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Introduction

I. INTRODUCTION

La production de céréales en Algérie est marquée par une forte irrégularité, elle-méme
conditionnee par les aléas climatiques. Les progres technico-économiques ne parviennent pas a
stabiliser la production du secteur, mais ont permis de I’augmenter significativement. Tout ce
qui est produit n’est pas consommé directement par ’homme ou les animaux, il est destiné a
étre stocké. Par conséquent, une stratégie portée uniquement sur 1’alimentation de la production
n’est pas suffisante pour faire face a [’augmentation de la demande alimentaire

(Benlameur,2016).

Le stockage des céréales durant plusieurs mois est une pratique courante. Sa nécessité vient
du décalage entre leurs productions saisonnieres et leurs utilisations tout au long de I’année
(Khellaf & Kermiche, 2020). Le regroupement des récoltes sous formes de stocks, effectué
depuis la haute antiquité, crée un systeme écologique artificiel particulierement vulnérable aux

attaques des ravageurs animaux : rongeurs, oiseaux, insectes, acariens ...etc. (Sigaut, 1978).

Les insectes sont les plus nuisibles, ils sont trés redoutés car leur présence est néfaste, et
déprécie le stock tout entier, quel que soit leur nombre (Fleurrat-Lessard, 1982). Les pertes dues
aux insectes sur les céréales et les légumineuses sont de I'ordre de 10% a 40% dans des pays ou

les technologies modernes de stockage n'ont pas été introduites (Hignar, 1985).

La lutte chimique par I’utilisation des insecticides tels que les organophosphorés et les
pyréthrinoides, est la méthode la plus répandue actuellement, elle est relativement peu couteuse,
facile et rapide (Cissokho et al., 2015 ; Hill, 2008). Malheureusement, 1’application abusive et
non contr6lée de ces pesticides a provoqué des conséquences néfastes tels que 1’impact négatif

sur I’environnement et I’intoxication chronique des consommateurs (Pretty & Hine, 2005).

Face a cette situation, la lutte biologiqueest considérée comme la solution adéquate contre
les ravageurs des denrées stockés (Ncibi, 2020). L’utilisation de composés naturels
(biopesticides) comme une option prometteuse est une meilleure alternative aux pesticides
synthétiques permettant un contrdle plus sdr des populations de ravageurs (Campos et al.,
2016).

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 leur

propriétés écologiques (Priyaetal., 2016 ; Jayakumar et al., 2017a, b ; Ebrahimifar et al., 2020).
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De nombreuses familles de plantes (Rutacées, Méliacées, Astéracées, Labiatées, Pipéracées,
Verbénacées et Annonacées) sont utilisées comme pesticides botaniques (Isman, 1995). Leur
toxicité s’exprime de différentes maniéres : Activités ovicide, larvicide (Pavela, 2004a),
perturbation de la croissance des insectes (Pavela, 2004b), diminution de la fécondite et de la
fertilité (Pavela, 2005). lls peuvent agir aussi comme des fumigants (Jayakumar et al., 2017 ;
Kheloul et al., 2020), des insecticides de contact (Aryani & Auamcharoen, 2016) et des
répulsifs (Hossain & Khalequzzaman, 2018 ; Ebrahimifar et al., 2020).

Dans ce contexte, notre étude a été consacrée dans une premiére partie a ’extraction de

I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis ainsi qu’a la détermination de son rendement.

La deuxieme partie est consacrée a I’évaluation de la toxicité de cette huile par fumigation

et par ingestion a 1’égard des larves de Trogoderma granarium.

La troisieme partie vise a déterminer le pouvoir répulsif de 1’huile essentielle vis-a-vis des

larves de Trogoderma granarium.



MATERIEL ET METHODE



I.MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’insecte, Trogoderma granarium (Everts, 1898)

Trogoderma granarium (Coleoptera : Dermestidae) est un ravageur des entrepots qui attaque
principalement les céréales et leurs dérivés, les légumineuses et leurs dérivés (Fig.1). Ce
coléoptere est I'un des ravageurs les plus notoires des céréales stockées dans de nombreuses
régions tropicales et subtropicales du monde (Ahmedani et al., 2011). Les larves sont brun-
jaunatre, en forme de fuseau et recouverte d'abondantes touffes de poils. Elles sont capables de
résister trés longtemps a de mauvaises conditions de I’environnement (Maisonneuve & Larose,

1985).

