caballero-
Gallardo et al., 2011; Carroll et al., 2011; Akhtar et al., 2013; Aryani & Auamcharoen, 2016;
Hossain & Khalequzzaman, 2018; Ebrahimifar et al., 2020) et des antiappétants (Gonzalez-
Coloma et al., 2006; Ebadollahi, 2011; Ali et al., 2017) et peuvent affecter certains
parametres biologiques tels que le taux de croissance (Senthil-Nathan et al., 2008), la durée de
vie et la reproduction (Isikber et al., 2006 ; Boughdad et al., 2011).
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Les propriétés insecticides de ces huiles citées par Regnault-Roger et al. (2004) et Mossa

(2016) sur les ravageurs peuvent étre ainsi résumées en :

e Une toxicité par inhalation provoquée par leur richesse en composés volatiles ;

e Une toxicité par contact qui provient de la formation d’un film imperméable

isolant I’insecte de I’air provoquant son asphyxie ;

e Mais aussi d’une pénétration en profondeur grace au caractére amphibolique de

certains de leurs composés.

Le genre Citrus (Rutaceae) est représenté en Algérie par plusieurs espéces telles que C.
limonum (L.) (Burm. F., 1768), C. sinensis (Osbeck, 1765), C. medica (L., 1753), C.
reticulate (Blanco, 1837), C. aurantifolia (Swingle, 1913) et C. aurantium (L., 1753). La
composition chimique et 1’activité¢ insecticide de différentes espéces d'agrumes telles que C.
sinensis, C. aurantium, C. grandis, C. medica C. sinensis ont fait I'objet de plusieurs études
(Lota et al., 2000 ; 2001 ; Sawamura et al., 2004 ; Droby et al., 2008 ; Chutia et al., 2009 ;
Espina et al., 2011). Le Citrus limonum est reconnu pour ses activités antioxydantes,
antifongiques, antimicrobiennes et anti appétantes (Bertuzzi et al., 2013; Rauf et al., 2014;
Djenane, 2015; Ali et al., 2017; Ben Hsouna et al., 2017; Ghoorchibeigi et al., 2017) et ses
effets insecticides ont éteé signalés sur différentes especes de coléoptéres (Akhtar et al., 2013;
Adusei-Mensah et al., 2014 ; Abdelgaleil et al., 2015 ; Mossa, 2016 ; Ainan et al., 2019).

L'azadirachtine est un triterpénoide (limonoide), obtenu a partir des graines du neem
(Azadirachta indica A. Juss.), arbre de la famille des Meliaceae originaire d’Asie du Sud-Est
aux multiples modes d'action, comme la répulsion et I’inhibition de 1’oviposition (Isman et
al., 1990 ; Schmutterer, 1990 ; Stenersen, 2004). Ce pesticide est utilisé comme insecticide
(Mordue et al.,, 2005; 2010) ou acaricide (Denardi et al.,, 2010). L’azadirachtine,
structurellement semblable aux ecdysones d’insectes, inhibe I’hormone prothoracicotropique
(Schmutterer, 1990 ; Mordue & Blackwell, 1993) et I’hormone allatotropique (Banken &
Stark, 1997), stimulant respectivement, les ecdysteroides et 1’hormone juvénile (HJ);
I’azadirachtine, agit donc comme un régulateur de croissance en perturbant par ses effets
antagonistes sur les hormones précitées, les processus physiologiques comme le
développement et la reproduction (Mordue et al., 2005; Morgan, 2009). Ce biopesticide peut
également agir par des effets antiappetants sur le mouvement naturel de I’intestin, provoquant

une paralysie et le dépérissement des organismes cibles (Stark et al., 1990 ; Schmutterer &
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Singh, 1995 ; Andreu et al., 2000). A T’heure actuelle, aucune résistance n’est notée envers
I’azadirachtine (Mordue et al., 2005 ; Wang et al., 2014). L’efficacité et la toxicité de
I’azadirachtine contre les insectes a été citée par divers travaux (Mordue et al., 2005). Ce
pesticide interfére avec la chemoréception et cause des dommages aux tissus des insectes tels
que les muscles, le corps gras et le tube digestif (Capinera & Froeba, 2007). Elle est
particulierement active sur les cellules en division par blocage de la polymérisation des
microtubules (Mordue et al., 2010). Ce pesticide naturel induit l'apoptose et a une action
antiproliférative en arrétant le cycle cellulaire chez Spodoptera litura et Spodoptera
frugiperda (Huang et al., 2011 ; Shu et al., 2015 ; Wang et al., 2015).

Le charangon du blé, Sitophilus granarius (L.) (Coléoptére : Curculionidae), est l'un des
principaux insectes ravageurs des produits cérealiers stockés (Kucerova et al., 2003). La
propagation de cette espece déepend principalement du transport des céreales infestées (Plarre,
2010). S. granarius provoque des changements des propriétés du blé, en raison de ses

sécrétions affectant ainsi la qualité du pain (Keskin & Ozkaya 2015).

Dans ce contexte, notre etude a été consacrée dans une premiere partie a I’extraction de
I’huile essentielle de Citrus limonum ainsi qu’a la détermination de sa composition chimique

par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM).

La deuxiéme partie est consacrée a 1’évaluation de la toxicité de ’huile de C. limonum et de
I’azadirachtine (seule et combinée) par fumigation et par ingestion sur les adultes de

Sitophilus granarius et de leur potentiel de répulsion vis-a-vis de cet insecte ravageur.

La troisieme partie examine les effets létaux (CL2s et CLso) de ces biopesticides seuls et
combinés par fumigation et par ingestion sur les biomarqueurs enzymatiques : les glutathion
S-transférases (GSTs) et la catalase et non enzymatique : le glutathion (GSH), durant
différentes périodes (24, 48 et 72 heures) apres traitement, qui permettront de mettre en

évidence I’intensité du mécanisme de détoxication ainsi que le stress oxydatif.

La quatriéme partie vise a évaluer les effets létaux (CLos et CLso) de ces biopesticides par
fumigation et par ingestion, sur les protéines et les réserves énergétiques chez les adultes a
différentes périodes (24, 48 et 72 h) aprés traitement. L’indice d’épuisement (NDI) de ces

réserves a été également déterminé.
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Dans la cinquieme partie, nous avons testé la persistance de 1’activité biologique de ces
biopesticides et évalué le type d’interaction entre 1’azadirachtine et le Citrus limonum

(antagonisme, synergisme ou additive).




[MATERIEL ET METHODES ]
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1. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de Sitophilus granarius (Linne, 1758)

Sitophilus granarius ou « charangon du grain », est un membre typique de la famille des
Curculionidae. L’adulte de cette espece est de 4 mm de long, brun foncé, ovale, avec de
longues pattes et une téte prolongée par un long rostre, les élytres sont striés et ponctués de
gros points, la deuxiéme paire des ailes est absente et le thorax avec des perforations ovales
(Rees, 2007) (Fig. 1). S. granarius, un ravageur primaire se nourrit et se multiplie dans les
grains de blé, d'orge, d'avoine, de seigle, de mais, de riz décortiqués etc. Les adultes vivent
sept a huit mois dans les silos de stockage, se déplacant autour de la masse de grains tout

au long de la journée (Hagstrum et al., 2012).

Figure 1. Sitophilus granarius (L, 1758) (GX45) (Photo personnelle).

2.2. Collecte et elevage

Les individus de S. granarius ont été collectés a partir de CCLS (Coopératives des céréales
et des légumes secs) dans la région d’El Aouinet (Nord de la wilaya de Tébessa), on les a
criblés dans un tamis de 2 mm, avec un papier filtre blanc pour qu’on puisse les repérer a ’ceil
nu (Fig. 2). Les insectes identifiés sont mis dans des bocaux contenant 1 kg de blé. L’¢levage
est maintenu a une température de 27 + 1° C et une humidite relative de 65 £ 5%. Dans toutes

les expériences, des insectes adultes agés de 1 a 7 jours ont été utilisés.
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Figure 2. Tri des insectes (Photos personnelles).

2.3. Présentation de Citrus limonum (Burm, 1768)

Citrus limonum (Citron) d’abord appelé « limon » de la famille des Rutaceae, est parmi les
plus importantes espéces d'agrumes apres le Citrus sinensis et Citrus reticulata. Sa culture
s’étend aujourd’hui sur le littoral de la Méditerranée et aux régions du globe a climat semi-
tropical du monde entier (Debuigne & Couplan, 2006). Le citronnier désigné sous le nom de
Citrus limon (L.) Burm, peut étre cité sous le synonyme de Citrus limonum Risso (Kasraouli,
2006 ; Faucon, 2017). C’est un arbrisseau épineux a feuilles persistantes, atteignant 3 a 6 m de
hauteur (Bousbia, 2011 ; Faucon, 2017), a cime étalée et peu dense, au feuillage vert clair. Les
feuilles composées, unifoliées, alternées, de forme variables, lancéolées et elliptiques, a bord
denticulé, de taille tres variable de 5 & 10cm. Les fleurs sont blanches et odorantes. Fruit

ovoide, de 5 a 10cm de diametre, a peau épaisse, jaune clair a maturité odorante (Fig. 3).

Figure 3. Présentation de Citrus limonum (Photos personnelles).

2.4. Présentation de I’azadirachtine
L’azadirachtine commercialisée sous le nom de Neem Azal-T/S est composée
d’azadirachtine A (1% d’azadirachtine ; Emulsion Concentrée (EC) ; firme : Trifolio-M

GmbH, Lahnau, Germany). La masse molaire de I’azadirachtine A est de 720,7g/mol, et sa
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formule chimique : CssH44016 (Fig. 4). Cette formulation émulsifiable dans 1’eau, correspond

a un liquide brun avec une odeur caractéristique du Neem.
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Figure 4. Structure chimique de 1’azadirachtine (Mordue et al., 2005).

2.5. Extraction et rendement de ’HE de C. limonum

La collecte des feuilles de C. limonum a été faite durant la période janvier-mars 2017 dans
la région de Tébessa. Elles ont été rincées a I'eau du robinet pour éliminer le sol et les autres
contaminants de surface. Apres séchage du matériel végétal a I’air libre et a I'ombre, 50g de la
matiere séche des feuilles avec 500 ml d’eau distillée sont introduit dans un ballon d’une
capacité d’un litre, a fond rond et a 3 cols ou fioles, surmonté d’une colonne de 60 cm de
longueur. Le tout sera mis sur une chauffe ballon a une température voisine de 100°C et
raccordé avec le reste de I’appareil d’extraction (Fig. 5). Le mélange est porté a ébullition
pendant 3 heures, pendant ce temps, la vapeur se dirige vers le col du cygne puis dans le
réfrigérant ou elle se condense rapidement et tombe, dans ’ampoule de décantation.
L’HE recueillie a été filtrée en présence de sulfate de sodium (Na2SOas) pour éliminer les
traces d’eau résiduelle. Elle est ensuite récupérée et stockée a 4°C et a I’obscurité dans un
flacon en verre, hermétiquement fermé et couvert du papier aluminium pour les préserver de
la lumiére. La quantité d’huile obtenue est pesée pour le calcul du rendement (Mawussi, 2008;
Tchoumbougnang et al., 2009). Le rendement en HE est le rapport entre de poids de 'HE
extraite et le poids de la biomasse végeétale a traiter. 1l est exprimé en pourcentage (%) et

calculé par la formule suivante :

R = [ZPs/ ZPa] % 100
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R : Rendement en huile (%).
Pa: Poids de la matiére séche de la plante en g.
Pg - Poids de I’huile en g.

Figure 5. Extraction de I’HE de Citrus limonum (Photos personnelles).

2.6. Analyse de ’HE par CPG-SM

L’analyse chimique de I’HE a été réalisée par la chromatographie en phase gazeuse (CPG)
et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). Cette
technique a ete faite au Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-
Chimique (CRAPC) a Bou Smail (Tipaza, Algérie).
L’analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométriec de masse
(CPG/SM) est faite sur un chromatographe de type Hewlett Packard 6800 plus, couplé a un
spectromeétre de masse de type Hewlett Packard 5973 a impact d'électrons opérant en mode El
70 eV. La colonne capillaire utilisée est de type VB-5 (30 m x 0,25 mm ; épaisseur du film
0,25 pm). Le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est I’'Hélium, réglé a un débit de 1
ml/min. La température de ’injecteur est de 250°C, et I’injection se fait en mode Split.
Initialement, la température du four est maintenue a 60°C en isotherme pendant 8 min, puis
son augmentation se fait graduellement a raison de 2°C par min jusqu’a 250°C. Pour le
spectrométre de masse, la température de détection est de 250°C. La fragmentation est
effectuée par impact électronique sous un champ de 70eV, et une pression de 6,75 Psi. Le

volume injecté est de 0,2ul. L’appareil est relié & un systéme informatique gérant une
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bibliothéque de spectres de masse (Fig. 6). Les constituants de I’huile essentielle sont
identifiés par comparaison de leurs spectres de masses avec ceux des produits de reference de
bases de données Willey (McLafferty et al., 1998), NIST (NIST, 1999) et par leurs indices de
rétention calculés a I’aide d’alcanes C7-C24 comparés aux indices des produits de référence et
des données de la littérature (Kondjoyan & Berdagué, 1996 ; Adams, 2001).

Figure 6. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM)

(Photo personnelle).

2.7. Traitement et bioessais

2.7.1. Toxicité par fumigation

Aprés un screening préalable, les insecticides (HE de C. limonum, azadirachtine et
combinaison) ont été appliqués a différentes concentrations : 20, 40, 80, 100, 200 et 400 pl/L
d’air sur un disque de papier filtre de 2,5 cm de diamétre, suspendu a 1’aide d’un fil a la face
interne du couvercle (Fig. 7). Le traitement a été réalisé dans des boites en plastiques d’une
capacité de 60 ml contenant 10g de blé sain. Cing répétitions de 10 individus ont été réalisees
pour chaque concentration. Une série témoin est conduite en paralléle et les individus
regoivent de ’eau distillée. Les mortalités enregistrées a 24, 48 et 72 h aprés traitement sont
corrigées selon la formule d’Abbott (1925), et les concentrations létales ainsi que leurs
intervalles de confiance (95% IC) ont été calculées grace a un Logiciel GRAPH PAD
PRISM?7.

10
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Figure 7. Test de toxicité par fumigation (Photos personnelles).

2.7.2. Toxicité par ingestion

Apres un screening préalable, les insecticides dissous dans I’éthanol ont été appliqués a
differentes doses (4, 8, 16, 20, 30 et 60 pl/ml) sur 10g de blé sain dans des flacons en
plastique (Fig. 8). Aprés une évaporation totale du solvant pendant 15min, 10 adultes méles et
femelles (sexes confondus) de S. granarius sont introduits dans les flacons. Le bioessai a été
réalisé en cing répétitions pour chaque dose. Une série témoin est conduite en paralléle et les
grains de blé recoivent uniquement du solvant (éthanol).

Les mortalités enregistrées a 1, 3, 6, 12 et 24 h apres traitement ont été corrigées selon la
formule d’Abbott (1925), afin d’¢éliminer les mortalités naturelles. Les concentrations létales
ainsi que leurs intervalles de confiance (95% IC) ont été calculées grace a un Logiciel

GRAPH PAD PRISM 7.

Figure 8. Test de Toxicité par ingestion (Photo personnelle).
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2.8. Test de répulsion

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion des insecticides a 1’égard des
adultes de S. granarius par la methode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par Mc
Donald et al. (1970). Des disques de papier filtre de 9 cm de diamétre, sont coupés en deux
parties égales. Des concentrations de 20, 40, 80, 100, 200 et 400 pl/ml sont diluées dans de
I’acétone. On applique 500ul du traitement sur une moitié du papier et 500ul du solvant sur
l’autre moiti¢. Les deux demi-disques de papier filtre sont séchés a I’air libre et le disque est
reconstitué puis mis dans une boite de pétri. Dix individus sont déposés sur le papier filtre au
milieu des boites de pétri (Fig. 9) et quatre répétitions sont réalisées pour chaque dose. Apres
15 min, 30 min, 1 h, 2 h et 24 h de traitement de S. granarius, le dénombrement de ce dernier
sur les demi-disques est réalisé. Le pourcentage de répulsion (PR) est ainsi calculé selon la

formule utilisée par Nerio et al. (2009) comme suit :

[ PR (%) = [(Nc - N7) / (Nc+NT)] x 100 ]

Nc : Nombre d’insectes présents sur le demi-disque témoin (solvant seulement).

Nt : Nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité (HE ou azadirachtine + solvant).

Le pourcentage moyen de répulsion calculé, est attribué a 'une des différentes classes variant
de 0a5 (Mc Donald et al., 1970) (Tableau 1).

Tableau 1. Classement de Mc Donald et al. (1970) selon les pourcentages de répulsion.

0 PR <0,1 % Trés faiblement répulsif
| 0,1% < PR <20% Faiblement répulsif

I 20% < PR <40% Modérément répulsif

i 40% < PR < 60% Moyennement répulsif

v 60% < PR < 80% Répulsif

\Y 80% < PR < 100% Trés répulsif

12
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Témoins
(Acétone)

Traités
(Molécules)

Figure 9. Test de répulsion (Photos personnelles).

2.9. Dosage des biomarqueurs

Les adultes des séries témoins et traitées a I’azadirachtine, au citron et a la combinaison
(CL2s, CLso) ont fait lI'objet d'un dosage d’un biomarqueur du stress oxydatif la catalase
(CAT) et des biomarqueurs de détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et le

glutathion (GSH) a différentes périodes apres traitement : 24, 48 et 72 h.

2.9.1. Dosage des glutathion S-transférases

L’activité des glutathion S-transférases (GSTs) est déterminee selon la méthode de Habig
et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzene) en présence d’un cofacteur, le glutathion (GSH) et
mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotometre.

Les adultes témoins et traités de S. granarius, sont prélevés a différentes périodes (24, 48 et
72 h), pesés puis broyés dans 1ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6).
L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (13000 trs/min a 2°C pendant 30 min), le surnageant
récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl de surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM)
/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon phosphate
(0,IM, pH 6)]. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus avec
une série témoin. La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1 min pendant 5 min a
une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la

quantité de surnageant.

13
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L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

9,6

[ X =20 mn o %/mg de protéines ]

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de protéines).
A DO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

2.9.2. Dosage du glutathion

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckbecker & Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm. Le dosage
s’effectue aprés homogénéisation des adultes témoins et traités de S. granarius prélevés a
différents temps (24, 48 et 72 h) dans 1 ml d’une solution d’éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA) a 0,02 M [7,448g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de protéger les groupements
thiols du glutathion, I’homogénat doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique
(ASS) a 0,25 % [0,25g ASS, 100 ml eau distillée] ou 0,2 ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml
d’homogénat. Le mélange aprés agitation est plongé dans un bain de glace pendant 15 mn,
puis centrifugé a 10 000 trs/mn pendant 5 mn. Une fraction aliquote de 500 pul de ’homogénat
est ajoutée a 1 ml du tampon tris/ EDTA (0,02 M, pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000
ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu].
L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus avec une série témoin.
La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de
repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 pl de surnageant sont
remplacés par 500ul d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

DO vd _ Vt ‘-
[ X=— X — X — /mg de protéines ]
13,1 Vh Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (LM / mg de protéines).
DO : densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
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13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

V1t : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris/ EDTA + 0,025 ml DTNB].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.

2.9.3. Dosage de la catalase

Le dosage de la catalase (CAT) est réalisé selon la technique de Claiborne (1985). Cette
technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de I’eau oxygénée
(H202) en une molécule d’oxygeéne (O2) et deux molécules d’eau (H20) en présence de la
catalase a une longueur d’onde UV de 240 nm.

Les adultes témoins et traités de S. granarius, sont préleves a différentes periodes (24, 48 et
72 h), I’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus. Les adultes sont
homogeénéisés dans 1ml de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4), puis centrifugés a 15000
trs/mn, pendant 10 mn. Le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité de la catalase s’effectue dans une cuve de spectrophotomeétre en quartz
a 25°C, sur une fraction aliquote de 50 ul du surnageant dilué de fagon a se situer entre 1 et
1,5 mg de protéines/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la cuve, a laguelle on ajoute 750 pl de
tampon phosphate (100 mM, pH 7,4). Apres agitation, la lecture est effectuée au
spectrophotometre apres chaque 5 secondes pendant 30 secondes a une longueur d’onde de
240nm contre un blanc avec 800 pl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4), et 200 ul de
H20,.

L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante :

X_DOmax—DOmin d 4
= 0.04 mg de protéines

X : micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (UM /min/ mg de protéines).
DO max : densité optique maximum obtenue.

DO min : densité optique minimum obtenue.

0,04 : coefficient d’extinction molaire du H20; (cm™. mM™).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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2.10. Extraction et dosage des constituants biochimiques

Les adultes témoins et traités a I’azadirachtine, au citron et a la mixture (CL2s, CLso) ont
été prélevés a différentes périodes et conservés dans 1 ml de TCA (acide trichloroacétique) a
20%. L’extraction des principaux constituants biochimiques (protéines, glucides et lipides) a
été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966). Apres homogénéisation aux ultrasons,
puis centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10 min), le surnagent | obtenu, servira pour
le dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Au culot I, on
ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde centrifugation (5000
trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant Il et le culot 11, le surnageant 11 sera utilisé pour le
dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot 11, dissout dans de la soude (0,1 N),

servira au dosage des protéines selon Bradford (1976).
2.10.1. Dosage des proteines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une
fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G250 (Merck). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de bceeuf (BSA) titrant 1

mg/ml (Tableau 2).

Tableau 2. Dosage des protéines totales chez les adultes de S. granarius : réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Solution standard d'albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.10.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin
(1959). Cette méthode consiste a additionner 100 pl de surnageant contenu dans un tube a
essai, 4 ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, une
coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide
présente dans I'échantillon. La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620
nm. La gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mere de glucose (1mg/ml)
(Tableau 3).
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Tableau 3. Dosage des glucides totaux chez les adultes de S. granarius : réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 §)
Solution mére de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.10.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972), en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 pl des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré. Les tubes sont agités et
mis pendant 10 mn dans un bain de sable a 100°C. Apres refroidissement, on prend 200 ul de
ce mélange auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 mn a
l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec l'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mere des lipides est préparée comme
suit : on prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol, 99% triglycérides) dans un tube eppendorf
et on ajoute 1 ml d'éther/chloroforme (1V/1V) (Tableau 4).

Tableau 4. Dosage des lipides totaux chez les adultes de S. granarius : réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0

2.11. Détermination de ’indice d’épuisement des réserves énergétiques

Les valeurs du contenu en glucides, lipides et protéines (pg/individu) sont converties en
joules (Clements, 1992) et I’indice d’épuisement des réserves energétiques est calculé selon la

formule suivante :

IP (%) = [(C - T)/(C + T)] x 100

IP : Indice d’épuisement des réserves énergétiques
C : réserves énergétiques totales chez les témoins.

T : réserves énergétiques totales chez les traités.
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2.12. Test de persistance

La persistance de l'activité insecticide de ’huile et de I’azadirachtine seule et combinée a
été évaluée comme décrit par Ngamo et al. (2007). Les concentrations létales 50 des
molécules obtenues par fumigation ont été appliquées sur des disques de papier filtre
(diamétre 2,5 cm) dans des flacons en plastique. Plusieurs séries de 10 adultes ont été
introduits separément dans ces flacons, & un intervalle de 6 heures : 6, 12, 18, 24 et 30 heures.

La mortalité des adultes est enregistrée aprées 24 h d'exposition.
2.13. Détermination de la synergie

Afin de déterminer la synergie potentielle entre les deux molécules du mélange
(azadirachtine et ’huile de citron) préparée en proportion (1:1), le procédé de Metcalf (1967)

a ete utilise pour estimer le rapport synergique (RS), comme suit:

RS=CLsg A/ CLsg M

CLso A : concentration létale 50 de chaque molécule

CLso M : concentration létale 50 du mélange
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I1l. RESULTATS

3.1. Rendement de I’huile essentielle

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles de Citrus limonum présente un
aspect liquide, limpide et jaune pale et se caractérise par une forte odeur. Le rendement de
cette huile marque un taux de 0,94 + 0,01% (Tableau 5).

Tableau 5. Rendement et caractéristiques organoleptiques de I’HE extraite de Citrus limonum.

Rendement Couleur Odeur Saveur Solubilité
L Aromatique .
Liquide limpide, . Aromatique et .
0,
0,94 £0,01% Jaune pale typéﬂ?ael de amere Liposolube

3.2. Composition chimique de I’huile essentielle

L’identification des différents constituants de I'huile et la détermination de la concentration
de ses composés ainsi qu’a leur temps de rétention a été réalisée par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Tableau 6 et Fig. 10). Celle-ci
a révélé que ’huile de C. limonum est constituée de quarante sept (47) composés représentant
99,85% de la totalité des constituants détectés. Trois constituants ont été identifiés comme
composés majoritaires : Z-Citral (30,74%), DL-Limonene (19,81%), et Géranyl propionate
(16,28%) (Fig. 11).

Tableau 6. Composition chimique de ’'HE de C. limonum : temps de rétention (TR) et concentrations
(%) des différents constituants.

N° TR (min) Composés Concentrations (%)
1 6,706 2-Hexenal 0,05
2 10,648 o- Pinéne 0,32
3 13,380 B-Pinéne 6,96
4 14,094 Methyl heptenone 0,47
5 14,296 B-Myrcéne 0,63
6 15,106 a- phellandrene 0,06
7 15,487 A. 3-Caréene 0,30
8 17,116 DL-Limonéne 19,81
9 17,568 R-Trans-Ocimene 1,53
10 18,923 y-Terpinéne 0,13
11 19,564 Cis-Sabinene Hydrate 0,04
12 21,005 a- Terpinoléne 0,10
13 22,090 Linalool 1,43
14 22,321 Pelargonaldehyde 0,23
15 24,292 Cis- Limoneéne oxide 0,04
16 24,620 Trans-Limonene oxide 0,06
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17 25,217 Méthanone 0,09
18 25,936 Citronella 2,27
19 26,673 Cyclohexyl ethylene 0,33
20 27,439 Terpinéne-4-ol 0,20
21 27,979 Cyclohexane, vinyl 0,45
22 28,480 a- Terpinéol 0,44
23 29,560 Capraldehyde 0,07
24 31,801 Nérol 6,02
25 32,591 Z-Citral 30,74
26 33,608 Géraniol 1,97
27 36,611 Undécanal 0,07
28 37,734 Methyl géranoate 0,11
29 39,710 Citronellyl propionate 0,53
30 40,818 Géranyl propionate 16,28
31 41,204 Trans-crotonamide 0,05
32 41,396 Camphéne 0,04
33 41,893 Géranyl acetate 4,56
34 43,777 Trans-Caryophylléne 1,63
35 44,770 a- Bergamoténe 0,22
36 45,806 a-Humuléne 0,13
37 46,023 Butanoic acid 0,06
38 46,871 Pyrrolidine 0,04
39 48,447 Bicyclo germacréne 0,20
40 49,252 R-Bisaboléene 0,40
41 50,086 A .Cadinéne 0,03
42 52,539 Farnesol 0,04
43 53,267 Spathulenol 0,20
44 53,570 Caryophylene oxide 0,34
45 56,713 Isospathulenol 0,02
46 57,648 o-Cadinol 0,09
47 59,368 o-Bisabolol 0,07
Total 99,85%
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Figure 10. Chromatogramme CPG-SM de I’HE de C. limonum (Abondance en fonction du temps en

min).
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Limonéne o-Citral Géranyl propionate

Figure 11. Structure chimique des composés majoritaires de I’HE de C. limonum.

3.3. Essais toxicologiques a I’égard des adultes de S. granarius

3.3.1. Essai insecticide de ’HE de C. limonum

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’'HE de C. limonum ont été
appliquées sur les adultes de S. granarius par fumigation (20, 40, 80, 100, 200 et 400ul/1
d’air) et par ingestion (2, 4, 8, 10, 15 et 30 ul/ml). Des séries témoins sont réalisées en
paralleles. Des séries témoins négatifs pour la fumigation et témoins positifs (éthanol) pour

I’ingestion sont réalisées en paralleles. Aucune mortalité n'a été observée dans les deux séries.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
5% a 24 h jusqu’a 27,50% a 72 h pour la dose la plus faible (20 ul/l) et de 27,50% a 24h
jusqu’a 92,5% a 72 h pour la plus forte dose (400 pl/l) (Fig. 12A). Ces mortalités augmentent
de facon significative en fonction des doses appliquées et du temps aprés traitement chez S.
granarius traité par fumigation a 24 (F=9,6 ; df=5,18 ; p=0,0001), a 48 (F=34,55; df=5,18 ;
p<0,0001), et a 72 h (F=33,04 ; df=5,18 ; p<0,0001) apres traitement.

Les résultats des mortalités corrigées obtenus aprés application de I'HE de Citrus par
ingestion, révelent des taux variant de 12,50% a 12 h jusqu’a 47% a 24 h pour la dose la plus
faible (2 pl/ml) et de 75% a 12 h jusqu’a 100% & 24 h pour la dose la plus forte (30 pl/ml)
(Fig. 12B). Ces mortalités augmentent de fagon significative en fonction des doses appliquées
et du temps apres traitement chez S. granarius traité par ingestion a 12 (F=86,64 ; df=5,18 ;
p<0,0001), et a 24 h (F=52,1 ; df=5,18 ; p<0,0001).

Les résultats montrent que le citron appliqué par fumigation et par ingestion exerce une
activité insecticide avec une relation dose-réponse a I’égard de S. granarius. Le classement

des doses par le test HSD de Tukey révele ’existence de 2 groupes de moyennes a 24 h et 3
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groupes a 48 et 72 h pour les mortalités obtenues par fumigation. Par contre, le taux de
mortalités enregistré apres traitement par ingestion, met en évidence 4 groupes de moyennes a
12h et 24 h.

La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 13) a permis I’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que
leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 7).

De plus, on note que le C. limonum appliqué par ingestion est plus toxique par rapport a
I’application par fumigation.

Période
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Figure 12. Toxicité de I’HE de C. limonum appliquée par fumigation (ul/l d’air) (A) et par ingestion
(ul/ml) (B) sur les adultes de S. granarius a différentes périodes : Mortalité corrigée (%) (m £ SEM,

n=5 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.
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Figure 13. Effets de I’'HE de C. limonum appliquée par fumigation (A) et par ingestion (B) sur les
adultes de S. granarius a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de
mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses.
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Tableau 7. Efficacité de ’'HE de C. limonum appliquée sur les adultes de S. granarius : analyse des
probits.

293,70 i/l 1630 pl/
24 0,94 0,09 (214,10 - 505,20) (830,10 - 6866)
- 53,2 ull 160,6 pl/
Fumigation a8 O — (39.62-6801) (134,60 - 195,50)
35,73 pl/ 105,80 pl/l
2 0,89 0,23 (8,80 - 72.8) (60,70 - 184,50)
4,88 pl/ml 11,78 pl/ml
ocstion 12 Uit O (2,34 -7,71) (8,44 - 17,51)
g o 0.2 0.22 0,94 pl/ml 2,42 pl/ml
: : (0, 22 - 1,76) (115 - 3,58)

3.3.2. Essai insecticide de ’azadirachtine

Apres un test de screening, différentes concentrations de 1’azadirachtine ont été appliquées
sur les adultes de S. granarius par fumigation (20, 40, 80, 100, 200 et 400 pl/1 d’air) et par
ingestion (2, 4, 8, 10, 15 et 30 pl/ml). Des séries témoins sont réalisées en paralléles. Des
séries témoins négatifs pour la fumigation et témoins positifs (éthanol) pour I’ingestion sont
réalisées en paralléles. Aucune mortalité n'a été observée dans les deux series.
Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
7,5% a 24 h jusqu’a 32,5% a 72 h pour la dose la plus faible (20 ul/l) et de 47,5% a 24 h
jusqu’a 90% a 72 h pour la plus forte dose (400 ul/l) (Fig. 14A).
Ces mortalités augmentent de facon significative en fonction des doses appliquées et du temps
apres traitement chez S. granarius traité par fumigation a 24 (F=21,5; df=5,18 ; p<0,0001),
48 (F=27,91 ; df=5,18 ; p<0,0001), et 72 h (F=76,71 ; df=5,18 ; p<0,0001).

Les résultats des mortalités corrigées obtenus apres application de I’azadirachtine par
ingestion, révélent des taux variant de 15% a 12 h jusqu’a 40% a 24 h pour la dose la plus
faible (2 pl/ml) et de 52,5% a 12 h jusqu’a 97,5% a 24 h pour la dose la plus forte (30 pl/ml)
(Fig. 14B).

Les mortalités enregistrées par ingestion augmentent de facon significative en fonction des
doses appliquées et du temps aprés traitement chez S. granarius a 12 (F=5,62 ; df=5,18 ;
p=0,0027), et a 24 h (F=16,63 ; df=5,18 ; p<0,0001).

Les résultats montrent que 1’azadirachtine appliquée par fumigation et par ingestion exerce
une activité insecticide avec une relation dose-réponse a I’égard de S. granarius. Le
classement des doses par le test HSD de Tukey révele 1’existence de 2 groupes de moyennes a

24 et 48 h et 3 groupes a 48 h pour les mortalités obtenues par fumigation. Par contre, le taux
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de mortalités enregistré aprés traitement par ingestion, met en évidence 2 groupes de
moyennes a 12 h et 24 h,

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 15) a permis I’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que
leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 8).

De plus, on note que I’azadirachtine appliquée par ingestion est plus toxique par rapport a la
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Figure 14. Toxicité de I’azadirachtine appliquée par fumigation (ul/l d’air) (A) et par ingestion (ul/ml)
(B) sur les adultes de S. granarius a différentes périodes : Mortalité corrigée (%) (m + SEM, n=5
répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.
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Figure 15. Effets de I’azadirachtine appliquée par fumigation (A) et par ingestion (B) sur les adultes
de S. granarius a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité
corrigée en fonction du logarithme des doses.
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Tableau 8. Efficacité de 1’azadirachtine appliquée sur les adultes de S. granarius : analyse des probits.

113,70 pl/l 549,10 pl/l
24 0,93 0,13 (74,10-164,60) (343,30 - 1480)
o 57,71 plll 335,70 plll
1
Fumigation 48 0.9 AL (27,34-92,94) (213,20- 852,90)
17,291l 72,01plll
72 0,81 0,19 (0,02 - 55,15) (12,52- 185,90)
5,84 pl/ml 30,35ul/ml
I | 12 0,96 0,06 (4,15-7,60) (22,72- 48,07)
ngestion o 0.08 014 1,04pl/ml 3,16pl/ml
' ' (0,36-1,83) (1,92- 4,38)

3.3.3. Essai insecticide de la combinaison

Apres un test de screening, différentes concentrations de 1’azadirachtine combinée avec
I’HE de C. limonum ont été appliquées sur les adultes de S. granarius par fumigation (20, 40,
80, 100, 200 et 400 pul/1 d’air) et par ingestion (2, 4, 8, 10, 15 et 30 pl/ml). Des séries témoins
sont réalisées en paralléles. Des séries temoins négatifs pour la fumigation et témoins positifs
(éthanol) pour I’ingestion sont réalisées en paralleles. Aucune mortalité n'a été observée dans
les deux séries.
Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
5% a 24 h jusqu’a 37,5% a 72 h pour la dose la plus faible (20 pl/l) et de 67,5% a 24 h jusqu’a
90% a 72 h pour la plus forte dose (400 pl/l) (Fig.16).
Ces mortalités augmentent de facon significative en fonction des doses appliquées et du temps
apres traitement chez S. granarius traité par fumigation a 24 (F=53,91 ; df=5,18 ; p<0,0001),
a 48 (F=18,79; df=5,18 ; p<0,0001), et a 72 h (F=33,93; df=5,18; p<0,0001) apres

traitement.

Les résultats des mortalités corrigées obtenus apres application de 1’azadirachtine combinée
avec I’HE de C. limonum par ingestion, révelent des taux variant de 25% a 12 h jusqu’a
52,5% a 24 h pour la dose la plus faible (2 pl/ml) et de 80% a 12 h jusqu’a 95% a 24 h pour la
dose la plus forte (30 pl/ml) (Fig. 16).

Les mortalités signalées par ingestion augmentent de facon significative en fonction des doses
appliquées et du temps apres traitement chez S. granarius traité par ingestion a 12 (F=38,12 ;
df=4,15 ; p<0,0001), et a 24 h (F=31,38 ; df=4,15 ; p<0,0001).

Les résultats montrent que la mixture appliquée par fumigation et par ingestion exerce une

activité insecticide avec une relation dose-réponse a I’égard de S. granarius. Le classement

25

—
| —



Résultats

des doses par le test HSD de Tukey révele 'existence de 3 groupes de moyennes a 24 h, 2
groupes a 48 h et 4 groupes & 72 h pour les mortalités obtenues par fumigation. Par contre, le
taux de mortalités enregistré aprés traitement par ingestion met en évidence 2 groupes de
moyennes a 12 h et 24 h,

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 17) a permis I’estimation des valeurs des différentes concentrations
létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 9).

De plus, on note que cette combinaison appliquée par ingestion est plus toxique par rapport a
la fumigation.
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Figure 16. Toxicité de la combinaison appliquée par fumigation (ul/l d’air) (A) et par ingestion
(ul/ml) (B) sur les adultes de S. granarius a différentes périodes : Mortalité corrigée (%) (m £ SEM,
n=5 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.
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Figure 17. Effets de la combinaison appliquée par fumigation (A) et par ingestion (B) sur les adultes
de S. granarius a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité
corrigée en fonction du logarithme des doses.
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Tableau 9. Efficacité de la combinaison appliquée sur les adultes de S. granarius : analyse des
probits.

Mode Temps 2 . ClL2s Clso
d’application  (heures) 3 il Sz IC (95%) IC (95%)
47,570l 149,300/
24 0,96 0,96 (28,61- 69,12) (111,20 - 213,90)
o 17,530l 66,26(11/1
Fumigation 48 0,97 0,82 (9,74 - 26,31) (51,56- 83,72)
10,7041/ 37,8141
2 0,90 0,82 (1,63 -23.25) (16.84 - 59,78)
3,90 l/ml 9,03ul/ml
oestion 12 U € (2,40-5,31) (7,38-10,89)
g o 087 Lo 1,72 piiml 4,23 pi/ml
: : (0,01-3,88) (0,47-6,82)

3.3.4. Efficacité comparée des traitements

Les Tableaux 10 et 11 résument les concentrations létales déterminées pour les trois
traitements et par les deux modes d’application. L’efficacit¢ du traitement differe selon le
mode d’application. Les résultats montrent que la mixture est le traitement le plus efficace
suivie de I’azadirachtine et de T’huile essentielle du citron (Mixture > Azadirachtine> C.
limonum). De plus, on note que la toxicité par ingestion est plus importante que celle par
fumigation.

Tableau 10. Efficacité comparée de I'HE extraite de C. limonum, de I’azadirachtine et de la
combinaison appliquées par fumigation sur les adultes de S. granarius.

C. limonum 293,70 (214,10 - 505,20) 1630 (830,10 - 6866)

24 Azadirachtine 113,70 (74,10 - 164,60) 549,10 (343,30 - 1480)
Mixture 47,57 (28,61 - 69,12) 149,30 (111,20 - 213,90)
C. limonum 53,2 (39,62 - 68,01) 160,6 (134,60 - 195,50)

48 Azadirachtine 57,71 (27,34 - 92,94) 335,70 (213,20- 852,90)
Mixture 17,53 (9,74 - 26,31) 66,46 (51,56 - 83,72)
C. limonum 35,73 (8,80 - 72,8) 105,80 (60,70 - 184,50)

72 Azadirachtine 17,29 (0,02 - 55,15) 72,01 (12,52- 185,90)
Mixture 10,70 (1,63 - 23,25) 37,81 (16,84 - 59,78)
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Tableau 11. Efficacité comparée de I’HE extraite de C. limonum, de I’azadirachtine et de la
combinaison, appliquées par ingestion sur les adultes de S. granarius.

C. limonum 4,88 (2,34 -7,71) 11,78 (8,44 - 17,51)
12 Azadirachtine 5,84 (4,15 - 7,60) 30,35 (22,72- 48,07)
Mixture 3,90 (2,40 - 5,31) 9,03 (7,38 - 10,89)
C. limonum 0,94 (0,22-1,76) 2,42 (1,15 -3,58)
24 Azadirachtine 1,04 (0,36 - 1,83) 3,16 (1,92- 4,38)
Mixture 1,72 (0,01 - 3,88) 4,23 (0,47 - 6,82)

3.4. Effet répulsif des traitements a I’égard des adultes de S. granarius

Les résultats du pouvoir répulsif du C. limonum, de I’azadirachtine et de la mixture a
I’égard des adultes de S. granarius sont présentés dans le Tableau 12. Le pourcentage de
répulsion marque une augmentation en fonction des concentrations appliquées. Les forts taux
de répulsion sont observés a 15min avec la plus forte concentration (8pl/ml), 95% pour le
citron, 65% pour I’azadirachtine et 55% pour la combinaison. Ces pourcentages diminuent
avec le temps d’exposition et augmentent avec les concentrations appliquées. Par ailleurs, les
indices de répulsion marquent une augmentation en fonction du temps d’exposition et une
diminution en fonction des concentrations appliquées.

De plus, on note que cette activité varie selon le traitement appliqué, les fortes valeurs sont
constatées avec I’huile de C. limonum qui est classée en catégorie 5 de répulsion, suivie par

I’azadirachtine en classe 4 puis la combinaison en classe 3.

Tableau 12. Pourcentages (PR), indices (IR) et classes (CR) de répulsion des traitements testés sur les
adultes de S. granarius.

PR% IR CR PR IR ___CR__ PR% IR CR
15min 65 0,35 v 30 0,70 I 35 0,65 T

ol 30min 55 045 mm 25 075 I 30 0,70 I
Lpl/m 1h 50 0,50 M 25 075 T 30 0,70 T
3h 3 0,65 I 25 075 T 25 0,75 T

15min 70 0,30 v 40 0,60 T 35 0,65 T

ol 30min 60 0,40 1 35 0,65 T 35 0,65 T
2ulim 1h 55 0,45 M 35 0,65 T 30 0,70 I
3h 50 0,50 1 30 070 I 25 0,75 I

Bmin 75 0,25 Y 50 0,50 i 20 0,60 I

ol 30min 70 0,30 v 50 0,50 m 20 0,60 T
Aulim 1h 65 0,35 v 50 0,50 i 40 0,60 I
3h 60 0,40 i 45 055 i 3/ 0,65 I

15min 9 0,05 v 65 035 v 55 045 I

ol 30min 80 0,20 1Y 60 0,40 i 55 045 i
8ulim 1h 75 0,25 v 60 0,40 i 45 0,55 10
3h 70 0,30 v 55 045 M 45 0,55 I
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3.5. Effets des traitements sur les biomarqueurs

L’HE du Citron et 1’azadirachtine ont été appliquées (seule et combinée) par fumigation et
par ingestion sur les adultes de S. granarius et leurs effets ont été évalués pour déterminer
I’activité des GSTs et de la catalase ainsi que le taux de la GSH chez les individus au cours de
différentes périodes (24, 48 et 72 h), permettant ainsi de mettre en évidence I’intensité du

meécanisme de détoxication ainsi que le stress oxydatif mis en jeu.

3.5.1. Effet sur I'activité spécifique des GSTs

3.5.1.1. Effet de ’azadirachtine

L’activité spécifique des GSTs (mM/min/mg de protéines) chez les adultes de S.
granarius, témoins et traités a ’azadirachtine (CL2s et CLso) par fumigation et par ingestion,

est présentée dans le Tableau 13.

La comparaison des valeurs moyennes des séries témoins et traitées (CLos et ClLsg) par
fumigation, révele une augmentation significative de ce biomarqueur a 48 h (témoins vs
CL2s : p=0,0289 ; témoins vs CLso : p= 0,0008) et a 72 h (témoins vs CLos : p=0,0089 ;
témoins vs CLso : p=0,0006). Aucun effet n’a été siganlé a 24 h (p > 0,05).

On remarque également une augmentation significative de cette activité apres application de
I’azadirachtine par ingestion avec la dose la plus forte (CLso) a 24 h (témoins vs Clso :
p=0,0104), et avec les deux doses testées a 48 h (témoins vs CLos : p=0,0015 ; témoins vs
CLso : p=0,0001) et a 72 h (témoins vs CLs : p=0,0002 ; témoins vs CLso : p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes de
moyennes a 24 h, un groupe formé de témoins, de traités par fumigation (CL2s et CLso) et de
traités par ingestion (CL2s) et un deuxieme groupe constitué de traités avec la CLso par
ingestion. Par contre a 48 et 72 h, 2 groupes sont constatés, le premier groupe est composeé de
témoins et un second groupe formeé de traités par fumigation et par ingestion avec les deux

concentrations testées (CLs et CLsp).

A partir de ces résultats, on constate que le mode d’application n’a aucun effet sur ’activité
spécifique des GSTs, puisqu’aucune différence n’a été signalée entre la fumigation et

I’ingestion.
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Tableau 13. Effet de I’azadirachtine (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur
I’activité spécifique des GSTs (mM/min/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m + SEM,
n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s ClLso ClL2s CLso
24 18,57 + 0,67a 19,76 +0,54a 20,85+0,79a 20,20+0,50a 21,82+0,71b 0,0159
48 18,41 + 0,37a 21,10£0,42b 22,96+£0,95b 22,60+0,93b 24,00+0,46b 0,0002
72 18,59 + 0,92a 22,46 +£0,99b 24,13+0,71b 24,93+0,50b 25,86 £0,63b <0,0001

3.5.1.2. Effet de Citrus limonum

Les résultats de I’activité spécifique des GSTs (mM/min/mg de protéines) chez les adultes
de S. granarius, témoins et traités a 1’huile de C. limonum (CL2s et CLso) par fumigation et
ingestion, sont présentés dans le Tableau 14.

ANOVA montre une augmentation significative de ’activité spécifique des GSTs apres
traitement par fumigation a 1’huile de citron a tous les temps testéset avec les deux
concentrations appliquees : (24 h : témoins vs CLos : p=0,0064 ; témoins vs CLsg : p=0,0007;
48 et 72 h : p<0,0001).

On note également, une augmentation significative de ce biomarqueur apres traitement par
ingestion avec les deux doses testées a 24 (témoins vs CLas : p=0,0222 ; témoins vs CLsp :
0,0078) a48 eta 72 h (témoins vs CLas : p= 0,0003 ; témoins vs CLso : p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes de
moyennes a 24 et 48 h, un groupe formé uniquement des témoins, et un deuxiéme groupe
englobe les autres séries. Par contre a 72 h, on constate 3 groupes, un groupe englobe les
témoins, un second constitué des traités par fumigation avec les deux concentrations testées

(CLzs et CLso) et un troisieme groupe formé des traités (CLs et CLso) par ingestion.

A partir de ces données, on peut conclure que le mode d’application n’a pas d’impact sur ce
biomarqueur sauf a 72 h, ou on note un effet plus marqué du traitement par fumigation par
rapport a I’ingestion.

Tableau 14. Effet de ’'HE de C. limonum (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur

I’activité spécifique des GSTs (mM/min/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m + SEM,
n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s CLso ClL2s CLso
24 18,57 +0,67a  24,43+0,50b 26,52 + 0,16b 23,39 +£1,84b 24,26 + 2,60b 0,0011
48 18,41 +0,37a 25,77 +0,37b 28,20 £0,78b 24,49 £+ 1,38b 26,03 +0,67b  <0,0001
72 18,59 +0,92a 30,73+0,62b 31,54 £0,20b 25,78 £1,67¢c 27,09 +0,06¢c  <0,0001
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3.5.1.3. Effet combiné

L’activité spécifique des GSTs (mM/min/mg de protéines) chez les adultes de S.
granarius, témoins et traités (CLas et CLso) par fumigation et par ingestion est mentionnée
dans le Tableau 15.

La comparaison des séries témoins et traitées (CLos et CLso) par ANOVA, révele une
augmentation significative aprés traitement par fumigation a 24 h avec la dose la plus forte
(témoins vs CLso: p=0,0010), et avec les deux doses testées a 48 (témoins vs CLos :
p=0,0030 ; témoins vs CLso : p<0,0001) et a 72 h (témoins vs CL2s : p= 0,0009 ; témoins vs
CLso : p<0,0001).