La classification systématique de Trogoderma granariumest la suivante :

| Embranchement | Arthropoda

| Classe | Insecta

| Sous-ordre | Polyphaga

| Famille | Dermestidae

| Espéce | Trogoderma granarium (Everts, 1898)

Figure 1. Larves deTrogoderma granarium (Photo personnelle, 2022).
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2.2. Collecte et élevage

Les individus de T. granarium ont été collectés a partir de la Coopérative des céréales et des
Iégumes secs (CCLS) de Tébessa. L’élevage de masse de ce coléoptérea été réalisé au niveau
du Laboratoire Eau et Environnement a 1’Université¢ de Tébessa, dans des boites en plastiques
contenant 5 kg de blé. Le criblage a été effectué a I’aide d’un tamis de 2 mm et un papier filtre
blanc pour qu’on puisse repérer le ravageur a I’ceil nu. L’¢élevage est maintenu a une température
de 27 £ 1°C et une humidité relative de 65 £ 5%. Dans toutes les expériences, les larves matures

ont été utilisées.
2.3. Présentation de la plante, Rosmarinus officinalis

Le Romarin, Rosmarinus officinalis L, est une plante commune a 1’état sauvage et 1’'une des
plantes les plus populaires en Algeérie. Cette plante appartient a la famille des Labiées
(Lamiaceae). Elle se présente sous forme d’arbuste (Fig. 2). Les feuilles sont étroitement
lancéolées linéaires, friables et coriaces, les fleurs d’un bleu péle, maculées intérieurement de
violet sont disposées en courtes grappes denses s’épanouissent presque tout au long de I’année.
Communément appelé “El-Halhali”. Elle est riche en Camphre, Cinéole, a-pinene, Bornéol, et

Camphéne.

La classification systématique de Rosmarinus officinalisest la suivante :

Régne Plantae

Embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espece Rosmarinus officinalis (L, 1753)
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Figure 2. Arbuste de Rosmarinus officinalis.

2.4. Collecte de la plante et extraction de I’huile essentielle

Les feuilles de R. officinalis ont été collectées de la région du Doukkan (Tébessa). Elles ont
été rincées a l'eau du robinet pour éliminer le sol et les autres contaminants de surface, puis
séchées a I’ombre et découpées en petits morceaux. L’extraction de I’huile essentielle a été
effectuée au niveau du laboratoire de recherche « Eau et environnement » de 1’Université Larbi
Tébessi, par hydrodistillation (Fig. 3). 100 g de feuilles ont été immergés dans 1000 ml d’eau
distillée, le mélange est tenu en ébullition pendant 2h. A la fin de 1’opération, I’HE recueillie a
éte filtrée en présence de sulfate de sodium (Na2SOa4) pour éliminer les traces d’eau résiduelle.
Elle est ensuite récupérée et stockée a 4°C et a l’obscurit¢ dans un flacon en verre,
hermétiqguement fermé et couvert du papier aluminium pour les préserver de la lumiére. La

quantité d’huile obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

Le rendement en HE est le rapport entre de poids de I’HE extraite et le poids de la biomasse

végétale a traiter. 1l est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :

R = [EPB/ ZPA] x 100

R : Rendement en huile (%).
PA : Poids de la matiére seche de la plante en g.
PB : Poids de I’huile en g.
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1L de 'eau distill<gs

Figure 3. Extraction de I’'HE de Rosmarinus officinalis (Photo personnelle, 2022).
2.5. Traitement et bioessais
2.5.1. Toxicité de ’HE par fumigation

Aprés un screening préalable, différentesconcentrations de I’HE de Rosmarinus officinalis
(5, 10, 20 et 40 pl/1d’air) ont été appliquées sur un disque de papier filtre (Whatman) de 2 cm
de diameétre, suspendu a l'aide d'un fil a la face interne du couvercle. Le traitement a été réalisé
selon la méthode de Papachristos & Stampoulos (2004) dans des boites en plastiques d’une
capacité de 60 ml contenant 10g de blé sain (Fig. 4). Deux répétitions de 10 individus ont été

réalisées pour chaque concentration. Une série témoin est effectuée en parallele

Les mortalités enregistrées a 24, 48, 72h apres 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.
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Figure 4. Test de toxicité par fumigation (Photo personnelle, 2022).
2.5.2. Toxicité de ’HE par ingestion

Apres un screening préalable, I’huile de Rosmarinus officinalis dissous dans 1’acétone a été
appliquée a différentes concentrations (10, 20, 40 et 80 pl/ml) sur 5g de blé sain dans des flacons
en plastique (Fig. 5). Apres une évaporation totale du solvant pendant 15min, 10 larves de
trogoderme sont introduites dans les flacons. Le bioessai a été realisé en deux réepétitions pour
chaque dose. Une série témoin est conduite en parallele et les grains de blé recoivent

uniquement du solvant (acétone).

Les mortalités enregistrées a 3, 6 et 24h 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.
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Figure 5. Test de toxicité par ingestion (Photo personnelle, 2022).