Par ailleurs, I’application du méme traitement par ingestion met en évidence €galement une
augmentation significative de ce biomarqueur a 24 h avec la concentration la plus élévée
(témoins vs CLso: p=0,0418) et a 48 et 72 h avec les deux concentrations appliquées
(p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, montre 2 groupes de moyennes a 24
h, un groupe formé des témoins et des traités a la CLs par fumigation et par ingestion, et un
deuxiéme groupe constitué des traités avec la dose la plus forte (CLso) par les deux modes
d’application. Par contre a 48 h, on constate 4 groupes, un groupe englobe les témoins, un
second constitué des traités par fumigation avec la CL2s, un troisieme groupe formé des traités
avec la CLsp par les deux modes d’application et un quatriéme groupe formé des traités avec
la CLos par ingestion. A 72 h, on constate 3 groupes, un groupe englobe les témoins, et un
deuxieme groupe constitue des traités a la CL2s par fumigation et par ingestion, et un dernier
groupe formé des traités avec la CLso par les deux modes d’application.

A partir de ces données, on remarque que le mode d’application n’a pas d’effet sur ce
biomarqueur puisqu’aucune différence n’a été signalée entre la fumigation et 1’ingestion.
Tableau 15. Effet de la combinaison (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur

lactivité spécifique des GSTs (mMM/min/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m = SEM,
n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CLo2s ClLso Clazs Clso
24 18,57 +0,67a 19,38+0,30a 23,23+0,27b 20,90+0,21a 21,23+0,01b 0,0012
48 18,41 +0,37a 20,42+0,00b 23,92+0,11c 22,33+0,55d 23,81+0,14c <0,0001
72 18,59 +0,92a 21,87+0,15b 24,12+0,18c 23,15+0,05b 24,93+0,16c <0,0001
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3.5.1.4. Efficacité comparée des traitements par fumigation

En comparant les séries témoins et traitées & la CLs par ANOVA, on constate des
différences significatives a 24 (Fsg =44,13 ; p<0,001), 48 (Fsg =59,88 ; p<0,001) et 72 h (Fzs
=75,44 ; p<0,001).

Chez les traités a la CLos, le test HSD de Tukey met en évidence deux groupes de moyennes a
24 heures, un premier groupe composé des témoins et des traités a I’azadirachtine et a la
combinaison, et un second groupe formé uniquement des traités au citron. A 48 et 72h, on
remarque trois groupes de moyennes, un premier groupe constitué des témoins, un second
formé des traités au citron, un troisiéme groupe englobe le traitement par I’azadirachtine et la

combinaison (Fig. 18A).

La comparaison des series témoins et traitées a la CLso par ANOVA, on constate des
différences significatives a 24 (Fss =58,41 ; p<0,001), 48 (Fsg =77,47 ; p<0,001) et 72 h (F3s
=109,9 ; p<0,001).

Le classement des moyennes de I’activité spécifique des GSTs chez les traités a la CLso, révéle
quatre groupes a 24 et 48 h, chacun étant représenté par un traitement. A 72 h, trois groupes
sont constatés, le premier est constitué des témoins, le second forme des traités au citron, le

troisieme englobe les traités a ’azadirachtine et a la combinaison (Fig. 18B).

De plus, on remarque que I’HE de C. limonum affecte le plus ce biomarqueur

comparativement a ’azadirachtine et a la combinaison.
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Figure 18. Effets des traitements appliqués a la CLs (A) et la CLso (B) par fumigation sur I’activité
spécifique des GSTs (mMM/min/mg de protéines) (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus) : test HSD de Tukey.
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3.5.1.5. Efficacité comparée des traitements par ingestion

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, révele une différence significative
de T’activité spécifique des GSTs chez les traités avec la CLos, et cela a tous les temps testés
(24 h : F33 =44,13 ; p<0,001 ; 48 h : F35 =59,88 ; p<0,001 et 72 h : F3g =75,44 ; p<0,001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence deux groupes a 24 et
72 h, un premier groupe composé des témoins et un second groupe formé des trois séries
traitées. A 48 h, trois groupes sont constatés, le premier groupe constitué uniquement des
témoins, un second formé des traités au citron et un troisieme groupe englobe les traités a

I’azadirachtine et a la combinaison (Fig. 19A).

Concernant les traités a la CLso, ANOVA révele des différences significatives et cela a 24
(F3 =5,607 ; p=0,0229), 48 (F3s =20,48 ; p<0,001) et a 72 h apres traitement (Fsg =17,06 ;
p<0,001).

Le classement des moyennes montre deux groupes a 24 h, un premier groupe constitué des
témoins, et un second groupe formé des séries traitées. A 48 h, trois groupes sont constatés,
un groupe constitué uniquement des témoins, un second formé des traités a I’azadirachtine et

au citron et un troisieme groupe renferme les traités a la combinaison (Fig. 19B).

De plus, on remarque que I’application de I’HE de C. limonum (CL2s et CLso) a plus d’effet

sur les GSTs comparativement a 1’azadirachtine et a la combinaison.
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Figure 19. Effets des traitements appliqués a la CL2s (A) et la CLso (B) par ingestion sur I’activité
spécifique des GSTs (mMM/min/mg de protéines) (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus) : test HSD de Tukey.
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3.5.2. Effet sur le taux de la GSH
3.5.2.1. Effet de ’azadirachtine
Les résultats du taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius,
témoins et traités par fumigation et par ingestion a I’azadirachtine (CL2s et CLsg) sont

représentés dans le Tableau 16.

L’application de 1’azadirachtine par fumigation a induit une diminution significative du taux
de la GSH a 48 h avec la dose la plus forte (t¢émoins vs CLso : p=0,0327), et a 72 h avec les
deux doses testées (témoins vs CLos : p=0,0218 ; témoins vs CLso : p=0,0037). Aucun effet,

n’a été signalé a 24 h apres traitement (p> 0,005).

Par contre, I’application de I’azadirachtine par ingestion, n’influence pas le taux de la GSH au
cours de la période testée : 24, 48 et 72 h (p > 0,005).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence un seul groupe a 24 h
qui englobe toutes les séries. Par contre a 48 h, on constate 2 groupes, un groupe formé des
témoins et des traités (CL2s et CLsg) par ingestion et des traités a la CL2s par fumigation, et un
deuxiéme groupe constitué uniquement des traités par fumigation avec la CLso. A 72 h, on
constate également 2 groupes de moyennes, un groupe composé des témoins et des traités
avec les deux concentrations testées (CL2s et CLso) par ingestion, et un deuxieme groupe

constitué des traités (CL2s et CLso) par fumigation.

A partir de ces résultats, on peut conclure que 1’azadirachtine appliquée par fumigation est le
traitement qui a plus d’impact sur ce biomarqueur par rapport a I’ingestion.
Tableau 16. Effet de ’azadirachtine (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur le

taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s CLso CLxs CLso

24 296,16 +5,74a 284,69+ 12,33a 272,95+ 3,94a 292,30+13,72a 286,07 +2,43a  >0,05

48 293,94 £ 756a 261,96 + 14,39a 253,22 +12,13b 284,75+854a 274,53 x6,14a 0,03

72 296,39+ 16,76a 244,58 £353b 228,36 +8,64b 276,47 £1590a 266,48 +12,53a 0,004

3.5.2.2. Effet de Citrus limonum

Le taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius, témoins et
traités a ’'HE de C. Limonum (CL2s et CLso) par fumigation et par ingestion est représenté
dans le Tableau 17.
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L’exposition des adultes de S. granarius a ’'HE (CL2s et CLso) par fumigation, induit une
diminution significative du taux de la GSH a 24 (témoins vs CLs : p<0,0001 ; témoins vs
CLso : p<0,0001 ; CL2s vs Clso : p=0,0266), 48 (témoins vs CLs : p<0,0001 ; témoins vs
CLso : p<0,0001) et 72 h (témoins vs CL2s : p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001).

Les mémes observations ont été faites pour I’ingestion, ou on a noté une diminution
significative du taux de la GSH a 24 (témoins vs CL2s: p=0,0007 ; témoins vs ClLso :
p<0,0001), 48 (témoins vs CL2s : p=0,0001 ; témoins vs CLsg : p<0,0001) et 72 h (témoins vs
CLos : p=0,0006 ; témoins vs CLso : p<0,0002). Aucun effet dose n’a été signalé a tous les
temps testés.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24 h, un groupe forme uniquement des témoins, un deuxiéme groupe constitué
des traités a la CLs par fumigation et par ingestion et un troisiéme groupe constitué des traités
a la CLso par les deux modes d’application. A 48 et 72 h, on constate 2 groupes de moyennes,

un groupe englobe les témoins, et un second groupe constitué des traités.

A partir de ces resultats, on constate que le mode d’application n’a aucun effet sur ce
biomarqueur puisqu’aucune différence n’a ét¢ signalée entre la fumigation et I’ingestion.
Tableau 17. Effet de I’'HE de C. limonum (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur

le taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CLs CLso CLxs CLso

24 296,16+ 5,74a 244,84+ 350b 223,08 +4,50c 259,50+ 0,98b 240,27+ 8,31c  <0,001

48 293,94 +756a 232,63+1,83b 223,08+450b 247,39+510b  23595%6,10b <0,001

72 296,39+ 16,76a 221,15+7,35b 212,18+0,33b  236,95+2,85b 229,24+ 3,53b  <0,001

3.5.2.3. Effet combiné

Les résultats du taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius,
témoins et traités a la combinaison (CLxs et ClLso) par fumigation et par ingestion sont
mentionnés dans le Tableau 18.

Le traitement par fumigation provoque une diminution significative du taux de la GSH a 24
(ttmoins vs CLzs : p=0,0031 ; temoins vs CLso : p= 0,0003), 48 (témoins vs CLzs et CLso :
p<0,0001) et & 72 h (témoins vs CLs : p=0,0009 ; témoins vs CLso : p<0,0001). Aucun effet

dose n’a été signalé au cours des périodes testées (p>0,05).
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On note également une diminution significative de ce biomarqueur apres traitement a la
combinaison par ingestion a tous les temps testés : 24 (témoins vs CLos : p= 0,0061 ; témoins
vs CLso : p= 0,0003), 48 (temoins vs CLas : p= 0,0003 ; témoins vs CLsg : p<0,0001) et 72 h
apres traitement (témoins vs CLos : p=0,0035 ; témoins vs CLsp : p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes de
moyennes a 24, 48 et 72 h, un groupe formé uniquement des témoins, et un deuxieme groupe
constitué des traités par les deux modes d’application (fumigation et ingestion) et avec les

deux concentrations testées (CLos et CLso).

A partir de ces résultats, on ne constate pas I’effet mode d’application sur ce biomarqueur

puisqu’aucune différence n’a été signalée entre la fumigation et I’ingestion.

Tableau 18. Effet de la combinaison (CLzs et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur le
taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CLs CLso CLs CLso

24 296,16 £5,74a 259,36 +6,99b 24559+2,07b 262,78+3,21b 24496+927b 0,0002

48 293,94+ 756a 246,69+0,74b 232,96 +1,000 257,48+1,00b 22859+292b <0,0001

72 296,39 £ 16,76a 237,00 +4,41b 208,23+1,33b 244,96+9,27b 206,04 +4,93b <0,0001

3.5.2.4. Efficacite comparée des traitements par fumigation

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, révele une différence significative
de Tactivité spécifique des GSTs chez les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la
combinaison avec la CL2s, et cela a tous les temps testés (24 h : Fzg =14,35 ; p=0,0014 ; 48 h :
Fzg =15; p=0,0012 et 72 h : F3g =19,67 ; p=0,0005).

Chez les traités a la CLas et d’apres le test HSD de Tukey, le taux de la GSH marque deux
groupes de moyennes a 24 h, un premier groupe composé des témoins et des traités a
I’azadirachtine, et un second groupe formeé des traités au citron et a la combinaison. A 48 et
72 h, on a remarqué deux groupes, un groupe constitué des témoins et un deuxieme renferme

toutes les séries traitées (Fig. 20A).

En comparant les séries témoins et traitées a la CLso par ANOVA, on constate des différences
significatives a 24 (Fsg =71,94 ; p<0,001), 48 (F3s =27,26 ; p=0,0001) et 72 h (Fzg =29,27 ;
p=0,001).

Le classement des moyennes du taux de la GSH chez les traités a la CLso, révele quatre

groupes a 24 h, chacun étant composé par une série. A 48 h, on remarque trois groupes, un

36

—
| —



Résultats

premier groupe constitué des témoins, un second formé des traités au citron, et un troisieme
groupe englobe les traités a 1’azadirachtine et a la combinaison. Enfin, deux groupes sont
constatés a 72 h, un premier groupe constitué des témoins et un dernier formé de toutes les

séries traitees (Fig. 20B).

A partir de ces résultats, on remarque que I’HE de C. limonum (CL2s et CLso) a plus d’effet

sur la GSH comparativement a 1’azadirachtine et a la combinaison.
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Figure 20. Effets des traitements appliqués a la CL2s (A) et la CLso (B) par fumigation sur le taux de la
GSH (uM/mg de protéines) (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD
de Tukey.

3.5.2.5. Efficacité comparée des traitements par ingestion

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, réveéle une différence significative du
taux de la GSH chez les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la combinaison avec la CLos, et
cela a tous les temps testés (24 h : Fs3g =10,01 ; p=0,0044 ; 48 h : F3¢ =17,06 ; p=0,0008 et 72
h: Fzg =8,36 ; p=0,0075).

Chez les traités a la CLas et d’apres le test HSD de Tukey, le taux de la GSH marque deux
groupes de moyennes a tous les temps testés : 24, 48 et 72 h, un premier groupe compose des
témoins et des traités a I’azadirachtine, et un dernier groupe formé des traités au citron et a la

combinaison (Fig. 21A).

Pour les traités a la CLso, et d’aprés le test ANOVA, on note une différence significative du
taux de ce biomarqueur chez les traités a 1’azadirachtine, au citron et & la combinaison et cela
a tous les temps testés (24 h: Fzg =27,27 ; p=0,0001 ; 48 h : F3g =47,94 ; p<0,0001 et 72 h :
Fzg =24,69 ; p=0,0002).
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Le classement des moyennes du taux de la GSH chez les traités a la CLso, révele deux groupes
a 24, 48 et 72 h, un premier groupe composé des témoins et des traités a I’azadirachtine, et un

dernier groupe formé des traités au citron et a la combinaison (Fig. 21B).

A partir de ces résultats, on remarque que I’azadirachtine (CL2s et CLso) a plus d’effet sur la

GSH comparativement au citron et a la combinaison.
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Figure 21. Effets des traitements appliqués a la CLys (A) et la CLso (B) par ingestion sur le taux de la
GSH (uM/mg de protéines) (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD
de Tukey.

3.5.3. Effet sur Pactivité spécifique de la catalase
3.5.3.1. Effet de ’azadirachtine

L’activité spécifique de la catalase (uM//min/mg de protéines) chez les adultes de S.
granarius, témoins et traités a ’azadirachtine (CL25 et CLso) par fumigation et par ingestion

est présentée dans le Tableau 19.

Le traitement a I’azadirachtine (CL2s et ClLso) par fumigation provoque une diminution
significative de I’activité de la catalase uniquement a 72 h avec la concentration la plus élevée

(témoins vs CLso : p= 0,0003). Par contre, aucun effet n’a été signalé a 24 et 48 h (p>0,05).

On note également une diminution significative de ce biomarqueur apres traitement par
ingestion a 48 h avec la CLso (témoins vs CLso: p= 0,0285), et & 72 h avec les deux
concentrations (témoins vs CLs : p=0,0116 ; témoins vs CLso : p=0,0007). Aucun effet n’a
été signalé a 24 h (p>0,05).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence un seul groupe de

moyennes a 24 h. Par contre a 48heures, on constate 2 groupes, un groupe formé des témoins,
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des traités a la CLos par les deux modes d’application et des traités a la CLso par fumigation,
et un deuxiéme groupe constitué uniquement des traités par ingestion avec la CLso. A 72 h, on
constate 2 groupes, un groupe englobe les témoins et les traités par fumigation a la CLs, et un
deuxiéme groupe constitué des traités par fumigation avec la dose la plus forte (CLso) et par

ingestion avec les deux concentrations testées (CL2s et CLso).

A partir de ces résultats, on constate que I’application de 1’azadirachtine par ingestion est le
traitement qui a plus d’effet sur ce biomarqueur.
Tableau 19. Effet de I’azadirachtine (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur

Pactivité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m +
SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s Clso ClL2s ClLso
24 25,65+0,67a 26,14+0,47a 26,88+0,58a 26,10+0,83a 27,14+0,84a 0,3799
48 25,79+0,78a 26,89+0,74a 27,49+0,84a 27,54+0,35a 28,52+0,31b 0,0460
72 25,69+0,90a 28,36 +0,90a 29,07+0,06b 28,78+0,58b 30,26 +0,45b 0,0010

3.5.3.2. Effet de Citrus limonum

L’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) chez les adultes de S.
granarius, témoins et traités au C. limonum (CL2s et CLso) par fumigation et par ingestion est

présentée dans le Tableau 20.

Le traitement par fumigation provoque une augmentation significative de I’activité spécifique
de la catalase a 48 et 72 h avec la concentration la plus élevée (témoins vs CLso : p=0,0376 et

0,0034 respectivement). Par contre, aucun effet n’a été signalé a 24 h (p>0,05).

On note également une diminution significative de ce biomarqueur apres traitement par
ingestion a 48 et 72 h avec la CLso (témoins vs CLso : p= 0,0285 et 0,0007 respectivement).
Aucun effet n’a été signalé a 24 h (p>0,05).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 1 groupe de
moyennes a 24 h, qui englobe toutes les séries. Par contre a 48 et 72 h, on note 2 groupes, le
premier groupe constitué des témoins et des traités a la CL2s par fumigation et par ingestion et

un second groupe formé des traités a la CLso par les deux modes d’application.

A partir de ces résultats, on ne constate pas I’effet mode d’application sur ce biomarqueur

puisqu’aucune différence n’a été signalée entre la fumigation et I’ingestion.
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Tableau 20. Effet de I’'HE de C. limonum (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur
I’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m £
SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s Clso Cl2s CLso
24 25,65+0,67a 24,49+0,30a 26,33+0,84a 25,32+0,44a 26,70+0,62a 0,0595
48 25,79+£0,78a 25,31+£0,20a 27,82+0,70b 25,99 +0,07a 28,95+0,28b 0,0004
72 25,69+0,90a 26,24+0,71a 29,07+0,11b 27,48+0,34a 31,02+0,40b <0,0001

3.5.3.3. Effet combiné

L’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) chez les adultes de S.
granarius, témoins et traités a la combinaison (CLs et CLso) par fumigation et par ingestion

est présentée dans le Tableau 21.

Le traitement par fumigation provoque une diminution significative de I’activité spécifique de
la catalase a 48 (témoins vs CLas : p=0,0311 ; témoins vs CLsg : p=0,0004), et 72 h (témoins
vs CLos : p=0,0005 ; témoins vs CLso : p<0,0001). Aucun effet n’a été signalé a 24 h apres
traitement (p>0,05).

Concernant I’application de la combinaison par ingestion, on note également une
augmentation significative de ce biomarqueur a 24 h avec la CLso (témoins vs CLso : p=
0,0003), et a 48 (témoins vs CLas : p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001) et 72 h avec les

deux concentrations testées (témoins vs CL2s : p<0,0001 ; témoins vs CLso : p= 0,0005).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes de
moyennes a 24 h, un premier groupe englobe les témoins, les traités (CL2s et ClLso) par
fumigation et les traités a la CL2s par ingestion et un second groupe constitué des traités a la
CLso par ingestion. Par contre a 48h, on constate 4 groupes, un premier groupe formé des
témoins, un deuxiéme groupe constitué des traités avec les deux concentrations testées (CL2s
et CLso) par fumigation, un troisiéme groupe compose des traités a la CLs par ingestion et un
dernier groupe formé des traités a la CLso par ingestion. A 72 h, 2 groupes sont observés, un
premier groupe constitué uniquement des témoins et un dernier groupe englobe les autres

séries traitées.
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Tableau 21. Effet de la combinaison (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur
I’activité spécifique de la catalase (UM/min/mg de protéines) chez les adultes de S. granarius (m £
SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s Clso Cl2s CLso
24 25,65+0,67a 25,27+0,11a 26,46+0,10a 26,14 +0,06a 28,28+0,12b <0,0001
48 25,79+0,78a 27,51+0,04b 28,99+0,27b 29,58 +0,24c 35,18 +0,00d <0,0001
72 25,69+£0,90a 31,09+£0,00b 33,52+0,31b 32,99+0,51b 31,19+1,38b <0,0001

3.5.3.4. Efficacité comparée des traitements par fumigation

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, révele une différence significative
de Pactivité spécifique de la catalase chez les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron
et a la combinaison avec la CLos, et cela a 48 (Fsg = 4,42 ; p=0,0411) et 72 h (Fsg =17,72;
p=0,0007). Aucun effet n’a été signalé a 24 h (p>0,05).

Chez les traités a la CL2s et d’aprés le test HSD de Tukey, I’activité de la catalase marque un
seul groupe de moyennes a 24 h. A 48 et 72 h, on a remarqué deux groupes, un groupe
constitué des témoins et des traités a 1’azadirachtine et au citron, et un second groupe formé

des traités a la combinaison (Fig. 22A).

En comparant les valeurs moyennes par ANOVA, on note une différence significative de
I’activité spécifique de la catalase chez les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron et
a la combinaison avec la CLso, et cela a 48 h (Fsg = 5,843 ; p=0,0205) et a 72 h (Fzg =65,24 ;
P<0,0001). Aucun effet n’a été signalé a 24 h (p>0,05).

Le classement des moyennes de I’activité spécifique de la catalase chez les traités a la CLso,
révele un seul groupe a 24 h, constitue des témoins et des traités. A 48 h, 2 groupes sont
observés, un groupe constitué des témoins, des traités au citron et a I’azadirachtine, et un
second groupe formé des traités a la combinaison. A 72 h, trois groupes ont été signalés, un
premier groupe renferme les témoins, un second groupe formé des traités au citron et a

I’azadirachtine et le dernier groupe formé du traitement combiné (Fig. 22B).

A partir de ces résultats, on remarque que le traitement combiné (CL2s et CLso) a plus d’effet

sur la catalase comparativement a I’azadirachtine seule et au citron seul.
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Figure 22. Effets des traitements appliqués a la CLs (A) et la CLso (B) par fumigation sur I’activité
spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus) : test HSD de Tukey.

3.5.3.5. Efficacité comparée des traitements par ingestion

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, révele une différence significative
de I’activité spécifique de la catalase chez les témoins et les traités a I’azadirachtine, au citron
et a la combinaison avec la CLos, et cela a 48 h (Fzg = 22,35 ; p=0,0003) et 72 h (Fz¢ =37,37 ;
P<0,0001). Aucun effet n’a été signalé a 24 h (p>0,05).

D’apres le test HSD de Tukey, I’activité spécifique de la catalase révele un seul groupe a 24 h,
constitué des témoins et des traités a la CLzs. Par contre a 48 et 72 h, on observe 3 groupes de
moyennes, un premier groupe formé des témoins et des traités au citron, un second groupe
composé des traités a I’azadirachtine, et un dernier groupe renferme les traités a la

combinaison (Fig. 23A).

De plus, ANOVA révele une différence significative de ’activité spécifique de la catalase
chez les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la combinaison avec la CLso, a
tous les temps testés : 24 (Fzg = 4,843 ; p=0,0331), 48 (Fsg = 105,7 ; p<0,0001) et 72 h (Fzs
=15,47 ; p=0,0011).

Le classement des moyennes de I’activité spécifique de la catalase chez les traités a la CLso
par le Test HSD de Tukey, signale 2 groupes a 24 h, un groupe composé des témoins et des
traités au citron et a I’azadirachtine et un deuxieme groupe formé uniquement des traités a la
combinaison. A 48 h, trois groupes ont été observés, un premier groupe renferme les témoins,

un second groupe formé des traités au citron et a 1’azadirachtine et un dernier groupe formé
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des traités a la combinaison. A 72 h, 2 groupes sont constatés, un premier groupe constitué
uniquement des témoins et un dernier groupe formé des séries traitées (Fig. 23B).

A partir de ces résultats, on remarque que le traitement combiné (CL2s et CLso) a plus d’effet

sur la catalase comparativement a 1’azadirachtine et au citron.
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Figure 23. Effet des traitements appliqués a la CL2s (A) et la CLso (B) par ingestion sur I’activité
spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus) : test HSD de Tukey.

3.6. Effet des traitements sur les protéines totales

L’HE du citron et 1’azadirachtine ont été appliquées (seule et combinée) par fumigation et
par ingestion sur les adultes de S. granarius et leurs effets ont été évalués sur les protéines

totales au cours de différentes périodes (24, 48 et 72 h).
3.6.1. Effet de I’azadirachtine

Le traitement des adultes de S. granarius a I’azadirachtine (CLzs et CLso) par fumigation
et par ingestion provoque une diminution significative du contenu en protéines a 24 (témoins
vs CLos : p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001), 48 (témoins vs CLos : p<0,0001 ; témoins
vs CLso : p<0,0001) et 72 h (témoins vs CL2s : p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence trois groupes de
moyennes a 24 h, le premier groupe formé uniquement des témoins, un second constitué des
traités avec la dose la plus faible de 1’azadirachtine par fumigation et un troisiéme groupe
composeé des traités par ingestion avec les deux concentrations testées et par fumigation avec

la plus forte dose (CLso). A 48 et 72 h, on a constaté deux groupes de moyennes, le premier
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groupe renferme les témoins et le dernier groupe formé des séries traitées avec les deux

concentrations létales et par les deux modes d’application (Tableau 22).

D’aprées les résultats obtenus, on remarque que les deux modes d’application ont le méme
effet sur ce composé biochimique puisqu’aucune différence n’a été signalée entre les traités.
Tableau 22. Effet de I’azadirachtine (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur le

contenu en protéines totales (joules/individu) chez les adultes de S. granarius (m = SEM, n=3
répétitions comportant chacune 10 individus) : Test HSD de Tukey.

CL2s ClLso Cl2s CLso
24 3,61+0,04a 0,92+0,02b 0,74+0,02c 0,77+0,06c 0,69+0,02c <0,0001
48 3,61+0,05a 0,83+0,01b 0,73+0,04b 0,73+£0,12b 0,61+0,13b <0,0001
72 3,61+0,00a 0,78+0,02b 0,65+0,03b 0,69+0,08b 0,53+0,05b <0,0001

3.6.2. Effet de Citrus limonum

Le traitement des adultes de S. granarius au citron (CL2s et CLso) par fumigation et par
ingestion provoque une diminution significative du contenu en protéines a 24 (témoins vs
CL2s : p<0,0001 ; témoins vs CLsp : p<0,0001), 48 (témoins vs CLos : p<0,0001 ; témoins vs
CLso : p<0,0001) et 72 h (témoins vs CLas : p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence cing groupes de
moyennes a 24 h, chacun étant formé par une série. A 48 h, on a constaté trois groupes de
moyennes, le premier groupe renferme les témoins, un deuxiéme groupe constitué des traites
par fumigation et par ingestion avec la dose la plus faible (CL2s) et un troisieme groupe formé
des traités par les 2 modes d’application avec la dose la plus forte (CLso). A 72 h, 3 groupes
de moyennes sont signalés, un groupe formé uniquement des témoins, un second constitué des
traités par fumigation avec les deux concentrations testées (CL2s et CLso) et le dernier groupe

composeé des traités par ingestion avec les deux concentrations testées (Tableau 23).

A partir de ces données, on peut conclure que I’ingestion est le mode d’application qui affecte

le plus ce composé biochimique.
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Tableau 23. Effet de I’'HE de C. limonum (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur
les protéines totales (joules/individu) chez les adultes de S. granarius (m = SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : Test HSD de Tukey.

CL2s Clso Cl2s CLso
24 3,61+0,04a 0,99+0,07b 0,49+0,03c 1,30+0,06d 0,92+1,14e <0,0001
48 3,61+£0,05a 1,31+0,14b 0,86+0,11c 1,07+0,04b 0,66 £0,04c <0,0001
72 3,61+£0,00a 1,36+0,12b 1,14+0,05b 0,70+0,16¢c 0,62+0,03c <0,0001

3.6.3. Effet combiné

Le traitement des adultes de S. granarius a la combinaison (CLzs et CLso) par fumigation
et par ingestion provoque une diminution significative du contenu en protéines a 24 (témoins
vs CL2s : p<0,0001 ; témoins vs CLsp : p<0,0001), 48 (témoins vs CL2s : p<0,0001 ; témoins
vs CLsg : p<0,0001) et 72 h (témoins vs CL2s: p<0,0001 ; témoins vs CLso: p<0,0001).
L’effet dose a été remarqué chez les traités par fumigation et par ingestion uniquement a 72 h
(CL2svs CLsg: 0,0044 et 0,0002 respectivement).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24 et 48 h, le premier formé uniquement des témoins, un second constitué des
traités par fumigation avec les deux concentrations testées (CL2s et CLso) et le dernier groupe
composeé des traites par ingestion avec la CL2s et la CLso. Par contre a 72 h, on a constaté cing

groupes de moyennes, chacun étant composé par une série.

A partir de ces données, on peut conclure que ce composé biochimique est plus affecté par ce
traitement combiné par fumigation.
Tableau 24. Effet de la combinaison (CLzs et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur les

protéines totales (joules/individu) chez les adultes de S. granarius (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CLo2s ClLso Clazs Clso
24 3,61+0,04a 1,27+0,10b 1,17+0,05b 2,83+0,04c 2,66+0,04c <0,0001
48 3,61+0,05a 1,22+0,06b 1,08+0,12b 2,58+0,05c 2,54 +0,02c <0,0001
72 3,61+0,00a 1,17+0,08b 0,87+0,03c 2,49+0,02d 2,03+0,07e <0,0001

3.6.4. Efficacité compareée des traitements par fumigation

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, révele une différence significative

du contenu en protéines chez les témoins et les traités a I’azadirachtine, au citron et a la
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combinaison avec la CLas, et cela a 24 (Fsg =577,9 ; p<0,0001), 48 (Fsg = 350,2 ; p<0,0001),
et 72h (Fzg =440,8 ; p<0,0001).

Chez les traités a la CLas et d’apres le test HSD de Tukey, les protéines marquent trois
groupes de moyennes a 24 h, un groupe formé des témoins, un deuxieme groupe constitué des
traités au citron et a I’azadirachtine et un dernier groupe composé des traités a la combinaison.
A 48 et 72 h, on a remarqué également trois groupes, un groupe constitué des témoins, un
second formé des traités au citron et a la combinaison, et un troisieme groupe englobe les
traités a ’azadirachtine (Fig. 24A).

En comparant les valeurs moyennes par ANOVA, on note une différence significative du
contenu en protéines chez les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la
combinaison avec la CLso, a tous les temps testés: 24 (Fsg =2006 ; p<0,0001), 48 (Fzs
=334,6 ; P<0,0001) et 72 h (Fsg = 2114 ; p<0,0001).

Le classement des moyennes du contenu en protéines chez les traités a la CLso, révele quatre
groupes a 24 et 72 h, chacun étant formé d’une série. Par contre a 48 h, trois groupes ont été
signaleés, le premier groupe renferme les témoins, le deuxiéme groupe constitué du citron et de

’azadirachtine et le dernier groupe formé du traitement combiné (Fig. 24B).

A partir de ces résultats, on constate que ’azadirachtine est le traitement qui a plus d’effet sur

ce parametre biochimique comparativement au citron et au traitement combing.
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Figure 24. Effets des traitements appliqués a la CLs (A) et la CLso (B) par fumigation sur le contenu
en proteines totales (joules/individu) (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) :

test HSD de Tukey.

3.6.5. Efficacité compareée des traitements par ingestion

La comparaison des valeurs moyennes par ANOVA, révele une différence significative

du contenu en protéines chez les témoins et les traités a I’azadirachtine, au citron et a la
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combinaison avec la CLas, et cela a 24 (Fsg = 868,3 ; p<0,0001), 48 (Fsg = 513,6 ; p<0,0001),
et 72 h (Fs; =370,5 ; p<0,0001).

Chez les traités a la CLas et d’apres le test HSD de Tukey, le contenu en protéines marque
quatre groupes a 24 et 48 h, chacun étant composé d’une série. Par ailleurs, trois groupes de
moyennes ont été constatés a 72 h, un groupe composé des témoins, un deuxieme groupe
formé des traités au citron et 1’azadirachtine et un dernier groupe renfermant le traitement

combiné (Fig. 25A).

Les valeurs moyennes du contenu en protéines marquent des différences significatives chez
les témoins et les traités au citron, a ’azadirachtine et a la combinaison avec la CLsp a tous les
temps testés : 24 (Fzg = 476,4 ; p<0,0001), 48 (Fzg = 587,5 ; p<0,0001), et 72 h (F3g =1290 ;
p<0,0001).

Le classement de ces moyennes révele trois groupes a 24, 48 et 72 h, un groupe composé des
témoins, un deuxieme groupe formé des traités au citron et I’azadirachtine et un dernier

groupe renferme le traitement combiné (Fig. 25B).

A partir de ces résultats, on constate que le citron et 1’azadirachtine ont plus d’effet sur ce

parametre biochimique comparativement a la combinaison.

e

-Témo\ns -Témo\ns
- a a
- Citron @ a1 - Citron
1 a a a
-Azadnachune -Azadlrach(\ne

Combiné Combiné

protéin

en

Contenu

Période (heures) Période (heures)

Figure 25. Effets des traitements appliqués a la CLs (A) et la CLso (B) par ingestion sur le contenu en
protéines totales (joules/individu) (m + SEM, n=3 répetitions comportant chacune 10 individus) : test
HSD de Tukey.

3.7. Effet des traitements sur les réserves énergétiques

Les réserves énergetiques (joules/individu) ont été déterminées chez les adultes de S.
granarius, témoins et traités par fumigation et par ingestion au citron, a I’azadirachtine et a la
combinaison (CL2s et CLso) et les résultats obtenus sont présentés dans les Tableaux 25, 26 et
27.
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3.7.1. Effet de ’azadirachtine

Le traitement des adultes de S. granarius par fumigation a I’azadirachtine (CL2s et CLso),
provoque une diminution significative des réserves énergétiques avec un effet dose-réponse a
24 (témoins vs CLs: p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001 ; CLas vs CLso : p=0,0001), 48
(témoins vs CL2s: p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001 ; CL2s vs CLso : p<0,0001) et 72 h
apres traitement (témoins vs CLas: p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001 ; CL2s vs Clso :
p=0,0119).

Les mémes observations ont été signalées chez les individus traités a 1’azadirachtine par
ingestion a la CLos et la CLso ou on a noté une diminution de ces réserves avec une relation
dose-réponse et cela a tous les temps testés : 24 (témoins vs CLos: p<0,0001 ; témoins vs
CLso : p<0,0001; CL2s vs CLso : p=0,0008), 48 (témoins vs CLzs: p<0,0001 ; témoins vs
CLso : p<0,0001; CL2s vs CLso: p=0,0168) et 72 h apres traitement (témoins vs CLos:
p<0,0001 ; témoins vs CLso : p<0,0001 ; CL25 vs CLsg : p=0,0004).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence trois groupes de
moyennes a 24 h, le premier groupe renferme les témoins, un deuxiéme groupe constitué des
traités par fumigation et par ingestion avec la dose la plus faible (CL2s) et un troisiéme groupe
forme des traites a la CLso par les deux modes d’application. Par contre a 48 h, on a constaté
cing groupes de moyennes, chacun étant constitué¢ d’une série. Par ailleurs, quatre groupes de
moyennes ont été constatés a 72 h, le premier groupe renferme les témoins, un second groupe
constitué des traités par fumigation avec la dose la plus faible (CL2s), un troisieme groupe
formé des traités par fumigation et par ingestion avec la dose la plus forte (CLso) et un dernier

groupe renferme les traités par ingestion avec la dose la plus faible (CL25).

A partir de ces données, on peut dire que le mode d’application n’a aucun effet sur ces
réserves énergétiques.
Tableau 25. Effet de 1’azadirachtine (CLys et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur les

réserves énergétiques (joules/individu) chez les adultes de S. granarius (m + SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

ClLo2s ClLso Clazs Clso
24 8,30+0,17a 454+0,13b 3,53+0,05¢c 4,53+0,10b 3,71+0,07c  <0,0001
48 8,18+0,11a 4,31+0,08b 2,95+0,00c 3,90+0,14d 3,45+0,10e <0,0001
72 7,87+0,27a 3,19+0,06b 2,39+0,19c 3,84+0,15d 2,56+0,06c <0,0001
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3.7.2. Effet de Citrus limonum

L’application du citron par fumigation sur les adultes de S. granarius, induit une
diminution significative des réserves énergétiques au cours des périodes étudiées: 24
(témoins vs CLs : p=0,0077; témoins vs CLso : p= 0,0014), 48 (témoins vs CL2s : p= 0,0003;
témoins vs CLso: p<0,0001) et 72 h (témoins vs CLas: p<0,0001 ; témoins vs Clso :
p<0,0001). Un effet dose a été constaté uniquement a 48 h apres traitement (CL2s vs Clso :
p=0,0104).

On note également une diminution de ces réserves apreés traitement au citron par ingestion a
24 (témoins vs CLos : p=0,0183; témoins vs CLso: p= 0,0013), a 48 (témoins vs CLos :
p=0,0049; témoins vs CLso : p=0,0005) et a 72 h (témoins vs CL2s : p<0,0001 ; témoins vs

CLso : p<0,0001). Aucun effet dose n’a été signalé au cours de ces périodes.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence deux groupes de
moyennes a 24 et 72 h, le premier groupe renferme les témoins et le dernier groupe formé des
séries traitées. A 48 h, on a constaté trois groupes de moyennes, le premier groupe renferme
les témoins, un second groupe constitué des traités par fumigation avec la CLys et par
ingestion avec les deux concentrations testées (CLo2s et CLso) et un troisieme groupe formé des
traités par fumigation avec la dose la plus forte (CL5o).

D’apres les résultats obtenus, aucun effet mode d’application n’a été mentionné sur ces
réserves énergeétiques.

Tableau 26. Effet de ’'HE de C. limonum (CLzs et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur

les réserves énergétiques (joules/individu) chez les adultes de S. granarius (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CLo2s ClLso Clazs Clso
24 8,30+0,17a 6,73+0,15b 6,32+0,57b 6,93+0,29b 6,29+0,190b  0,0010
48 8,18+0,11a 5,14+0,70b 3,24+0,42c 6,056+0,09b 5,32+£0,21b <0,0001
72 7,87+0,27a 3,21+0,26b 3,04+0,22b 3,77+0,09b 3,47+£0,13b <0,0001

3.7.3. Effet combiné

L’application de la combinaison par fumigation sur les adultes de S. granarius, induit une
diminution significative des réserves énergétiques au cours des périodes étudiées : 24
(témoins vs CLas : p<0,0001 ; témoins vs CLsp : p<0,0001), 48 (témoins vs CLos : p<0,0001 ;
témoins vs CLso: p<0,0001) et 72 h (témoins vs CLos: p<0,0001 ; témoins vs ClLsp :
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p<0,0001). Un effet dose a été constaté uniquement a 24 h apres traitement (CL2s vs CLso :
p=0,0283).

On note également une diminution de ces réserves apres traitement a la combinaison par
ingestion a 24 (témoins vs CLos : p= 0,0004 ; témoins vs CLso : p<0,0001), a 48 (témoins vs
CLos : p<0,0001 ; témoins vs CLso: p<0,0001) et a 72 h (témoins vs CLos: p<0,0001 ;
témoins vs CLso : p<0,0001). Un effet dose a été signalé au cours de ces périodes testées
(CL2s vs CLso : 24 h : p=0,0001 ; 48 h : p=0,0003 et 72 h : p=0,0386).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence trois groupes a 24 h,
le premier groupe renferme les témoins, un deuxieme groupe constitué des traités par
fumigation et par ingestion avec la dose la plus faible (CL2s) et un troisieme groupe formé des
traités a la CLso par les deux modes d’application. A 48 et 72 h, on a signalé également trois
groupes, un groupe qui renferme les témoins, un second formeé des traités par fumigation avec
les deux doses appliquées et des traités par ingestion avec la CL2s et un troisieme constitué

des traités par ingestion avec la CLso.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que I’ingestion est le mode d’application qui
affecte le plus ces réserves énergétiques.
Tableau 27. Effet de la combinaison (CLzs et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur les

réserves énergétiques (joules/individu) chez les adultes de S. granarius (m + SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

ClLo2s ClLso Clas Clso
24 8,30+0,17a 5,79+0,08b 4,82+0,39c 6,50+0,180 4,42+0,14c <0,0001
48 8,18+ 0,11a 4,74+0,25b 4,14+0,06b 5,27+0,21b 3,83+0,20c <0,0001
72 7,87+0,27a 3,53+0,10b 3,00+0,12b 3,44%0,26b 2,70+0,13c  <0,0001

3.7.4. Efficacité comparée des traitements par fumigation

La comparaison des valeurs moyennes des réserves énergétiques par ANOVA, révele une

différence significative chez les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la
combinaison avec la CLas, et cela a 24 (Fsg = 196,1 ; p<0,0001), 48 (Fsg = 31,24 ; p<0,0001),
et 72 h (Fsg =222,3 ; p<0,0001).
Chez les traités a la CL2s et d’apres le test HSD de Tukey, ces réserves marquent quatre
groupes de moyennes a 24 h, chacun étant formé d’une série. A 48 et 72 h, on a remarqué
deux groupes, un groupe constitué des témoins, et un second formé des séries traitées (Fig.
26A).
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En comparant les valeurs moyennes des réserves énergétiques par ANOVA, on note des
différences significatives chez les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la
combinaison avec la CLso, et cela a 24 (Fzg¢ =50,65; p<0,0001), a 48 (Fss =210,9;
p<0,0001), et & 72 h (Fs5 =240,2 ; p<0,0001).

Le classement des moyennes des réserves énergétiques chez les traités a la CLso, révele trois
groupes a 24 h, un premier groupe constitué des témoins, un second formé des traités au
citron, et un troisieme groupe englobe le traitement a I’azadirachtine et a la combinaison. A
48 h, trois groupes ont été signalés également, le premier groupe renferme les témoins, le
deuxiéme groupe constitué du citron et de I’azadirachtine et le dernier groupe formé de la
combinaison. Par contre a 72 h, 2 groupes sont observés, un groupe constitué des témoins et
un dernier groupe formé des traités (Fig. 26B).

A partir de ces résultats, on constate que les trois traitements ont le méme effet sur ces

réserves énergétiques.
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Figure 26. Effets des traitements appliqués a la CLs (A) et la CLso (B) par fumigation sur les réserves
énergétiques (joules/individu) (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test
HSD de Tukey.

3.7.5. Efficacité compareée des traitements par ingestion

La comparaison des valeurs moyennes des reserves énergétiques par ANOVA, révele une
différence significative entre les témoins et les traités a 1’azadirachtine, au citron et a la
combinaison avec la CLas, et cela a 24 (Fsg = 101,4 ; p<0,0001), 48 (Fsg = 245,7 ; p<0,0001),
et 72 h (Fsg =171,3 ; p<0,0001).

Chez les traités a la CLos et d’aprés le test HSD de Tukey, les réserves énergétiques marquent
trois groupes de moyennes a 24 h, un groupe constitué des témoins, un second groupe formé
des traités au citron et a la combinaison et un dernier groupe englobe les traités a

I’azadirachtine. A 48 h, on a constaté quatre groupes, chacun étant constitué d’une série. Deux
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groupes de moyennes sont observés a 72 h, un groupe constitué des témoins, un dernier

groupe formé des traités (Fig. 27A).

Le test ANOVA appliqué sur les valeurs moyennes des réserves énergétiques chez les adultes
de S. granarius témoins et traités a la CLso, met en évidence des différences significatives a
24 (F3g = 270,4 ; p<0,0001), 48 (Fss = 268,2 ; p<0,0001), et 72 h (Fss = 360,9 ; p<0,0001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, révéle quatre groupes a 24 h, chacun
étant constitué d’une série. A 48 et 72 h, trois groupes sont constatés, un premier groupe
constitué des témoins, un second formé des traités au citron, et un troisieme groupe englobe

les traités a 1’azadirachtine et la combinaison (Fig. 27B).

A partir de ces résultats, on constate que 1’azadirachtine est le traitement qui a plus d’effet sur

ces réserves énergétiques comparativement au citron et a la combinaison.
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Figure 27. Effets des traitements appliqués a la CLzs (A) et la CLs (B) par ingestion sur les réserves
énergétiques (joules/individu) (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus) : test
HSD de Tukey.

3.8. Effet des traitements sur le taux d’épuisement des réserves énergétiques

L’indice d’épuisement des réserves énergétiques calculé chez les adultes de S. granarius,
témoins et traités au citron, a I’azadirachtine et a la combinaison (CL2s et ClLso) par

fumigation et par ingestion est représenté dans les Tableaux 28, 29 et 30.
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3.8.1. Effet de ’azadirachtine

La comparaison des séries traitées a I’azadirachtine (CL2s et CLso) par fumigation et par
ingestion indique une augmentation significative du taux d’épuisement des réserves
énergétiques en fonction des concentrations appliquées a 24 (Fs;s=27,08 ; p=0,0002), 48
(F38=56,13 ; p<0,0001) et 72 h (F38=22,93 ; p=0,0003). De plus, on remarque une différence

entre la fumigation et I’ingestion a 48 h.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, révéle deux groupes a 24 et 72 h, le
premier groupe constitué des traités a la CL2s par fumigation et par ingestion et un deuxiéme
groupe formé des traités avec la CLso par les deux modes d’application. A 48 h, quatre

groupes sont constatés, chacun étant constitué¢ d’une série.

Tableau 28. Effet de I’azadirachtine (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur le
taux d’épuisement des réserves énergétiques chez les adultes de S. granarius (m + SEM, n=3
répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

ClLo2s ClLso Clas Clso
24 29,26 + 2,07a 40,31 £0,93b 29,35+ 1,82a 38,21 +0,19b 0,0002
48 30,98 + 0,58a 46,93 + 0,59b 35,48 £1,91c 40,66 + 1,02d <0,0001
72 42,21 +221a 53,36 £ 3,32b 34,62 +2,11a 51,09 +£1,18b 0,0003

3.8.2. Effet de Citrus limonum

La comparaison des séries traitées au citron (CLazs et CLso) par fumigation et par ingestion
indique une augmentation significative du taux d’épuisement des réserves énergétiques en
fonction des concentrations appliquées seulement a 48 h (Fsg=11,28 ; p=0,003). Aucune

différence n’a été signalée a 24 et 72 h (p>0,05).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, révele un seul groupe a 24 et 72 h,
renfermant toutes les séries. A 48 h, deux groupes sont constatés, un groupe composé des
traités a la CLos par fumigation et des traités avec les deux concentrations par ingestion et un

second groupe constitué des traités avec la concentration la plus élevée (CLso) par fumigation.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que le mode d’application n’a aucun effet sur cet

indice.
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Tableau 29. Effet de I’'HE de C. limonum (CL2s et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur
le taux d’épuisement des réserves énergétiques chez les adultes de S. granarius (m + SEM, n=3
répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CL2s ClLso Cl2s CLso
24 10,44 + 0,95a 13,71 £ 5,39 9,03 £1,09a 13,80 £ 2,51a 0,4411
48 23,25 £ 7,34a 43,47 £5,19b 14,96 + 1,27a 21,23 £1,72a 0,0030
72 41,99 + 4,28a 44,31 + 3,12a 35,23 £0,39 38,78 £1,15a 0,0695

3.8.3. Effet combiné

La comparaison des séries traitées au citron (CL2s et CLso) par fumigation et par ingestion
indique une augmentation du taux d’épuisement des réserves €nergétiques en fonction des
concentrations appliquéees a tous les temps testés : 24 (Fzs=12,01 ; p=0,0025), 48 (F35=14,90 ;
p=0,0012) et 72 h (F38=6,39 ; p=0,0162).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, révéle trois groupes a 24 et 48 h, un
groupe formé des traites avec les deux concentrations par fumigation, un second groupe
constitué des traités a la CLos par ingestion et un dernier groupe composé des traités a la
concentration la plus élevée (CLso). A 72 h, deux groupes sont constatés, un groupe composé
des traités a la CLys et la CLso par fumigation et des traités a la CLos par ingestion et un

second groupe constitué des traités avec la concentration la plus élevée (CLsp) par ingestion.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que 1’ingestion est le mode d’application qui a plus
d’effet sur cet indice.
Tableau 30. Effet de la combinaison (CLys et CLso) appliquée par fumigation et par ingestion sur le

taux d’épuisement des réserves énergétiques chez les adultes de S. granarius (m = SEM, n=3
répétitions comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

CLo2s ClLso ClLazs ClLso
24 17,77 £0,33a 26,61 +4,78a 12,19+ 2,03b 30,51 £+ 2,46¢ 0,0025
48 26,69 +2,17a 32,77 + 0,56a 21,63 +£2,22h 36,21 + 2,55¢ 0,0012
72 37,96 + 2,13a 44,77 + 2,46a 39,26 + 2,45a 48,83 £ 2,69b 0,0162

3.8.4. Efficacité comparée des traitements par fumigation

La comparaison des valeurs moyennes du taux d’épuisement des réserves énergétiques par
ANOVA, révele une différence significative entre les témoins et les traités a 1’azadirachtine,
au citron et a la combinaison avec la CL2s, seulement a 24 (F26 = 85,93 ; p<0,0001). Aucun
effet, n’a été signalé a 48 et 72 h (p>0,05).
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Chez les traités a la CLas et d’apres le test HSD de Tukey, ces taux d’épuisement marquent
trois groupes de moyennes a 24 h, chacun étant formé d’une séric. A 48 et 72 h, on a

remarqué un seul groupe qui renferme toutes les séries traitées (Fig. 28A).

En comparant les valeurs moyennes du taux d’épuisement des réserves énergétiques par
ANOVA, on note des différences significatives entre les témoins et les traités a
I’azadirachtine, au citron et a la combinaison avec la CLso, et cela a 24 (Fo6 =15,41;
p=0,0043), et 48 h (F26= 10,13 ; p=0,0119). Aucun effet n’a été signalé a 72 h ((p>0,05).

Le classement des moyennes de cet indice chez les traités a la CLso, révele deux groupes a
24h, un premier groupe constitué des traités au citron et a la combinaison et un dernier groupe
englobe les traités a 1’azadirachtine. A 48 h, deux groupes sont constatés également, un
premier groupe formé des traités au citron et a 1’azadirachtine et un second groupe composé
des traités a la combinaison. Un seul groupe formé des trois traitements a été observé a 72 h
(Fig. 28B).

D’apreés les résultats obtenus, on remarque que I’HE du citron et 1’azadirachtine (seule et

combinée) ont le méme effet sur cet indice.
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Figure 28. Effets des traitements appliqués a la CLys (A) et la CLso (B) par fumigation sur le taux
d’épuisement des réserves énergétiques (%) (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus) : test HSD de Tukey.

3.8.5. Efficacité compareée des traitements par ingestion

La comparaison des valeurs moyennes du taux d’épuisement des réserves énergétiques par
ANOVA, révele une différence significative entre les témoins et les traités a 1’azadirachtine,
au citron et a la combinaison avec la CLzs a 24 (F26 = 67,17 ; p<0,0001), et 48 h (Fzs
= 47,68 ; p=0,0002). Aucun effet, n’a été signalé a 72 h (p>0,05).
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Chez les traités a la CLas et d’apres le test HSD de Tukey, ces taux d’épuisement marquent
deux groupes de moyennes a 24 h, un groupe constitué des traités au citron et le traitement
combiné et un dernier groupe formé des traités a 1’azadirachtine. A 48 h, on a remarqué trois
groupes, chacun étant formé d’une série. A 72 h par contre, un seul groupe est constaté,

renfermant toutes les séries traitées (Fig. 29A).

En comparant les valeurs moyennes du taux d’épuisement des réserves énergétiques par
ANOVA, on note des différences significatives entre les témoins et les traités a
I’azadirachtine, au citron et a la combinaison avec la CLso, et cela a 24 (F26 =58,66 ;
p=0,0001), 48 (F2,6= 41,07 ; p=0,0003) et 72 h (F2,6 = 15,46 ; p=0,0043).

Le classement des moyennes des traités a la CLso, révele trois groupes a 24 h, chacun étant
constitué d’une série. A 48 h deux groupes sont constatés, un premier groupe formé des traités
au citron et un second groupe compose des traiteés a I’azadirachtine et a la combinaison. Deux
groupes sont observés également a 72 h, un groupe renfermant les traités au citron et a

’azadirachtine et un second groupe constitué des traités a la combinaison (Fig. 29B).

A partir de ces résultats, on constate que 1’azadirachtine est le traitement qui a plus d’effet sur
cet indice comparativement au citron et au traitement combiné (azadirachtine > combinaison

> C. limonum).
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Figure 29. Effets des traitements appliqués a la CLas (A) et la CLso (B) par ingestion sur le taux
d’épuisement des réserves énergétiques (%) (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10
individus) : test HSD de Tukey.

3.9. Persistance de Pactivité résiduelle des traitements

Les résultats de I’activité résiduelle du citron, de 1’azadirachtine et de la combinaison sont
présentés dans la figure 30A, B, C. lls révélent une diminution de la sensibilité des adultes de
S. granarius aux traitements appliqués, cette diminution est traduite par une réduction de la

toxicité enregistrée au cours de la période testée (30 h).
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Concernant I’'HE de C. limonum, les mortalités enregistrées diminuent de 38% aprés 6heures
de traitement a 14% aprés 24 h de traitements. Au-dela de cette période (30 h), le traitement

perd son efficacité puisqu’aucune mortalité n’a été signalée (0%).

Par ailleurs, I’application de I’azadirachtine induit une toxicité des adultes de S. granarius,
affichant un taux de mortalité de 32% a 6 h apres traitement jusqu’a 6% aprés 24 h de
traitement. Une mortalité nulle a été enregistrée également a 30 h apres traitement.

La combinaison de 1’azadirachtine et du citron provoque une mortalité élevée (60%) aprés 6 h
de traitement puis diminue par la suite jusqu’a ce qu’elle atteigne 16% a 24 h apres traitement.

A 30 h, aucune mortalité n’a été signalée.

La sensibilité des adultes de S. granarius diminue avec le temps et varie en fonction du
traitement appliqué. La combinaison du citron et de I’azadirachtine est le traitement qui
persiste le plus, comparativement au citron seul et a ’azadirachtine seule. De plus, on note
une décroissance progressive de I’activité insecticide des trois traitements, traduisant une

perte réguliére de leur activité biologique au fil du temps.
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Figure 30. Efficacité résiduelle de C. limonum (A), de I’azadirachtine (B) et de la combinaison (C) a
différentes périodes apres traitement.
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3.10. Rapport synergique des traitements

Les valeurs du rapport synergique calculées chez les adultes de S. granarius traités par
’azadirachtine et ’'HE de C. limonum sont présentées dans le Tableau 31. Les résultats sont
tous supérieurs a 1 avec un rapport maximal de 10,92 a 24 h puis diminuent par la suite a 48
(2,42) et 72 h (2,80). Ces données ont montré que la combinaison de C. limonum avec

’azadirachtine a un effet synergique sur la mortalité des adultes de S. granarius.

Tableau 31. Estimation du rapport synergique (RS) entre C. limonum et azadirachtine chez les adultes
de S. granarius.

Citron Combinaison
24 1630 149,3 0,76 +0,17 10,92
48 160,6 66,46 0,82 £0,17 2,42
72 105,8 37,81 0,85+ 0,16 2,80
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IVV. DISCUSSION

4.1. Rendement de I’huile essentielle

Le rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation des feuilles de C. limonum a
enregistré une valeur de 0,94% au cours de notre étude. D’apres les résultats cités dans la
littérature, les agrumes renferment peu d’HE. Ces résultats sont comparables a ceux signalés
dans certaines régions de I'Algérie, ou on note un rendement de 1,0% dans la région de
Annaba (Boughendjioua & Djeddi, 2014), 1,02% dans la région de Chlef (Hamdani et al.,
2015), 0,70% dans la région de Tizi-Ouzou (Djenane, 2015), 0,50% dans la région de Blida
(Mekademi, 2019), 0,89% dans la région de Jijel (Kehal, 2013) et 2,18% dans la région
de Constantine (Himed, 2011). D’aprés Ouibrahim (2014), les rendements maximaux sont
obtenus dans les régions a climat sec. Par ailleurs, le rendement de cette méme plante présente
¢galement des variations d’un pays a un autre, il est de 1,30% en Tunisie (Bourgou et al.,
2012), 1,12% au Pakistan (Ahmad et al., 2006), 0,2% en Egypte (Abdelgaleil et al., 2015),
0,7% en France (Jeannot et al., 2005), 0,9% en Argentine (Fuselli et al., 2008) et 0,41% en
Iran (Hojjati & Barzegar, 2017). De plus, ces variations du rendement sont signalées en
fonction de 1’espece de Citrus (Rega et al., 2003), car on note un rendement de 0,58% chez C.

sinensis, 0,60% chez C. aurantium et 0,70% chez C. limonum (Djenane, 2015).

Plusieurs facteurs peuvent avoir un impact direct sur le rendement en HE (Tableau 32) tels
que la période et la saison de récolte, le climat, la zone géographique, et la durée de séchage
(Vekiari et al., 2002; Kelen & Tepe, 2008; Fathi & Sefidkon, 2012; Rocha et al., 2014,
Djenane, 2015; Verma et al., 2015; Dosoky et al., 2016; Da Silva et al., 2017). De plus, la
partie de la plante extraite (Organe végetal) peut affecter ce rendement, il est de 0,23% au
niveau de 1’écorce (Ghoorchibeigi et al., 2017), 0,17% au niveau des feuilles (Yahaya, 2018)
et 0,41% au niveau des fruits (Zarrad, 2013) de la méme espece. Le mode d’extraction a
également un impact sur le rendement de ces HEs. Himed (2011) a constaté qu’en utilisant la
méme variété de Citron, le rendement obtenu par hydrodistillation est nettement supérieur a
celui obtenu par expression a froid. D’apres Ibrahim et al. (2017), I’hydrodistillation est la
technique la plus utilisée pour I’extraction de ’huile de Citrus.

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que le rendement des HEs est faible au niveau des
parties végétales fraiches. Ceci pourrait étre expliqué par la grande proportion d’eau présente.
Néanmoins, ce rendement est optimisé pour les parties végétales qui ont été préalablement

séchées pendant 7 jours. Au-dela de cette période, ils ont obtenu un rendement
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significativement inférieur. Ce déclin est probablement li¢ a I’évaporation des composés

volatils lors d’un séchage prolongé (Bendimerad et al., 2005).

Tableau 32. Les différents facteurs influencant le rendement de I’'HE de Citrus.

C. reticulata 0,51 )
Hamdani et al. (2015)
C. aurantium 0,73
C. sinensis 0,58
Hellal (2011)
C. aurantium 0,60
C. maxima 0,07 Prasad et al. (2016)
Espéces C. aurantifolia 0,75
Abdelgaleil et al. (2015)
C. paradisi 0,12
C. medica 0,30
Akono et al. (2016)
C. grandis 0,07
C. aurantium 0,32 Zarrad et al. (2013)
0,70 Hellal (2011)
Ecorce 1,02 Hamdani et al. (2015)
0,41 Czerniewicz et al. (2018)
Organes Fruit 0,62 Ben Miri et al. (2018)
Fleurs 3,00 Ben Hsouna et al. (2017)
0,49 Kirbaslar & Kirbaslar (2004)
Feuilles
0,53 Vekiari et al. (2002)
0,70 Bousbia (2011)
Micro-ondes
0,24 Ferhat (2007)
o 0,80 Bousbia (2011)
Techniques d’extraction Hydrodistillation
0,21 Ferhat (2007)
0,10 Bousbia (2011)

Expression a froid

0,054 Ferhat (2007)

4.2. Composition chimique de I’huile essentielle

Les HEs de Citrus contiennent plus de composés volatils que de composés non volatils
(Djenane, 2015; Abdelgaleil et al., 2016; Sajid et al., 2016). L’huile de citron contient entre
85 a 99% de composes volatils et de 1 a 15% de composés non volatils (Fisher et al., 2007;
Sajid et al., 2016). Ces composes volatils représentent un mélange de monoterpenes, de

sesquiterpéniques et de leurs dérivés hydrocarbonés et oxygénés, notamment les aldéhydes
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(Citral), les cétones, les acides, les alcools (Linalool) et les esters (Zarrad et al., 2013; Abou-
Taleb et al., 2016; Ghoorchibeigi et al., 2017).

L’analyse chromatographique de I’'HE extraite de C. limonum montre que cette espéce
présente un taux élevé de (2)-Citral (30,74%), le second pic correspond au dI-Limonene avec
19,81 %, et le troisiéme pic représenté par le Géranyl propionate (16,28%).

Selon Bakkali et al. (2008), la composition chimique des HEs de Citrus différe d’une espéce a
une autre au sein d’un méme genre (Tableau 33), ou ils ont identifié entre 25 a 60 composes
avec comme constituant majoritaire, le Limonéne. Hellal (2011) a montré la prédominance de
ce méme composé dans les HEs de C. sinensis (77,37%) et de C. limonum (51,4%). Par
contre, I’'HE de C. aurantium est dominée par la présence de deux composes : I’acétate de
linanyl (37,30%) et le linalool (23,4%), qui représentent eux seuls 60,65% du total identifié.
Par ailleurs, les analyses chromatographiques effectuées par Saeidi et al. (2014) ont révéle la
présence de 16 composés pour les huiles de C. reticulata et C. aurantium dont le Limonene, le
Linalool et le a-Pinéne sont les principaux constituants et 17 composés pour I'huile de C.
limonum, y compris le Limonéne (73,25%), a-Pinéne (8,44%), a-Terpinéne (6,21%) et le
Géraniol (2,53%). Abou-Taleb et al. (2016) ont analyse la composition des HEs extraites de
Citrus aurantifolia, Citrus limonum, Citrus paradise et Citrus sinensis en Egypte, ou ils ont
révélé la prédominance du Limonéne (40,19% ; 56,30% ; 74,29% et 89,23% respectivement).
Les résultats de Gancel et al. (2005) ont montré que le Nérol et le Géraniol se trouvent
uniquement dans I’HE de C. limonum, et sont absents dans les huiles de C. sinensis et C.
aurantium.

Au sein d’une méme espéce, la composition chimique de ’'HE peut étre différente, on parle
alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un polymorphisme chimique dont une
espece peut étre homogeéne au niveau de son caryotype et produire des HEs de compositions
différentes. La teneur élevée en un composé de ’HE définie le chémotype de I’espece de
plante (Lukas et al., 2015). Plusieurs travaux ont mis en évidence de multiples
chémotypes pour I’huile de citrus tels que : le Limonene, le Linalool, le Citral et le Citronelle
(Wolford et al., 1971; Shaw, 1979; Boelens, 1991; Smith et al., 2001). D’apres les résultats
obtenus dans notre étude, I’huile de Citrus limonum est de type Citral avec un taux de
30,47%.

Par contre, plusieurs travaux ont montré que I’huile de cette méme plante est de chémotype
Limonene (VekKiari et al., 2002; Moufida & Marzouk, 2003; Belletti et al., 2004; Salim-ur-
Rehman et al., 2007; Boughendjioua & Djeddi, 2014; Ghoorchibeigi et al., 2017) avec des

taux allant de 45 a 76% des constituants détectés. Les mémes observations ont été signalées
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par Djenane (2015) qui a montré que le Limonene (51,39%) est le chémotype de C. limonum
collecté dans la région de Tizi-Ouzou, et que la B-Pinéne (17,04%), et y-Terpinéne (13,46%)
sont les constituants majoritaires.

Les variations qualitatives et quantitatives de la composition chimique des HEs sont
probablement dues a des facteurs génétiques, mais également a des facteurs géographiques,
bioclimatiques ainsi qu’aux conditions de récolte et de stockage de la plante (Hussain et al.,
2008; Anwar et al., 2009). Selon Senatore et al. (2000), ces variations dépendent de 1’un ou
de plusieurs facteurs tels que le patrimoine génétique, 1’age, I'origine de la plante et la
présence de chémotypes. Les variations climatiques et édaphiques, le cycle végétatif, la
variation saisonniere et la méthode d'extraction peuvent également affecter le profil chimique
des huiles (Kouache et al., 2017) (Tableau 33).

Tableau 33. Constituants majoritaires de I’HE de C. limonum collecté dans différents pays.

y-Terpinene (26,62%), Limonene (22,52%),

C. reticulata B-Pinéne (4,53%)
: Linalol (63,03%), Limonene (7,18%), B- Hamdani et al. (2015
C. aurantium Pinéne (5.25%) (2015)
: : B-pinéne (30%), Limoneéne (9,37%), B-
G, gienes Elmene (8.97%)
. p-Caryophyllene  (16,89%), Spathulenol pyasad et al. (2016
Eesce C. maxima (9,329%). Citronellol (28,26%) (2016)
P C aurantifofia  Z7B-Ocimene (1035%), a-Pinéne (7,54%), Oussou et al. (2017)
' E-B-Ociméne (7,07%)
C. paradisi Limqne}ne (88,6%), pB-Pinéne (1,2%), o- Uysal et al. (2011)
Terpinéne (1%)
C. medica Z-B-Ocimene (33,03%), Neryl formate
' (20,52%), Géraniol (13,36%) Akono et al. (2016)
¢ arandis Iso-géranial (10,04%), Octen-3-ol (7,71%),
-9 Limonéne (3%)
Limonene (51,39%), p-Pinéne (17,04%), v-  Hellal (2011)
Terpinéne (13,46%)
Ecorce 2,6-Octadien-1-ol, 3,7 diméthyl (10,49%)
Limonene (61,4%), B-Pinéne (13,1%). v- Ghoorchibeigie et al. (2017)
Terpinéne (11,3%)
Fruit Limonene (70,46%), P-Pinene (6,94%), Zarrad et al. (2013)
Menthadien-1-ol (4,97%)
Organe Fleurs Terpineol (7,30%) ( )
Limonene (61,647%), -Pinene (13,852%), Boughendjioua & Djeddi (2014)
Feuilles y-Terpinene (9,959%)
Limonene (28,4-34,8%), -Pinene (12-16%),  Kirbaslar & Kirbaslar (2004)
Géranial (9,9-14,1%).
Limonene (69,65%), p-Pinéne (10,20%), y-
Micro-ondes Terpinéne (8,25) Ferhat (2007)

Limonene (69,65%), y-Terpinéne (6,88%),
and B-Pinene (6,61)
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Limoneéne (65,25%), B-Pinene (15,35%), y-  Boushia (2011)

Technique Hydrodistillation Terpinéne (8,88)
d’extraction Limonéne (72,9%), B-Pinéne (8,58%), y- Ferhat (2007)
Terpinene (7,77%)
Limqn(:ene (68,81%), B-Pinene (14%), y- Boushia (2011)
Expression a froid Terpinene (7,04%)
Limqnéne (75,68%), p-Pinéne (8,70%), y- Ferhat (2007)
Terpinene (7,19%)
as Limonene (51,40%), B-Pinene (17,04%), y- Di
Algerie Terpinéne ((13,46%)) P ( h Djenane (2015)
Orici ltalie L?rqonéne (54,6%), y-Terpinene (19,1%), B- Bertuzz et al. (2013)
gine Pinene (14,5%)
géographique = _ Limoneéne (56,30%), B-Pinéne (8,81%), v- Ahdelgaleil et al. (2015)
gypte Terpinéne (6,42%)
Iran Limqn?ne (73,25%), a-Pinéne (8,44%), 0-  Saeidi et al. (2014)
Terpinéne (6,21%).

4.3. Toxicité des traitements

Les HEs sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de
défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et al., 1999). Ces dernieres peuvent affecter
la croissance, le développement et le comportement des insectes et peuvent agir comme anti-
appetant (Hough-Goldstein, 1990; Hummelbrunner & Isman, 2001), fumigants, repulsifs
(Mason, 1990; Watanabe et al., 1993), ou régulateurs de croissance (Abedi et al., 2014a,b; Lai
et al., 2014; Ahmad et al., 2015; Bezzar-Bendjazia et al., 2016). Elles peuvent remplacer les
insecticides classiques et semblent étre capables de resoudre les problemes de
I’environnement causés par les pesticides de synthése (Kim et al., 2003), en raison de leur
faible toxicité a 1’égard des mammiféres, leur disponibilité et leur biodégradabilité (Rajendran

& Sriranjini, 2008).

Le taux de pénétration a travers la cuticule, le transport dans les tissus de 1’organisme, le
métabolisme (Besard et al., 2011) mais aussi la régulation des récepteurs membranaires ou
encore les canaux ioniques ciblés par les insecticides peuvent jouer un role crucial pour
expliquer les différences de sensibilité des insectes aux pesticides (Lavialle-Defaix et al.,
2010).

Notre étude a pour but de tester par fumigation et par ingestion la toxicité de I’huile extraite
de C. limonum et de I’azadirachtine (Seule et combinée) a 1’égard des adultes de S. granarius.
Les résultats ont montré une activité insecticide de ces traitements avec une relation dose-

réponse et une efficacité de la combinaison et I’application par ingestion.
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De nombreux chercheurs se sont intéressés a I'évaluation des effets insecticides de certaines
espéces de plantes médicinales chargées de produits volatils pour la protection des stocks de
grains au cours de la derniére décennie (Erland et al., 2015; Abou-Taleb et al., 2016). Leurs
études ont démontré l'activité fumigante des HEs contre plusieurs especes de ravageurs des
denrées stockées, tels que Sitophilus oryzae, Sitophilus zeamais (Liu & Ho 1999; Liu et al.,
2011), Rhyzopertha dominica (Tripathi et al., 2003), Tribolium castaneum (Prates et al.,
1998; Tripathi et al., 2001 ; Olivero-Verbel et al., 2010), Callosobruchus chinensis (Kim et
al., 2003; Shukla et al., 2011), Callosobruchus maculatus (Denloye et al., 2010), Lasioderma
serricorne (Ebadollahi et al., 2010) et Sitophilus granarius (Polatoglu et al., 2015; El
Makarem et al., 2017). La sensibilité élevée des adultes aux biopesticides appliqués par
contact ou par fumigation par rapport aux stades pré-imaginaux, a été également signalée
(Koul et al., 2008).

Les HEs de Citrus ont été testees comme pesticides contre un certain nombre d’insectes
(Melliou et al., 2009; Michaelakis et al., 2009; Suwansirisilp et al., 2013; Campolo et al.,
2014). Plusieurs travaux ont mis en évidence I’activité insecticide de 1’huile de C. limonum
(Liu & Ho, 1999 ; Kim et al., 2003; Haouas et al., 2012). La composition chimique de cette
huile analysée au cours de notre étude, a montré une prédominance de la Z-Citral et le
limonene. Ce composé (Limoneéne) est le principal agent actif de I'huile de Citrus responsable
de l'activité insecticide (Karr & Coats, 1988; Tripathi et al., 2003). Il présente plusieurs
avantages tels que sa faible toxicité envers les Mammiféeres, sa biodégradabilité élevée (Aidi
Wannes, 2011), et surtout sa forte toxicité vis-a-vis les ravageurs des denrées stockées. Lee et
al. (2001) ont montré la toxicité du limonene contre une espéce de coléoptere, Sitophilus

oryzae.

Le potentiel insecticide est trop affecté par I'insecte cible concerné et par I'espece d'agrumes
utilisée (Lota et al., 2002) en raison des variations de la teneur en d-limonene. Cette toxicité
varie d’une espéce a une autre dans le méme genre. Les travaux d’Adusei-Mensah et al.
(2014) ont montré que le C. aurantifolia est ’espéce d’agrume qui présente une activité
insecticide la plus élevée avec une CLso de 4,54% (w / V), suivie de C. Limon (6,95%) et C.
sinensis (17,02%). C. aurantifolia contient la concentration la plus élevée de limonene qui
pourrait étre une raison de son activité toxique (Bourgou et al., 2012). Citrus limonum montre
une activité insecticide élevée a I’égard de Sitophilus oryzae (Jayakumar et al., 2017b). Les
extraits et les huiles d'écorces d'orange, de citron vert et de citron ont montré également un

potentiel toxique a 1’égard des mouches domestiques (Palacios et al., 2009), ainsi que les
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cafards et les moustiques (Ezeonu et al., 2001). L'extrait du zeste de citron et de lime a
également montré un potentiel insecticide important dans différentes études (Shalaby et al.,
1998; Mansour et al., 2004; Siskos et al., 2007; Palacios et al., 2009; Karamaouna et al.,
2013). Abdelgaleil et al. (2015) ont testé I’efficacité insecticide de vingt plantes appartenant a
8 familles différentes, a savoir, Citrus limonum a 1’égard de Tribolium castaneum et
Sitophilus oryzae. lls ont trouvé que I'huile d'O. vulgare présentait la toxicité la plus élevée
contre S. oryzae avec une CLso de 1,64 mg/l d'air, suivie de 1’huile de C. limonum (CLso =
9,89 mg/l d'air), de C. viminals (CLso = 16,17 mg/l d'air), de C. sempervirens (CLso = 17,16
mg/ | d'air) et de C. sinensis (CLso = 19,65 mg/I d'air) qui ont montré une toxicité remarquable
par fumigation. Dans une autre étude, les HEs de 4 espéces du genre citrus, Citrus limonum,
Citrus aurantifolia, Citrus paradisi et Citrus sinensis ont montré une forte activité insecticide
contre les adultes de Sitophilus oryzae (Abdelgaleil et al., 2016). Des resultats similaires ont
été observés suite au traitement de Tribolium confusum par cing HEs de Citrus : Citrus
sinensis, Citrus aurantium, Citrus reticulata, Citrus limonum et Citrus bergamia (Campolo,
2014). L’application de I’'HE extraite de C. sinensis par fumigation, provoque une mortalité
des adultes de T. castaneum, S. granarius, et C. maculatus et les résultats révelent I’efficacité
de cette plante avec des valeurs de 391,28, 367,75 et 232,48 ul/l d’air respectivement
correspondant a la CLso (Mahmoudvand et al., 2011). Les résultats de Campolo et al. (2017)
ont mis en évidence une forte activité insecticide des HEs d'écorces d'agrumes, C. limonum,
Citrus reticulata et C. sinensis contre Tuta absoluta. De plus, les HEs des Rutacees ont
montré des effets insecticides par inhalation, par contact et répulsifs sur certaines espéces de
Coléopteres ravageurs des denrées stockées tels que S. zeamais et T. casteneum (Haubruge et
al., 1989). Les travaux de Rossi et al. (2012) ont montré que I’application de ’'HE de C.
bergamia par fumigationa induit une mortalité des adultes de S. zeamais aprés 96 heures
d’exposition a une dose de 10ul/cm?. Ils ont observé également que cette huile appliquée par
contact avec la dose de 0,75ul/insecte, est a I’origine d’une mortalité relativement élevée de

65% et de 83% apres 24 heures et 96 heures d’exposition.

Parmi les plantes qui ont fait l'objet d'un nombre important d'études est le neem (Azadirachta
indica A. Juss). C'est I'une des principales sources d'insecticides botaniques de nos jours. Le
neem joue un réle de régulateur de croissance et de modificateur de comportement chez
certaines espéces d'insectes nuisibles et plus particulierement les ravageurs des denrées
stockées (Schmutterer, 1990; Casida & Quistad, 1995; Isman, 1995; 1997a; 1997b; 1999;
2006; Roger et al., 1995; Isman et al., 1996; Schmutterer et al., 2002). Plusieurs travaux ont
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contribué a la compréhension des activités insecticide, répulsive, anti-appétante de certaines
substances végeétales vis-a-vis des insectes (Caswell, 1968; Foua-Bi, 1992). lls ont permis
également aux chercheurs, d'orienter les travaux sur la recherche des métabolites responsables
de ces actions insecticides afin de les identifier, les isoler et les doser pour enfin, s'intéresser a
leur formulation. C'est ainsi qu'il a été démontré que I'extrait du neem constitue un mélange
de plus de 100 composés qui sont responsables de la mortalité des insectes testés (Mordue &
Blackwell, 1993; Zongo et al., 1993; Addea-Mensah, 1998). Gauvin et al. (2003) et Mordue
et al. (2005) ont montré aussi que 1’azadirachtine était la principale composante a propriétés
insecticides des extraits de neem. L'azadirachtine a deux effets profonds sur les insectes au
niveau physiologique, elle bloque la synthése et la libération de I'hormone de mue
(ecdystéroides) de la glande prothoracique, conduisant a une mue incompléte chez les insectes
immatures. De plus, l'azadirachtine est un puissant anti-appétant pour de nombreux insectes
(Isman, 2006).

La toxicité de ’azadirachtine (Neem Azal) a été rapportée chez plus de 400 insectes comme
Helicoverpa armigera, Spodoptera litura, Plutella xylostella, Sitophilus oryzae, Sitophilus
zeamis, Earis vitella, Aphis gossypii, Bemicia tabaci et Pectiniphora gossypiella. La toxicité
de ce régulateur de croissance est liée a sa forte rétention et sa stabilité en tant que compose
actif sur les organismes (Schneider et al., 2004). Des resultats similaires ont été constatés
aprés application de cette molécule sur Drosophila melanogaster (Anjum et al., 2010;
Boulahbel et al., 2015) et sur Ceraeochrysa claveri (Scudeler & dos Santos, 2013). Tine et al.
(2017) ont montré que ce composé présentait une toxicité par fumigation a I’égard des adultes
de Rhyzopertha dominica, avec des concentrations létales de 1’ordre de 7,41 et 21,33 ul/litre
dair, correspondant & la CL2s et la CLso. Diverses études ont confirmé les effets Iétaux de
I'azadirachtine sur différentes espéces d'insectes (Mordue & Blackwell, 1993; Tomé et al.,
2013; Dere et al., 2015). La toxicité de l’azadirachtine est largement rapportée dans la
bibliographie, elle varie en fonction de 1’ordre de I’insecte, du stade de développement, du
mode d’application (ingestion, topique, fumigation) mais aussi, de la concentration utilisée
(Tomé et al., 2013; Abedi et al., 2014a,b; Koodalingam et al., 2014). Les mémes résultats ont
été obtenus aprés application de la méme molécule sur un Névroptére Ceraeochrys aclaveri
(Scudeler & Santos, 2013) et sur D. melanogaster (Anjum et al., 2010; Boulahbel et al.,
2015). La toxicité de 1’azadirachtine (Neem Azal) a été rapportée également chez d’autres
especes de Diptéres, comme le moustique Ae. aegypti, ou la CLso (4,77 ppm) révéle une forte

sensibilité de cette espéce (Koodalingam et al., 2014).
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La littérature a cité également I’efficacité de cette molécule chez les Lépidoptéres comme
Tuta absoluta avec une CLso de 10,09 ppm (Tomé et al., 2013) et Galleria mellonella avec
une CLso de 16,56 ppm (Er et al., 2017), chez les Hémipteres comme Nilaparvata lugens avec
une CLso de 0,47 ppm (Senthil-Nathan et al., 2008) et Diaphorina citri avec une CLso de 5,4
ppm (Santos et al., 2015) ou encore chez les Hyménoptéres comme Habrobracon hebetor
avec une CLso de 43,5 ppm (Abedi et al., 2014b). Par ailleurs, I’azadirachtine inhibe le taux
de I’exuviation nymphale chez P. interpunctella (Lynn et al., 2012) et réduit de maniere
significative 1’émergence des adultes chez Helicoverpa armigera (Ahmad et al., 2015).
D’autres travaux indiquent que les concentrations d’inhibition de la mue adulte (Clzs et Clso),
sont de I’ordre de 677 et 1170 ppm pour I’huile de Neem et de 595 et 1106 ppm pour le Neem
Azal respectivement chez D. melanogaster (Boulahbel et al., 2015). Il a une sélectivité
remarquable, et ne présente aucune toxicité a 1’égard des vertébrés méme avec de trés fortes
concentrations (Mordue et al., 2005). La toxicité de ce composé peut étre dlie a son action
neurotoxique ce qui a été signalée chez D. melanogaster et qui pourrait éventuellement
interférer avec divers processus endocrinologiques et physiologiques de I’insecte (Qiao et al.,

2014) et son pouvoir anti-appétant (Aribi et al., 2020).

L’HE de Citrus et I’azadirachtine présentent donc une option plus sdre avec des propriétés

insecticides et insectifuges prometteuses (Kim et al., 2003; Aribi et al., 2020) (Tableau 34).

Tableau 34. Effet insecticide de certaines HEs a 1’égard de différentes espéces de Coléoptéres,
ravageurs des denrées stockeées.

Plantes Famille Espéce CL (ppm) Références
S. granarius ~ CLso: 367,75
ClLgo: 508,91
Citrus sinensis Rutaceae T. castaneum CLso: 391,28  Mahmoudvand et al. (2011)
CLgo: 482,70
C. maculatus ~ Clso: 223,48
CLgo: 332,80
Petroselinum sativum Apiaceae C. maculatus ClLs: 489,5  Massango et al. (2017)
Eletaria cardamomum Zingiberaceae T. castaneum  Clso: 3,344
C. maculatus CLsp: 0,179
Cinnamomum aromaticum Lauraceae T.castaneum Clso: 0,109 Tarigan & Harahap (2016)
C. maculatus ClLsp: 0,132
Myristica fragrans Cordycipitaceae T. castaneum  Clso: 3,584
C. maculatus ClLsp: 0,214
Azadirachta indica Meliaceae T. castaneum CLso: 0,8 Gowri et al. (2018)
Beauveria bassiana Cordycipitaceae CLso: 0,356
Millettia pinnata Fabaceae C.chinensis  CLso: 0,139  Tarikul et al. (2017)
Swietenia Mahagoni Meliaceae CLso: 0,174
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Clso: 24.33
Citrus limonum [ ebeolie Cly 39,20
S. littoralis S * 68,10
CLg0:101,52  Zarrad et al. (2013)
Rutaceae T. absoluta G0 14,68
Citrus aurantium . Hlbeg 301
S. littoralis S0 9549
CLgo 186,09
Citrus reticulate CLsp :143,09
Citrus limon Rutaceae C. maculatus _ClLso:169,78  Saeidi et al. (2014)
Citrus aurantium Cls :110,13
Thuja orientalis Cupressaceae S. granarius gtzg : 18473 , Hamzaetal. (2016)
Tugenia aromatic Myrtaceae CLso :0,62
Pimpinella anisum Apiaceae CLso :0,39
Matricaria recutita Asteraceae ) Clso:0,74 El Makarem et al. (2017)
Cuminum cyminum Apiaceae S.granarius “c’. "0 84
Ocimum basilicum Lamiaceae CLso:0,64
Lupinus albus Fabaceae CLso :0,88

4.4. Effet répulsif des traitements

Les composés phytochimiques représentent une large gamme de composés référentiels qui
ont éte utilisés depuis longtemps pour contréler les dommages causés par les insectes et qui
possedent plusieurs activites : insecticide, répulsive, anti-appétante et régulatrice de la
croissance (Mundi & Alhassan, 2012). lls affectent les principales fonctions métaboliques,
biochimiques, physiologiques et comportementales des insectes (Mann & Kaufman, 2012), et
peuvent bloguer également les voies respiratoires, entrainant l'asphyxie et la mort des
ravageurs (Kaufmann & Briegel, 2004; Rotimi et al., 2011).
La répulsion est un mécanisme de défense exercé par les plantes contre les insectes
(Jayakumar et al., 2017b; Adjou et al., 2019). Ce phénoméne physiologique peut étre utilisé
pour lutter contre les dégats causés par ces insectes ravageurs. Les plantes aromatiques et
leurs HEs agissent par répulsion en émettant des substances volatiles (terpénes) qui
constituent une barriere empéchant les insectes et les autres arthropodes de se mettre en
contact avec la surface de 1’hote (Brown & Herbert, 1997). Les substances répulsives agissent
localement ou a distance empéchant un insecte de voler, d’atterrir ou de piquer un animal ou
I’Homme (Blackwell et al., 2003; Nerio et al., 2009; Sendi & Ebadollahi, 2013). La toxicité et
le potentiel répulsif des composés phytochimiques a 1’égard des ravageurs dependent de
plusieurs facteurs tels que la composition chimique des huiles et la sensibilité de I'insecte
(Casida & Quistad, 1995). Les effets répulsifs des HEs volatiles en font un candidat attractant

pour contrOler les ravageurs des grains stockés dans le systétme de stockage post-récolte
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traditionnel (Mishra et al., 2012). Les monoterpénoides ont été considérés comme agents
potentiels de lutte antiparasitaire, car ils sont extrémement toxiques pour les insectes des
denrées stockées et possédent des propriétés repulsives (Watanabe et al., 1993), bien que les
phénols aient peu d'importance comme répulsifs en raison de leur non volatilité (Debboun et
al., 2015).

Nos résultats montrent que le citron a un pouvoir répulsif plus important vis a vis des adultes
de S. granarius par rapport a ’azadirachtine et la combinaison. Plusieurs travaux ont mis en
évidence I’activité répulsive des extraits d’une multitude d’espéces de plantes a I’égard des
ravageurs des denrées stockées (Akhtar et al., 2013; Bilal et al., 2015; Mossa, 2016; Plata-
Rueda et al., 2018) (Tableau 35). Dans ce contexte, Tine et al. (2017) ont montré que
’azadirachtine a un effet répulsif vis-a-vis des adultes de R. dominica. Des résultats similaires
ont été obtenus chez Tetranychus urticae traité par I’azadirachtine (Marc¢i¢ & Medjo, 2015) et
chez Bactrocera cucurbitae traitée par l'extrait d’A. indica (Hossain & Khalequzzaman,
2018). Les résultats de Hanif et al. (2016) ont également montré une activité répulsive de
l'azadirachtine vis-a-vis de Tribolium castaneum et de R. dominica avec des taux de 77,66%
et 81,48% respectivement. Des études antérieures ont montré que lazadirachtine est
hautement toxique et répulsive contre les insectes, méme a des concentrations faibles (Mordue
et al., 2005). Perera et al. (2016; 2018) ont rapporté que l'application des feuilles de Ruta
graveolens et Azadirachta indica seule et combinée a induit une activité répulsive contre
Sitophilus zeamais. Dans d'autres études, I’exposition du charangon du riz, Sitophylus oryzae
au Psidium guajava, Citrus reticulata, Citrus limon, Citrus sinensis et Azadirachta indica a
provoqgué des effets répulsifs avec une relation dose-réponse (Akhtar et al., 2013).

Les travaux de Hamdani (2012) réalisés sur 4 espéces de Rutacées a 1’égard des adultes
d’Acanthoscelides obtectus, ont montré que I’HE de bigaradier est la plus répulsive avec un
pourcentage de répulsion de 70% contre 50% pour le citronnier, 42,5% pour le
pamplemoussier et 17,5% pour I’oranger. Nerio et al. (2009) ont évalué I’effet répulsif de 7
HEs sur S. zeamais (Coleoptera, Curculionidae) ; ils ont montré que les HEs de Lippia
origanoides (Verbenacées), Eucalyptus citriodora (Myrtacées) et Tagetes lucida (Astéracées)
sont les plus répulsives a des doses variant entre 0,063 et 0,503 ml/cm? par rapport aux autres
huiles. Par ailleurs, Odeyemi et al. (2008) ont signalé dans leurs travaux sur S. zeamais, un
taux de répulsion de 100% apres application de ’'HE de Mentha longifolia. De plus, Psidium
guajava a présenté un potentiel répulsif trés important, probablement attribué a la présence de
certains monoterpénoides aromatiques qui représentent les principaux constituants de la

famille des Myrtacées (Isman, 2000).
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Les travaux de Ben-Jemaa et al. (2012) ont révélé une activité répulsive de ’'HE du Laurier a
I’égard de R. dominica et T. castaneum, méme a des doses faibles de 0,04pl/cm?, avec
I’efficacité du laurier marocain (87,5%) contre 62,5% et 57,5% pour le laurier tunisien et
algérien respectivement. Plusieurs études ont également mis en évidence les propriétés
répulsives de Cupressus sempervirens (98%) et d’Eucalyptus saligna (98%) contre S. zeamais
et T. confusum (Tapondjou et al., 2005), de Mentha longifolia (85%) contre les adultes de C.
chinensis (Kumar et al., 2009) et de Juniperus polycarpus et Juniperus sabina contre T.
confusum (Khani et al., 2017).

Papachristos & Stamopoulos (2002) ont montré que les HEs de 13 plantes aromatiques telles
que Thuja orientalis, C. sinensis, P. terebinthus, M. viridis, E. globulus, M. microphylla, R.
officinalis et L. hybrida, ont manifesté des effets répulsifs importants contre Acanthoscelides
obtectus. Ces auteurs ont remarqué que les HEs les plus toxiques exhibent au méme temps des
effets repulsifs contre cet insecte. Ce pouvoir répulsif est dépendant de la concentration et de
la durée d’exposition et pourrait étre attribué a des taux ¢€levés des composés majoritaires tels
que le Limoneéne et le Citral. Un certain nombre d'huiles essentielles présentent également une
activité répulsive contre divers insectes ravageurs (Traboulsi et al., 2005; Shaaya &
Kostyukovysky, 2006; Kalita & Bhola, 2014; Nascimento et al., 2017).

Les HEs de Citrus sinensis et Picea abies ont montré une activité répulsive notable contre T.
molitor (Wang et al., 2015). Cette action a été egalement affichée contre T. molitor par les
feuilles d'Origanum vulgare et d'Eucalyptus globulus, ainsi que les huiles essentielles de
Juniperus communis, P. abies, Pterocarpus santalinus, C. sinensis et C. aurantiifolia. Les
travaux de Martynov et al. (2019) ont montré que les HEs de Rosmarinus officinalis,
Melaleuca alternifolia, Lavandula angustifolia et Cinnamomum verum présentaient des
propriétés répulsives a 1’égard de Tribolium confusum tandis que les HEs de Juniperus
communis et Citrus sinensis avaient un effet attractif sur les ravageurs. Cosimi et al. (2009) a
testé I’efficacité répulsive des HEs extraites de Laurus nobilis, Citrus bergamia et Lavandula
hybrida a 1’égard des adultes de S. zeamais, Cryptolestes ferrugineus et les larves de Tenebrio
molitor. Ils ont touvé que Citrus bergamia est ’espéce qui a un potentiel répulsif le plus élevé
contre S. zeamais apres 24 h de traitement.

Mishra & Tripathi (2011) ont étudié la répulsion de différentes huiles contre S. oryzae et T.
castaneum. A une concentration testée de 0,2% d'huiles essentielles de S. aromaticum, A.
marmelos, C. sativum et C. reticulate, leur répulsion est de I’ordre de 90,0%, 85,0%, 83,3% et

78,3% pour S. oryzae, et 90,0%, 86,6%, 83,3% et 80,0% pour T. castaneum respectivement.
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Les réponses comportementales des charancons adultes aux essais biologiques ont permis de
déterminer les effets attractifs de I’huile d’Humulus lupulus d’une maniére dose-réponse,
indiquant leur efficacité a perturber l'orientation des insectes vers le substrat (Paventi et al.,
2020).

Une étude a prouvé que I'HE de Cymbopogon flexuosus a une concentration sublétale
manifeste une activité répulsive contre Blattella germanica (Rahayu & Mairawita, 2018). Il a
été suggéré que l'exposition a I'HE peut modifier le comportement des insectes et, par
conséquent, affecter l'efficacité insecticide (Francikowski et al., 2019). Dans le méme
contexte, Wang et al. (2014) ont montré une répulsion de 66,5, 80,3, 71,5 et 90,4% de C.
limonum, Litsea cubeba, Cinnamomum cassia et Allium sativum, respectivement contre
Alphitobius diaperinus (Coleoptera : Tenebrionidae). Des études antérieures ont prouvé
l'activité répulsive des HEs contre les ravageurs des denrees stockées (Chen et al., 2018;
Francikowski et al., 2019). Des observations similaires ont éte faites aprés l'application de
certains extraits de plantes qui ont révélé des effets répulsifs importants sur Sitophilus oryzae :
tels que Pimpinella anisum, Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon nardus, Eucalyptus
globulus, Pelargonium graveolens, Lavandula officinalis, Rosmarinus officinalis et Vetiveria

zumayakarioides (Jayakumar et al., 2017Db).

Tableau 35. Activités répulsives de certaines plantes a ’égard de quelques especes de ravageurs des

denrées stockées.

Bioinsecticides Espéces PR (%)  Reéférences
Azadirachta indica Sitophilus zeamais 74,00 Perera et al. (2018)
Tribolium castaneum 74,25

Melia azadarach Rhyzopertha dominica 74,23
Trogoderma granarium 60,48 )
Hanif et al. (2016)
Tribolium castaneum 70,80
Datura stramonium Rhyzopertha dominica 72,51
Trogoderma granarium 76,63
Psidium guajava 78,43
Citrus reticulata 53,89
Sitophilus oryzae ———————— Akhtar et al. (2013
Citrus limonum P y 51,25 ( )
Citrus sinensis 50,91
Azadirachta indica 46,45
Azadirachta indica Sitophilus zeamais 47,00 Perera et al. (2016)
Citrus limonum Tenebrio molitor 75,00 Wang et al. (2015)

72

—
| —



Discussion

Citrus nobilis 86,67
Callosobruchus maculatus —_____ Harshani & Karunaratne (2019)
Citrus medica 65,00
Azadirachta indica Tribolium casteanum 44,00 Nova et al. (2020)
Azadirachta indica Sitophilus zeamais 100 Mansoor et al. (2018)
Citrus limonum 60,00
Callosobruchus maculatus —___ Boodram & Khan (2019)
Citrus aurantifolia 32,00
Rhyzopertha dominica 87,51 )
Azadirachta indica Joshi et al. (2019)
Tribolium casteanum 97,81
Azadirachtin Rhyzopertha dominica 95,00 Tine et al. (2017)

4.5, Effet du traitement sur les biomarqueurs

Les xénobiotiques naturels et synthétiques sont metabolisés par un systéeme de détoxication
qui est divisé en trois phases (Liska, 1998; Li et al., 2007). La phase | se compose de
cytochrome P450, des enzymes qui introduisent des groupes réactifs ou polaires dans les
xénobiotiques (Le Goff et al., 2003; Bernhardt, 2006). Ces enzymes offrent une protection
initiale aux insectes contre les insecticides (\Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Le Goff et
al., 2003; Bernhardt, 2006; Daborn et al., 2007). Le systeme de la phase 1l se compose de
plusieurs enzymes, notamment les glutathion-S-transférases (GSTs) qui sont impliquées dans
la conjugaison des composes modifiés en composés polaires (Liska, 1998; Nho & Jeffery,
2001). Les GSTs des insectes baseés sur la localisation cellulaire, sont classées en deux
groupes, cytosolique et microsomal. Le groupe cytosolique est en outre subdivisé en six
classes dont Delta et Epsilon sont les sous-classes uniques présentes uniquement chez les
insectes (Sheehan et al., 2001; Ranson et al., 2002; Ketterman et al., 2011). Au cours de la
phase Il1, les transporteurs ABC ou transporteurs a cassettes liant I'ATP (ATP Binding
Cassette) appartiennent a l'une des plus grandes familles de protéines de transport qui
déplacent les produits hydrophiles générés en phase Il a travers la membrane plasmique en
hydrolysant la molécule d'’ATP comme source d'énergie (Dermauw & Van Leeuwen, 2014).
Ces transporteurs ont la capacité d'éliminer directement les toxines hors des cellules sans

aucune modification enzymatique (Sarkadi et al., 2006; Doring & Petzinger, 2014).

Le systeme de défense antioxydant est présent chez toutes les cellules aérobiques, neutralisant
les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogene et/ou le métabolisme des
xénobiotiques (Winston & Di Giulio, 1991). L’activité du systéme antioxydant peut subir une

augmentation ou une inhibition sous I’effet d’un produit toxique ou un polluant, ces deux
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types de réponse dépendent de la durée d’exposition d’une part et de la sensibilité de 1’espéce
exposée d’autre part (Sifi, 2009). L’induction du systéme de défense antioxydant peut étre

considérée comme une adaptation de ’organisme a un environnement pollué (Droge, 2002).

Quatre types d'enzymes de détoxication réagissent contre les insecticides botaniques y
compris les estérases générales (EST), la glutathion S-transférase (GST) et les phosphatases
(Zibaee, 2011).

4.5.1. Effet sur I'activité spécifique des GSTs

Les GSTs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans 1’étape de conjugaison du
« glutathion réduit » a un grand nombre de xénobiotiques (Boyer, 2006). Elles sont surtout
localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et des muscles alaires (Haubruge &
Amichot, 1998). Ceci résulte en synthése d’un acide mercapturique qui est ensuite facilement

éliminable.

Les glutathion-S-transférases (EC : 2.5.1.18) ont un réle important dans la détoxication des
substances xénobiotiques exogenes ou endogenes (Sau et al., 2010), en catalysant la
conjugaison de ces substances avec le groupement thiol du glutathion endogene (Jakoby &
Habig, 1980; Chelvanayagam et al., 2001; Boyer, 2006; Walters et al., 2009; Ebadollahi et
al., 2013). Le role majeur des GSTs est de convertir des composés lipophiles en molécules
hydrophiles facilement excrétables (Habig et al., 1974). Elles jouent un réle important dans la
physiologie du stress, le transport intracellulaire et dans les différentes voies de biosynthese
(Oppenoorth et al., 1977; Kao & Sun, 1991; George, 1994; Sun et al., 2001). Le role
physiologique des GSTs dans la protection de 1’organisme contre de nombreux toxiques a été

démontré chez les insectes ravageurs (Louat, 2013).

Chez les insectes, I’augmentation de cette enzyme traduit une mise en place du processus de
détoxication qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Clark, 1989) et elle
est directement reliée avec la résistance aux organochlorés, organophosphoreés et divers autres
insecticides (Hemingway et al., 1985; Grant & Matsumura, 1989; Chiang & Sun, 1993;
Lagadic et al., 1993; Valles & Yu, 1996). Mais la diminution des GSTs peut étre liée a
I’implication de cette enzyme dans la biosynthése des hormones et aussi dans le transport

intracellulaire (Enayati et al., 2005; Board & Menon, 2013).

Dans la présente étude, I’activité spécifique des GSTs chez les adultes de S. granarius,

traitées aux insecticides, a augmenté d’une maniére significative a différentes périodes, par
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rapport aux témoins. Des résultats similaires sont observés par Tine et al. (2017) et qui ont
montré que ’azadirachtine peut augmenter significativement l'activité des GSTs chez les
adultes de Rhyzopertha dominca. L’augmentation de cette activité a été notée également chez
d’autres insectes traités, avec différentes formulations commerciales d’azadirachtine, comme
chez les larves de Xanthogaleruca luteola (Coléoptere) traitées avec 1’Achook (Valizadeh et
al., 2013), chez les adultes de Blattella germanica traités avec 1’azadirachtine (Saci, 2006 ;
Tine, 2013) ou encore chez les larves de H. armigera (Lepidoptére) traitées avec I’huile de
Neem (War et al., 2014). De plus, Vanhaelen et al. (2001) ont signalé que les métabolites
secondaires du Brassicacae induisent I’activation des GSTs chez Myzus persicae et chez
plusieurs especes de Iépidopteres, telles que Heliothis virescens, Trichoplusia ni et Anticarsia
gemmatalis. Des résultats similaires ont été également signalés chez Zonocerus variegatus
exposé a I’extrait d’Ocimum gratissimum (Adeyi et al., 2015), chez Glyphodes pyloalis traitée
a ’extrait d’Artemisia annua (Khosravi et al., 2011), et chez Eurygaster integriceps exposée a
Iextrait d” A. annua (Zibaee & Bandani 2010), chez Tribolium castaneum traité a ’'HE
d’Artemisia dracunculus (Shojaei et al., 2017) et chez Myzus persicae traité par les huiles

extraites de certaines plantes de la famille des Asteraceae (Czerniewicz et al., 2018).

Par contre, une réduction de l’activité des GSTs a été notée chez les larves L3 de T.
castaneum et C. maculatus traitées aux HEs de cardamome, de cannelle et de muscade
(Tarigan & Harahap, 2016), chez les larves de Tribolium castaneum traitées a 1’huile
d’Agastache foeniculum (Ebadollahi et al., 2013), chez les larves de Culex quinquefasciatus
traitées a I’HE de Citrus grandis (Mahanta et al., 2017) et chez les larves de T. castaneum
traitées aux HEs de six plantes : Allium sativum, Mentha piperita, Ocimum basilicum, Thymus

vulgaris, Sesamum indicume et Chamaemelum nobile (El-Aziz et al., 2009).

L’accroissement de I’activité spécifique de la GST peut provenir soit d’une modification de la
conformation de 1’enzyme la rendant plus efficace soit d’une production accrue de cette
protéine, pouvant parfois représenter jusqu’a 12% des protéines totales. Cette surproduction
peut étre due également a une modification d’un gene régulateur controlant le degré
d’expression de I’enzyme, et & une augmentation du nombre de copies du gene qui code pour

ces enzymes (Cédric, 2008).
4.5.2. Effet sur le taux de la GSH

Le glutathion (GSH) est un tripeptide soluble dans I’eau, constitué de trois acides aminés ;

glutamate, cystéine et glycine (L-y -glutamyl-L cysteinyl glycine), produit naturellement dans
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le corps (Meister & Anderson, 1983; Noctor et al., 1998; Kim et al., 2005). Il existe sous deux
formes, oxydée GSSG et réduite GSH, et ses enzymes comprennent la glutathion peroxydase
(GPx) et la glutathion S-transférase (GST) qui sont impliquées dans la détoxication (Yu,
1994; Kizek et al., 2004; Zehnalek et al., 2004).

Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique qu’il peut étre transporté et/ou produit
dans d'autres compartiments cellulaires. La GSH joue un r6le majeur dans le processus de
défense intracellulaire. C’est le principal systeme impliqué dans la détoxication des ions
peroxyde et dans la lutte contre le stress oxydatif (Gannagé-Yared et al., 1998). En plus, la
GSH joue un role dans d’autres réactions cellulaires, comme le métabolisme, la croissance
cellulaire, la régulation des activités enzymatiques, la régulation du cycle cellulaire, la
transduction du signal, I'expression des genes, la régulation des protéeines, l'apoptose, et
empéche le dommage de I’ADN et les autres macromolécules par la réduction des
ribonucléotides en désoxyribonucléotides (Meister & Anderson, 1983; Shan et al., 1990;
Bounous & Gold, 1991; Barbaro et al., 1997; Wang & Ballatori, 1998; Sies, 1999; Penninckx,
2002; Kim et al., 2005; Lu, 2009).

Les résultats obtenus au cours de notre étude révelent une diminution significative du taux
de la GSH chez les séries traitées par le citron, ’azadirachtine et la combinaison avec un effet
marqué de I’azadirachtine et du citron a 1’égard de S. granarius, ce qui est en accord avec
plusieurs travaux réalisés. Cette diminution a €té notée chez les adultes de R. dominica (Tine
et al., 2017) et chez B. germanica traités au spinosad (Tine et al., 2015). Kiran et al. (2017)
ont observé également une réduction du taux de la GSH chez Callosobruchus chinensis et C.
maculatus aprés traitement a ’HE de Boswellia carterii. Les mémes observations ont été
faites chez S. oryzae et R. dominica traités a I’'HE de Gaultheria procumbens (Kiran &
Prakash, 2015). Dris (2018) a démontré que les HEs extraites a partir de trois plantes, L.
dentata, M. piperita et O. basilicum provoquent une réduction du taux de la GSH chez deux
especes de moustiques : Cs. longiareolata et Cx. pipiens. Nos résultats coroborent avec ceux
de Bouguerra (2019) qui ont démontré que les HEs de deux plantes, T. vulgaris et O. vulgare

diminuent le taux de la GSH chez Cx. pipiens.

En revanche, les travaux de Singh et al. (2017) mettent en évidence une augmentation du taux
de la GSH chez S. oryzae exposée a l'anhydride 2,3-diméthylmaléique et chez B. germanica

traitée par ’azadirachtine (Saci, 2006).
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La diminution de la GSH pourrait étre expliquée par une consommation accrue de ce
cofacteur par les GSTs afin de détoxifier les bioinsceticides. Cette diminution traduit une

réduction du systéme antioxydant non enzymatique (Tine, 2013).

4.5.3. Effet sur I’activité spécifique de la catalase

Les catalases (CAT : EC 1.11.1.6) sont des hémoprotéines tétramériques qui, avec un
atome de fer par sous-unité, ont une masse d’environ 240 KDa. Elles sont des enzymes
peroxysomales dont le rble est de prévenir les peroxydations des molécules biologiques
induites par I’eau oxygénée (H202). Elle sont impliquées dans la défense de la cellule contre
les effets toxiques du peroxyde d’hydrogene en catalysant sa décomposition en oxygene et
eau, ce qui limite les effets déléteres des espéces réactives a l'oxygéene (ROS) (Goyal &
Basak, 2010; Mamidala et al., 2011; Hu et al., 2012). Les systemes cellulaires de défenses
antioxydants dans les organismes biologiques sont altérés lorsqu’ils sont exposés aux
polluants environnementaux et aux pesticides ; cependant, les niveaux d’antioxydants dans les
organismes vivants peuvent augmenter de maniere a restaurer le déséquilibre causé par les
dommages oxydatifs (Yildirim et al., 2011). Les teneurs en enzymes antioxydants peuvent
donc étre utilisees comme biomarqueurs du stress oxydatif (Livingstone, 2001). L’activité de
la catalase n'est pas spécifique a un groupe de contaminants, mais au stress oxydatif et peut
étre induite par une large gamme de xénobiotiques (Badiou-Bénéteau et al., 2012; Chakrabarti
et al., 2015).

Les résultats obtenus chez les adultes de S. granarius, révele une augmentation
significative de I’activité de la catalase chez les traités comparativement aux témoins, avec un
effet marqué de I’azadirachtine. Cette augmentation de I’activité traduit une mise en place du
processus de détoxication qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Clark,
1989).

Nos résultats concordent avec ceux de Boulahbel et al. (2015), qui ont montré une
augmentation de I’activité de la catalase chez D. melanogaster traitée & I’azadirachtine et avec
ceux de Pinho et al. (2014) apres le traitement des mouches par I'HE de Psidium guajava. Une
augmentation du taux de la catalase de I’ordre de 30,29% et 38,82%, a été observee apres
24heures d’exposition a la CLsgp de I’'HE de Boswellia carterii chez C. chinensis et C.
maculatus respectivement (Kiran et al., 2017). Les travaux de Dris (2018) ont montré une
augmentation de ce biomarqueur chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens suite a un traitement
par les huiles de la lavande, du basilic et de la menthe poivrée. Par contre, une diminution de

l'activité de la catalase a été observée chez S. oryzae et R. dominica traités a I’'HE de
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Gaultheria procumbens (Kiran & Prakash, 2015), ce qui peut étre en raison de la production
accrue du radical anion superoxide (Kurutas et al., 2009; Sreejai & Jaya, 2010). Cette
diminution induit une accumulation de H20> toxique & la cellule, conduisant a la peroxydation

des lipides membranaires (Sharma et al., 2012).

4.6. Effet du traitement sur la composition biochimique

L'efficacité des extraits de plantes contre les insectes a été signalée dans plusieurs travaux
(Cetin & Yanikoglu, 2006; Negahban et al., 2007; Ayvaz et al., 2009; El-akhal et al., 2015;
2016); aussi bien sur le plan physiologique que biochimique (El-Bermawy & Fattah, 2000;
Renuga & Sahayaraj, 2009). Une panoplie d’études a montré que ces extraits affectent les
protéines nécessaires au développement, a la croissance et a l'accomplissement des activités
vitales des insectes (Yazdani et al., 2014). Les lipides qui font partie intégrante des parois
cellulaires des insectes, contribuent également a certaines fonctions telles que la synthése des
hormones juvéniles et la métamorphose des larves en pupes et en adultes..etc (Chapman &
Chapman, 1998; Timmermann & Briegel, 1999; Caroci et al., 2004) et les glucides qui
représentent une source d’énergic pour les organismes vivants, jouent un réle structural
(Wiens & Gilbert, 1967).

Les extraits de plantes peuvent engendrer des perturbations biochimiques exprimées sur le
plan quantitatif par une augmentation ou un déclin en différents métabolites (protéines,
carbohydrates, lipides) (Yazdani et al., 2013; Dris et al., 2017; Gnanamani & Dhanasekaran,
2017). La baisse de ces réserves a été justifiée dans des travaux antérieurs, par une
interférence des extraits avec les hormones régulatrices de la synthese des protéines et
I’accélération de leur dégradation (Ramakoteswara Rao et al., 1995; Sharma et al., 2011;
Vijayaraghavan et al., 2010; Gnanamani & Dhanasekaran, 2017), ainsi que [I’utilisation
excessive des réserves lipidiques et glucidiques pour produire de I’énergie (Sak et al., 2006;
Yazdani et al., 2014). Par contre, 1’él1évation du taux des différents métabolites a été souvent
expliquée par une glycogénolyse entrainant une hyperglycémie (Nath et al., 1997) ; et une
modification du taux lipidiques par le biais d’une peroxydation lipidique (Senthilkumar et al.,
2009).

Toutes ces modifications dans le profil biochimique témoignent du stress physiologique des
individus, qui dépend probablement de l'action de différents composés phytochimiques
contenus dans ces extraits (Sharma et al., 2011). Cependant, le mécanisme de ces produits

n'est pas compleétement connu. Par conséquent, il est essentiel d’étudier les modifications des
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substances biochimiques dans les échantillons traités avec des insecticides végétales (Sharma
et al., 2011). L’évaluation des paramétres biochimiques constitue un moyen majeur pour
déterminer le pouvoir toxique des bioinsecticides d’origine végétale et qui ont un grand intérét

dans le contréle biologique des insectes nuisibles (Sak et al., 2006).

4.6.1. Effet sur les protéines

Les protéines est un constituant important de la cellule et du systéme vivant, car les
différentes enzymes qui réalisent les cascades d'activités métaboliques dans les organismes
sont principalement des protéines (Preet & Sneha, 2011). Elles assurent diverses fonctions,
comme la régulation hormonale et le catabolisme enzymatique, et sont incorporées dans la
structure cellulaire en méme temps que les glucides et les lipides (Cohen, 2010; Sugumaran,
2010). Nécessaires au développement de I'organisme et a sa croissance pour réaliser ses
activités vitales (Yazdani et al., 2014; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015), les protéines jouent
un role fondamental dans l'organisme de toutes les espéces biologiques vivantes connues
(Mahler et al., 1968). Chez les insectes, les protéines et les acides aminés jouent un role
majeur durant les différentes phases de leur vie car ils sont caractérises par des niveaux trés
élevés (Chippendale, 1970). La teneur de l'insecte en protéines dépend de sa synthese et sa
dégradation (Gnanamani & Dhanasekaran, 2017). Cependant, elles peuvent étre inductibles a

la suite d'une exposition a des xénobiotiques (Haubruge & Amichot, 1998).

Nos résultats montrent que le traitement des adultes de S. granarius par I’huile de C.
limonum, I’azadirachtine et leur combinaison par fumigation et par ingestion, induit une
perturbation du contenu en protéines en le diminuant. Cela concorde avec les observations
d’Ali et al. (2017) qui ont révélé une réduction de la teneur en protéines totales chez les larves
de S. littoralis traitées avec les extraits dail et de citron et chez Choristoneura rosaceana
traitées avec de l'azadirachtine (Huang et al., 2004). Des résultats similaires ont été
enregistrés chez les larves de P. interpunctella et Helicoverpa armigera traitées a I'HE
d’Artemisia annua (Zamani et al., 2011; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015), chez les larves
de Plodia interpunctella apres traitement a 1’huile d’Artemisia khorassanica (Borzoui et al.,
2016), chez Helicoverpa armigera apres traitement a ’HE d’Azadirachta indica (War et al.,
2014), chez les larves de T. castaneum soumises a la fumigation avec Agastache foeniculum
(Ebadollahi et al., 2013), chez T. castaneum et C. maculatus (Tarigan & Harahap, 2016) et
chez Glyphodes pyloalis traitée a 1’huile de Lavandula angustifolia (Yazdani et al., 2013).

L'expression des protéines chez Spodoptera litura a été significativement diminuée apres
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traitement avec l'azadirachtine (Huang et al., 2004). Smirle et al. (1996) et Huang et al.
(2004) ont signalé que l'exposition des larves de lépidoptéres de Choristoneura rosaceana et
Spodoptera litura a des bioinsecticides puissants (huile de neem et azadirachtine) a entrainé
une réduction significative des concentrations de protéines. Ahmad et al. (2012) rapportent
que I’azadirachtine interfére ou bloque certaines voies nécessaires pour la synthése de ’ARN
ou méme un impact direct sur celui-ci. L’azadirachtine inhibe la synthese des protéines dans
plusieurs types de tissus via des enzymes telles que les trypsines de I’intestin moyen
(Timmins & Reynolds, 1992), les 20 hydroxy-monoxygénases du corps gras (Mordue et al.,
2005) et les enzymes de détoxification (Lowery & Smirle, 2000). La teneur en protéines
totales chez les larves de Plodia interpunctella traitées avec les concentrations létales (CL2s,
CLso et CLys) d’Artemisia annua est significativement réduite par rapport aux témoins
(Zamani et al., 2011). En outre, des résultats similaires ont été enregistres chez les
moustiques, suite a un traitement aux HEs de la lavande, de la menthe et du basilic (Dris,
2018), aux HEs du thym et de I’origan (Bouguerra, 2019), a I'A. annua et I’Azadirachta indica
(Sharma et al., 2011).

Par contre, des résultats opposes ont été observes chez les adultes de R. dominica traités a
I’azadirachtine (Tine et al., 2017), a ’Eucalyptus globulus et a I’Artemisia herba-alba (Aref
& Valizadegan, 2015) et chez les larves de Rhizotrogini traitées aux extraits hydroalcooliques
des feuilles de Nerium oleander (Madaci et al., 2008). Ces résultats contradictoires peuvent
étre dues aux différences de sensibilité chez les espéces ou le stade de développement

considéré (Ghoneim et al., 2003).

La réduction du contenu en protéines totales peut étre attribuée aux changements dans la
synthese de I'ADN, la faible assimilation des aliments et la faible absorption des acides
aminés apres exposition aux insecticides (Askar et al., 2016). Elle est également due a un ou
plusieurs facteurs, comme la réduction de la synthese des protéines, une interférence des
traitements avec les hormones régulatrices de la synthése des protéines ou une augmentation
de la dégradation des protéines pour détoxifier le principe actif présent dans ces
bioinsecticides (Ramakoteswara Rao et al., 1995; Vijayaraghavan et al., 2010; Sharma et al.,
2011) et enfin le besoin accru en énergie dans les conditions de stress peut conduire au
catabolisme des protéines (Gnanamani & Dhanasekaran, 2017). Donc la réduction des
réserves protéiques peut étre due a l'adoption physiologique de I'insecte pour compenser le
stress causé par les insecticides (Ribeiro et al., 2001) ou au mécanisme de production de

lipoprotéines pour renouveler les cellules et les tissus endommagés (Sak et al., 2006).
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4.6.2. Effet sur les réserves énergétiques et le taux d’épuisement

Durant le développement des insectes (larve, pupe et adulte), I’hémolymphe subit des
modifications métaboliques diverses (Sugumaran, 2010), afin de satisfaire les demandes
énergétiques sous un contrdle endocrine (Gade, 2004). En effet, ces fluctuations sont liées aux
différents états physiologiques de l'insecte tels que la mue, la nymphose et la diapause
(Nowosielski & Patton, 1965). Les insectes doivent accumuler un minimum d’¢léments
nutritifs pour survivre durant la métamorphose (Mirth & Riddiford, 2007). Les
macromolécules stockées dans le corps gras des insectes ont des réles de fournir de I'énergie
pour les processus biologiques dus au métabolisme de macromolécules accumulées comme
les protéines, le glycogéne et les triglycérides. Ces macromolécules sont utilisées dans des

situations comme le vol, la faim, l'alimentation et le stress.... etc (Ramzi et al., 2014).

L’exposition d’un organisme a un xénobiotique peut modifier la synthése de certains
constituants biochimiques et perturber leurs fonctionnalités (Rodriguez-Ortega et al., 2003).
Dans les etudes physiologiques, la determination des protéines totales et de nombreuses
macromolécules biochimiques, telles que les lipides et les glucides des individus traités par
des insecticides botaniques est important pour determiner le pouvoir toxique de ces derniers
(Sak et al., 2006; Yazdani et al., 2013; 2014; Gnanamani & Dhanasekaran, 2017).

Dans cette étude, une réduction significative a été trouvée dans les réserves energétiques
accumulées suite a un traitement par ’huile de citrus, 1’azadirachtine et la combinaison des

deux molécules.

Durant la métamorphose et le développement embryonnaire, les glucides jouent un double
réle au niveau de tous les tissus, structural (cellulose, chitine, acide hyaluronique) (Nation,
2008) et fonctionnel (Kaufmann & Brown, 2008). Ils représentent une source d’énergie pour
les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit sous forme de réserves
(glycogéne). Le taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux
évenements physiologiques tels que le vol, la mue, et la reproduction (Kaufmann & Brown,
2008). Le tréhalose est la fraction la plus importante des glucides circulants. Il joue un réle
métabolique de premier plan dans le cycle de développement (Steele, 1981) et constitue une
source énergétique essentielle en libérant le glucose sous I’action d’une enzyme, la tréhalase.
Sa concentration dans I'hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux processus : son
retrait pour les besoins énergétiques de l'insecte et son stockage dans le corps gras (Wyatt,
1967).

81

—
| —



Discussion

Nos résultats montrent une réduction significative des réserves énergétiques chez les adultes
de S. granarius aprés application du citron et de I’azadirachtine (seule et combinée) par
fumigation et par ingestion avec les deux concentrations testées (CL2s et CLso). De plus, on
note que I’azadirachtine est le traitement qui a plus d’effet sur ses réserves énergétiques quel

que soit le mode d’application.

Des résultats similaires ont été observés chez Spodoptera littoralis traité a 1’Azadirachta
indica et Citrullus colocynthis (Rawi et al., 2011), chez T. castaneum et C. maculatus traités
avec les HEs de cardamome, cannelle et muscade (Tarigan & Harahap, 2016), chez Plodia
interpunctella traité avec 1I’Artemisia Khorassabica et Vitex pseudo-negundo (Borzoui et al.,
2016) et chez Glyphodes pyloalis exposé a un extrait d’A. annua et R. officinalis (Khosravi et
al., 2010; Yazdani et al., 2013). De plus, les travaux d’Ebadollahi et al. (2013) ont signalé une
diminution de la teneur en glucides totaux chez les larves de T. castaneum traitées par
fumigation avec 1’huile d’A. foeniculum. Par ailleurs, la teneur en glucides chez les larves de
P. interpunctella et Helicoverpa armigera traitées avec I’HE d’A. annua est significativement
diminuée aprées 24 h d’exposition (Zamani et al., 2011; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015).
Les mémes observations ont été signalées chez les larves d’Ephestia kuehniella traitées avec
I’huile de Teucrium polium (Lamiaceae) (Shahriari et al., 2017) et chez les larves de G.

pyloalis traitées avec I'extrait d'A. annua (Khosravi et al., 2010).

Plusieurs travaux ont montré également une perturbation des réserves glucidiques chez
plusieurs espéces d’insectes traitées par les HES extraites de différentes plantes (Sak et al.,
2006; Razak & Sivasubramanian, 2007; Vijayaraghavan et al., 2010; Sneha & Preet, 2016;
Dris, 2018; Bouguerra, 2019; Guenez, 2020; Seghier et al., 2020). En revanche, les larves de
Spodoptera littoralis traitées par les huiles d’Allium sativum et de Citrus limonum montrent

une augmentation de la teneur en glucides (Ali et al., 2017).

La déplétion du glucose peut étre due aux conditions de stress imposées a ces insectes qui ont
besoin plus d'énergie, donc le glucose sera métabolisé pour couvrir les dépenses énergétiques
via une induction par des neuropeptides (Gade, 2004; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015). Elle
peut étre due également a une accélération de la glycogénolyse au niveau du corps adipeux,
au transport du glycogene du corps gras a I'hémolymphe en réponse a I'épuisement

énergétique lorsque les individus sont exposés a des toxines (Zibaee, 2011).

Le corps gras joue un r6le majeur dans la vie des insectes. C'est un tissu dynamique impliqué

dans de multiples fonctions métaboliques. L'une de ses fonctions est de stocker et de libérer
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de I'énergie en réponse aux besoins énergétiques de l'insecte. Les insectes stockent les
réserves d'énergie sous forme de glycogene et de triglycérides dans les adipocytes, la
principale cellule adipeuse du corps (Arrese & soulages, 2010). Les lipides sont considerés
comme la source d’énergie la plus importante chez les insectes (Beenakers et al., 1985). Le
métabolisme des lipides est essentiel a la croissance et a la reproduction et fournit I'énergie
nécessaire pendant les périodes prolongées de non-alimentation (Arrese & Soulages, 2010).
Cette réserve semble étre la résultante d’un équilibre entre la nutrition et la demande
énergétique pour différents processus comme la croissance (Beenakkers et al., 1981). Chez
Tribolium confusum, le maximum d’acides gras est observé au stade larvaire (activité
locomotrice) et au stade adulte (activité locomotrice et maturité sexuelle), durant lesquels le
métabolisme est le plus intense (Beaudoin & Lemonde, 1970). La conservation des lipides se
produit pendant la période larvaire car ils liberent une énergie élevée necessaire a la
métamorphose (Zamani et al., 2011). Toute perturbation de composés biochimiques

importants a un effet direct et indirect sur les adultes résultants (Sak et al., 2006).

Dans la présente étude, les résultats obtenus montrent que les traitements appliqués par
fumigation et par ingestion sur les adultes de S. granarius affectent le contenu en lipides.
Ceux-ci sont en accord avec ceux obtenus par Tine et al. (2017) qui ont constaté une
réduction de ce contenu chez les adultes de R. dominica aprés traitement a 1’azadirachtine
avec la CLyo et la CLs. War et al. (2014) ont observé également une diminution de ce
contenu chez Helicoverpa armigera apres traitement a I’HE d’Azadirachta indica. Tarigan &
Harahap (2016) ont trouvé que les HEs de cardamome, cannelle et muscade diminuent le taux
de lipides chez T. castaneum et C. maculatus. Les travaux de Borzoui et al. (2016) montrent
également que les HEs extraites de A. khorassanico et V. pseudo-negundo affectent le contenu
en lipides chez les larves L4 de P. interpunctella. Par ailleurs, la teneur en lipides chez les
larves de P. interpunctella et d’Helicoverpa armigera traitées par I’HE d’A. annua est
significativement diminuée aprés 24heures de traitement (Zamani et al., 2011; Mojarab-
Mahboubkar et al., 2015). Ce composé a été également réduit chez les larves de G. pyloalis
traitées a I'huile de L. anustifolia (Yazdani et al., 2013) et a I'extrait d’A. annua (Khosravi et
al., 2011). Ebadollahi et al. (2013) ont signalé que la teneur en lipides totaux a diminué chez
les larves de T. castaneum soumises a un traitement par fumigation avec A. foeniculum. Les
quantités de triglycérides chez les larves d’Ephestia kuehniella traitées au Teucrium polium
(Lamiaceae) ont diminué significativement par rapport aux témoins (Shahriari et al., 2017).
Une réduction significative de sucre (93,98%), de glycogene (94,47%) et de lipides (25,58%)
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a été observée également chez les larves d’Aedes aegypti traitées avec une concentration
sublétale de 20 ppm d'alun de potasse brut (Preet & Sneha, 2011). Par ailleurs, I’application
de Citrullus colocynthis (Cucurbitaceae) a réduit la quantité de glycogéne et de triglycérides
chez Ectomyelois ceratoniae (Lepidoptera : Pyralidae) (Ramzi et al., 2014). Des résultats
similaires ont été observés chez les moustiques traités par différentes plantes, telles que le
basilic, la menthe poivrée et la lavande (Dris, 2018), le thym et I’origan (Bouguerra, 2019), la
menthe pouliot et le laurier (Guenez, 2020) et I’huile de neem (Sneha & Preet, 2016). En
revanche, Askar et al. (2016) signalent que I'application de I'huile de girofle sur les adultes de

S. oryzea, S. zemais et S. granarius a augmenté les niveaux de lipides.

L'épuisement des lipides apres traitement aux insecticides pourrait étre dd & une altération de
leurs synthése (Klowden, 2007), a un dysfonctionnement hormonal qui contréle le
métabolisme lipidique (Steele, 1981), a l'utilisation de cette réserve métabolique (Sak et al.,
2006), a la formation des lipoprotéines, a la réparation des dommages cellulaires et a
l'augmentation de la lipolyse pour fournir de 1’énergie (Steele, 1985; Lohar & Wright, 1993).
Une perturbation des activités physiologiques et métaboliques par I'action de ces traitements

expliquait la mortalité de cet insecte.

Au cours de notre étude, les traitements appliqués ont tous influencé les réserves
énergétiques, bien qu'il y ait eu des variations dans le degré d'épuisement de ces réserves.
L'épuisement des réserves de glucides et de lipides s'est avéré dépendant du temps et de la
concentration, c'est-a-dire qu'une baisse maximale a été observee a 72 h suivies de 48 et 24 h
apres traitement. Une réduction similaire de ces réserves énergétiques a été observée dans des
études antérieures portant sur différents types de facteurs de stress : environnemental (Muturi
et al., 2011), nutritionnel (Vantaux et al., 2016), chimique (Preet & Sneha, 2011; Rivero et
al., 2011) ou d’origine végeétale (\VVinayagam et al., 2008; Senthilkumar et al., 2009).

4.7. Persistance de ’activité biologique des traitements

La détermination de la persistance des HEs est une information majeure pour
I’optimisation des biopesticides d’origine végétale dans le sens qu’elles permettraient une

utilisation pratique des HEs dans la protection post récolte (llboudo et al., 2010).

La composition chimique d'une HE ainsi que la sensibilité de la cible contrélaient la durée de
son activité insecticide (Obeng-Ofori et al., 1997). Les monoterpénes sont les composes les

plus actifs qui maintiennent l'efficacité insecticide des HEs (Ngamo et al., 2007). En raison de
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leur forte volatilité, l'activité des HEs diminue avec le temps d'exposition. Dans la présente
étude, nos résultats montrent une différence de persistance de Dactivité biologique des
insecticides. La combinaison du citron et de 1’azadirachtine est le traitement qui persiste le

plus, comparativement au citron seul et a I’azadirachtine seule.

La persistance des biopesticides est le résultat de nombreux facteurs tels que la forte volatilité
des composés, leur dégradation rapide et l'oxydation potentielle des hydrocarbures
sesquiterpéniques (llboudo et al., 2010). La volatilité des HEs et leur photosensibilité limitent
leur durée de conservation, ce qui rend difficile leur utilisation a grande échelle (Campos et
al., 2016).

Par ailleurs, la persistance de lactivité insecticide de I'HE est corrélée a sa composition
chimique et a la sensibilité de l'organisme nuisible visé aux composes actifs de cette huile
(Obeng-Ofori et al., 1997), comme cela a été suggére par Ngamo et al. (2007) qui ont étudié
la persistance de trois HEs, Annona senegalensis, Hyptis spicigera et Lippia rugosa vis-a-vis
de 4 ravageurs de denrées stockées dont S. zeamais, S. oryzae, C. maculatus et T. castaneum.
Les HEs peuvent se degrader naturellement a des vitesses variables au cours du temps. Cette
dégradation pourrait €tre accentuée sous I'influence de certains facteurs de 1’environnement
comme la température et la lumiere (Isman, 2000; Lobstein et al., 1983; Miresmailli & Isman,
2006). llboudo et al. (2010) a montré que la temperature elevée provoque une diminution
considérable de I’activité adulticide des HEs d’Ocimum americanum, Hyptis suaveolens,
Lippia multiflora et Hyptis spicigera, quel que soit I’huile apliquée. Ce résultat suggére que la
température inhibe ou altere les composés chimiques des HEs responsables de leur toxicite.

La dénaturation de ces HESs par la température est bien connue (Lobstein et al., 1983).

L’efficacité résiduelle des HEs peut étre expliquée par le composant chimique actif de
l'espéce végétale utilisée. La forte volatilité et la dégradation rapide des composés actifs des
HEs sont probablement a I’origine de la perte de leur activité biologique. Les composes actifs
qui maintiennent l'efficacité insecticide des HEs sont les monoterpenes (Miresmailli & Isman,
2006; Ngamo et al., 2007; Heydarzade & Moravvej, 2012; Akami et al., 2016). Il a été
suggeré que l'oxydation des composés mono- et sesquiterpéniques pourrait entrainer la perte
de I’activité biologique de ces huiles (Ngamo et al., 2007; Ilboudo et al., 2010; Heydarzade &
Moravvej, 2012). Les HEs a forte teneur en composés hydrogénés sont les plus sensibles a
l'oxydation et perdent leur activité plus rapidement que celles contenant principalement des

composés oxygénés (Huang & Ho, 1998; Regnault-Roger et al., 2002).
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Des recherches réalisées sur plusieurs plantes aromatiques dans le nord du Cameroun ont
montré que I’espéce végétale qui a un fort taux de persistance, c’est celle qui contient une
proportion la plus élevée de molécules oxygénées telles que les monoterpenes et les
sesquiterpénes oxygenes (Jirovetz et al., 2000; Ngamo et al., 2007; Goudoum et al., 2013).
Ces auteurs estiment que les huiles les plus volatiles, riches en composés hydrogénés, sont
moins persistantes que celles qui renferment des composés oxygénés. En effet, la vitesse
d’oxydation des monoterpenes hydrogénés tels que le Sabinene et le 1,8-Cinéole est trés
rapide, ce qui induit une perte d’activité biologique des HEs (Kim et al., 2003). Les résultats
obtenus par Habiba et al. (2015) ont montré la persistance de I’huile de Securidaca
longepedunculata traduite par la conservation de sa toxicité de I’ordre de 69,97 + 3,07% entre
7 et 19 jours d'exposition contre S. oryzae, tandis que pour la poudre végétale de B.
grandifolia, la toxicité diminue rapidement de 52 a 18,63% au cours de la méme période
d'observation (Habiba et al., 2015). De plus, les concentrations létales (CLso et CLoo) de I'HE
de Thuja orientalis ont été réduites en augmentant les périodes d'exposition contre S.
granarius (Hamza et al., 2016). Mais, l'augmentation des concentrations et des temps
d'exposition a augmenté les taux de répulsion de I’huile extraite de Ferulago angulata
(Ebrahimifar et al., 2020). Les travaux de Caboni et al. (2002) ont montré que I’azadirachtine
A et B ont une demi-vie de 0,73 et 0,97 jour respectivement et que ’AZA-A est plus
photostable grace aux limonoides. La photodégradation de 1’azadirachtine au laboratoire est

plus faible que celle au niveau du terrain (Caboni et al., 2002).

De nouvelles formulations avec la nanotechnologie pourraient améliorer la stabilité et la
durabilité de ces biopesticides dans une perspective considérable en tant que produits
insecticides commerciaux (Pasquoto-Stigliani et al., 2017; Athanassiou et al., 2018; Bipin,
2019).

4.8. Rapport synergique (SR) de la combinaison

Le rapport synergique met en évidence la contribution utile des composés en faible
quantité dans la potentialisation de l'activité insecticide de ces composés lorsqu'ils sont
mélangés, ce que l'on appelle communément la synergie (Regnault-Roger et al., 2002;
Ilboudo et al., 2010; Akami et al., 2016). Akami et al. (2016), ont testé chaque constituant
majeur individuellement, ils ont constaté qu’il n’y a aucun effet aussi important que I'HE

brute, c’est-a-dire ce n’est pas le méme effet comme celui du mélange complexe. Ces
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constituants d'HE peuvent agir par synergie ce qui augmentent leur efficacité par divers
meécanismes (Hummelbrunner & Isman, 2001; Ngamo et al., 2007; llboudo et al., 2010).

Cela pourrait donc étre justifié par les valeurs du rapport de synergie (SR) supérieures a 1
dans tous les traitements au cours de nos expérimentations. La synergie entre les
monoterpenes est constatée dans plusieurs HESs. Plusieurs chercheurs ont enregistré une tres
faible efficacité des principaux composes utilisés individuellement lorsqu'ils ont étudié
l'efficacité de I'HE de Zataria multiflora et d’autres HEs sur le charangon du niébé, C.
maculatus (Lima et al., 2011; Rastegar et al., 2011; Chaubey, 2012). Le traitement combiné
du neem et Beauvaria bassiana a montré une mortalité plus élevée et des valeurs de CLsg

inférieures a celles d'un seul traitement contre Ephestia kuehniella (Mohan et al., 2007).

Le mélange binaire des spores de Beauveria bassiana avec 1’azadirachtine a montré un
meilleur contrble des insectes. Cette approche contribuera a réduire les doses appliquees,
favorisant ainsi une lutte efficace contre les ravageurs et réduisant les colts d'application
(Islam et al., 2011; Wei, 2020). Les resultats de Shakarami et al. (2015) ont montré que la
combinaison d'huile essentielle de C. vulgaris et les champignons B. bassiana ont eu un effet
synergique sur la mortalité des larves d'E. Kuehniella (RS = 1,20). De plus, I'azadirachtine a
montré un synergisme avec un composé mineur dans I'huile de neem contre S. litura (Prianto
et al., 2019).

La combinaison synergique d'insecticides biologiques et chimiques offre des alternatives
prometteuses pour la lutte contre les insectes ravageurs (Scott et al., 1990; Koppenhofer &
Fuzy, 2003; Baki et al., 2005; Morales-Rodriguez & Peck, 2009). Dans une formulation
insecticide contenant du Pyréthrine, I'ajout de quantités appropriées d'azadirachtine et d'huile
de neem peut considérablement augmenter l'activité du pyrethre (Chang et al., 1997). War et
al. (2011) ont rapporté également une activité synergique de I'endosulfan avec une
formulation d'huile de neem contre la chenille du tabac Spodoptera litura. Des effets
sublétaux et combinés de l'azadirachtine et de B. thuringiensis ont été constatés chez les vers
du coton, Helicoverpa armigera (Abedi et al., 2014a). L'azadirachtine en association avec le
malathion, la décaméthrine et le Bt s'est avérée efficace contre S. litura (Jat & Bhardwaj,
2005). Baki et al. (2005) ont rapporté la synergie entre les extraits de plantes de Wedelia
calendulacea et la Lambda cyhalothrine contre T. castaneum. L'activité synergique de I'extrait
de Melia toosendan avec du malathion contre S. litura a été étudiée par Feng et al. (1995).
Les travaux de War et al. (2011) montrent que les insecticides d’origine botanique peuvent

augmenter ’efficacité des insecticides synthétiques. Par ailleurs, des effets antagonistes de
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I’azadirachtine ont été observés au cours du traitement de Blatella germanica avec le
cyfluthrine et la permethrine (Salehzadeha & Mahjub, 2011).
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les insectes ravageurs des denrées, majoritairement des Coléopteres peuvent causer la
perte totale d’un stock. Le moyen le plus courant pour limiter leurs activités est 1'usage des
pesticides dont les effets indésirables sont malheureusement trés nombreux. L’intoxication
humaine en est une principale. Au cours des derniéres décennies, de nombreux travaux ont été
menés dans le but de rechercher des méthodes de protection des denrées plus douces,
respectucuses de la santé humaine et de I’environnement. La recherche des méthodes
alternatives de protection des denrées telles que les phytopesticides, produits de la biodiversité
locale se présente aujourd’hui comme une alternative prometteuse. Les pesticides d’origine

végétale constituent une piste sérieuse.

Les expérimentations conduites dans cette étude avec les biopesticides suggerent la

possibilité de leur utilisation en protection des denrées stockeées.

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez un ravageur des denrées, Sitophylus
granarius, ’effet de deux biopesticides, 1’azadirachtine et ’huile essentielle extraite de Citrus
limonum appliqués (seule et combinée) par fumigation et par ingestion, sur la mortalité, la
répulsion, la composition biochimique, et sur I’activité des biomarqueurs enzymatiques tels
que les glutathion S-transférases (GSTs) et la catalase et non enzymatique, le glutathion

(GSH). La persistance et la synergie de ces deux produits ont été également étudiées.

L’HE de Citrus limonum présente un rendement de 0,94 % de la matiére séche. L’analyse
chimique par CPG-SM de cette HE a permis de recenser 47 composés avec 1’abondance des
composeés monoterpéniques (59,10%), dominés par la présence de Citral (30,47%) et du
Limonene (19,81%).

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales de deux
biopesticides appliqués par fumigation et par ingestion a I’égard des adultes de S. granarius.
L’azadirachtine et le citron révelent une activité insecticide avec une relation dose-réponse.
De plus, on note que la combinaison est le traitement le plus efficace suivie de 1’azadirachtine
et du citron. La toxicité par ingestion est plus importante que celle par fumigation. Le test de
répulsion réalisé par la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre a permis de mettre
en évidence le pouvoir répulsif des deux traitements a I’égard de S. granarius avec un effet

plus marqué du citron par rapport a 1’azadirachtine et la combinaison.

L’évaluation de I’effet de ces biopesticides (CL2s et CLso) sur les biomarqueurs du stress

oxydatif, indique que ces derniers induisent I’activation du systéme de détoxication par le
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biais d’une augmentation significative de D’activit¢ des GSTs et de la catalase et une

diminution de la GSH au cours de la période testée, 24 et 48 et 72 heures apres traitement.

L’étude biochimique montre que les deux biopesticides seuls et combinés appliqués par
fumigation et par ingestion, induisent un épuisement des réserves énergétiques (glucides et

lipides) et une perturbation du contenu en protéines chez les adultes de S. granarius.

Enfin, les résultats du test de persistance ont révélé que la toxicité des biopesticides
diminue avec le temps. Par ailleurs, on note que la combinaison du citron et de 1’azadirachtine
est le traitement qui persiste le plus, suggérant ainsi une action synergique entre les

constituants du mélange (C. limonum et azadirachtine).

Cette etude offre une opportunité intéressante de développer des bio-insecticides pour une
nouvelle stratégie dans le programme de lutte integréee. Elle ouvre de larges perspectives dans
le domaine des connaissances fondamentales d'une part et dans le domaine appliqué d’autre

part.

A Tavenir, il serait intéressant de compléter le présent travail en évaluant le pouvoir anti
appetant de ce produit, en déterminant la quantité de nourriture ingérée et en dosant les
différentes enzymes digestives. De plus, I’effet de ces biopesticides sur le potentiel
reproducteur de S. granarius et 1’évaluation de I’effet des principes actifs (composants
majoritaires) de I’huile de citron s’avere indispensable. Enfin la réalisation des tests de qualité
des graines conserveées avec ces biopesticides est trés importante en vue d’établir leur
innocuité ou leur toxicité vis-a-vis des mammiféres. Il s’agira ici de faire des tests de résidus
de ces pesticides en utilisant la technique de la chromatographie pour déceler des substances

chimiques qui apparaitront dans les graines traitées et conservées pendant longtemps.
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RESUME

Cette présente étude a pour but de déterminer la composition chimique d’une huile
essentielle extraite de Citrus limonum, cultivé dans la région de Tébessa (Nord Est Algérie),
et d’évaluer la toxicité et la répulsion de deux biopesticides; I’huile de citron et
I’azadirachtine (1%) (anti JH et anti ecdystéroide) appliquées par ingestion et par fumigation
sur les adultes d’un coléoptére ravageur, S. granarius L. (Coleoptera: Curculionidae) qui
cause des dégats majeurs au niveau des céréales en Algérie.

Les effets de ces deux biopesticides ont été examinés sur la mortalité, les biomarqueurs
enzymatiques (GSTs et Catalase) et non enzymatique (GSH) et les réserves nutritionnelles
(protéines, lipides, glucides) chez S. granarius. La persistance et la synergie de ces deux
biopesticides ont été également déterminées.

Le rendement de I’HE de C. limonum obtenue par hydrodistillation, affiche une valeur de
0,94% de la matiére séche. Sa composition chimique déterminée par CPG-SM révéle la
présence de 47composés, avec le Z-Citral (30,74%), Limonéne (19,81%), et Geranyl
propionate (16,28%) comme constituants majoritaires.

Les essais toxicologiques ont révélé I’activité insecticide de ces deux traitements avec une
relation dose réponse. La combinaison est plus toxique par rapport a ’azadirachtine et 'HE
de C. limonum (combinaison > azadirachtine > C. limonum). De plus, I’ingestion est le mode
d’application le plus efficace par rapport a la fumigation. Le test de répulsion a permis de
mettre en évidence le pouvoir répulsif de ces traitements a 1’égard de S. granarius.

Les biomarqueurs enzymatiques et non-enzymatiques déterminés chez les adultes traités
(CL2s et CLso) ont révélé une induction du systéme de détoxication, traduite par une
augmentation de l'activité des GSTs et de la catalase et une diminution du taux de la GSH.

Par ailleurs, 1’é¢tude biochimique montre que les traitements réduisent le contenu en protéines
et les réserves énergeétiques.

Les résultats de I’activité résiduelle révelent une diminution de la sensibilité des adultes de S.
granarius aux traitements appliqués, qui se traduit par une réduction de la toxicité enregistrée
en fonction du temps d’exposition. La combinaison du citron et de I’azadirachtine est le
traitement le plus puissant et le plus persistant comparativement aux autres traitements. Enfin,
les rapports de synergie (SR) étaient tous supérieurs a 1, suggéerant une interaction synergique
significative du mélange.

Mots clés : Citrus limonum, Azadirachtine, CPG/SM, Sitophilus granarius, ToxXicité,

Répulsion, Biomarqueurs, Réserves énergétiques, Persistance, Synergie.
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ABSTRACT

The present study was conducted in order to determine the chemical composition of the
leaf essential oil of C. limonum, cultivated in Tebessa (Northeast Algeria) and to assess
insecticidal activity and its repellency of two biopesticides; EO of C. limonum and
Azadirachtin (1%) (anti JH and anti ecdysteroid) applied by fumigation and ingestion on a
beetle pest adult, S. granarius L. (Coleoptera: Curculionidae) which causes major damage to
cereals in Algeria.
The effects of these two biopesticides were examined on the mortality, the enzymatic (GSTs
and Catalase) and non-enzymatic (GSH) biomarker and nutritional reserves (proteins, lipids,
carbohydrates) in S. granarius. The persistence and synergy of these two biopesticides were
also determined.
The essential oil contents of C. limonum leaves obtained by hydrodistillation were 0.94% of
the dry weight. Its chemical compositions investigated by GC/MS revealed the presence of 47
compounds, with z- Citral (30.74%), Limonene (19.81%) and Geranyl propionate (16.28%)
as major components.
Bioassay test revealed the insecticidal activity of these two treatments with dose-response
relationship. Moreover, combination is more toxic compared to azadirachtin and C. limonum
EO (Combination > AZAD> C. limonum). In addition, ingestion is the most effective mode of
application compared to fumigation. The repulsion test demonstrated the repellence activity of
these treatments against S. granarius.
The enzymatic and non-enzymatic biomarkers performed in treated adults (LC2s and LCsp)
revealed an induction of the detoxification system, reflected by an increase in the activity of
GSTs and catalase and a decrease in GSH rate.
In addition, biochemical study showed that the treatment reduced protein content and energy
reserves.
The results of the residual activity show a decrease in the sensitivity of S. granarius adults to
the applied treatments, traduced by reduction in the recorded toxicity as function of exposure
time.
The mixture of citrus and azadirachtin is the most potent and persistent treatment compared to
other treatments. Finally, the synergy ratios (SR) were all higher than 1, suggesting a
significant synergistic interaction of the mixture.
Keywords: Citrus limonum, Azadirachtin, GC/MS, Sitophilus granarius, Toxicity,

Repulsion, Biomarkers, Energy reserves, Persistence, Synergy.
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