2.6. Activité répulsive del’huile essentielle

Le test répulsif de I’huile essentielle a été réalisé vis-a-vis des larves de trogoderme en
utilisant la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par Mc Donald et al.
(1970). Des disques de papier filtre de 9 cm de diameétre, sont coupés en deux parties égales,
une moitié du papier est traitée avec 1’huile additionnée d’acétone (5, 10 et 20 pl/ml) et I’autre
moitié est traitée avec de 1’acétone uniquement. Les deux demi disques de papier filtre sont
séchés a air libre et le disque est reconstitué puis mis dans une boite de pétri (Fig. 6). Dix
individus sont déposés sur le papier filtre au milieu des boites de pétri et trois répétitions sont
réalisées pour chaque dose. Aprés 30min, 1h, 2h et 3 h de traitement, 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 - NT) / (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 + solvant).
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Témoin Traite (HE)

. (acétone)

i

Figure 6. Test de répulsion (Photo personnelle, 2022).

Le pourcentage de répulsion est attribué a 1’une des différentes classes répulsives, selon le

classement de Mc Donald et al. (1970) indiqué dans le tableau 1.

Tableau 1. Pourcentage de répulsion selon le classement de Mc Donald et al. (1970).

Classes Intervalles de répulsion Propriétés
Classe 0 PR<0,1 % Tres faiblement répulsif
Classe | 0,1% < PR <20% Faiblement répulsif
Classe 11 20% < PR <40% Modérément répulsif

Classe 111 40% < PR <60% Moyennement répulsif
Classe IV 60% < PR < 80% Répulsif
Classe V 80% < PR < 100% Trés répulsif

2.7. Extraction et dosage des constituants biochimiques

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1966),
et les principales étapes sont résumeées dans la Figure 8. Les larves témoins et traitées de T.
granarium sont placées dans des tubes Eppendorf contenant 1 ml d'acide trichloracétique
(TCA) a 20 % et broyés. Apreés une premiere centrifugation (5000 tours /10 min), le surnageant
| obtenu est utilisé 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 apres une seconde
centrifugation (5000 tours/minpendant 10 mn), on obtient le surnageant Il et le culot II, le
surnagent Il sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot II,

dissout dans la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford (1976).
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2.7.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une fraction
aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie (BBC)
G250 (Merck) (On homogénéise 100 mg de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite
100 ml d'acide orthophosphorique a 85% et on complete a 1000 ml avec de I'eau distillée).
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 boeuf (BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 2).

Tableau 2. Dosage des protéines totales chez les larves T. granarium : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

Tubes 0 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumine (pul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.7.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959).
Cette méthode consiste a additionner 100 pl de surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml
du réactif d'anthrone (peser 150 mg d'anthrone, ajouter 75 ml d'acide sulfurique concentré et 25
ml d'eau distillée) et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, une coloration verte se
développe dont lintensité 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 mére de glucose (1mg/ml) (Tableau 3).

Tableau 3. Dosage des glucides totaux chez les larves T. granarium : réalisation de la gamme

d'étalonnage.
Tubes 0 2 3 4 5 6
Solution mére du glucose (pul) 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

10
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2.7.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972), en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (dissoudre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau
distillée et ajouter 195 ml d'acide ortophosphorique a 85%). Le dosage des lipides se fait sur
des prises aliquotes de 100l 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 pl de
ce mélange auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 mn a
I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec I'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) (Tabeau. 4).

Tableau 4. Dosage des lipides totaux chez les larves de T. granarium : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

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

11
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Larves de trogoderme
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Figure 7. Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al., 1967).
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2.8. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7. Les résultats
obtenus ont été exprimés par la moyenne = 1I’écart-moyen (SEM). Les quantités des métabolites
(protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir des courbes d’étalonnage dont
I’équation de la droite de régression exprime 1’absorbance en fonction de la quantité du standard
utilisé (albumine, glucose et I’huile de tournesol). L’analyse de la variance a un critére de

classification et le test HSD de Tukey ont été utilisés.
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1. RESULTATS

3.1. Rendement de I’huile essentielle

L’HE extraite des feuilles du romarin (Rosmarinus officinalis), présente un aspect liquide
mobile, limpide, presque incolore a jaune péle et se caractérise par une forte odeur camphrée.

Le rendement de cette huile marque un taux de 0,72%.
3.2. Toxicité par fumigation

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de Rosmarinusofficinalis ont
été appliquées sur les larves de T. granarium par fumigation. Aucune mortalité n'a été observée

chez les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
23,33% a 24 h jusqu’a 53,33% a 72 h pour la dose la plus faible (5ul/l) et de 93,33% a 24h
jusqu’a 100% a 72 h pour la plus forte dose (40 ul/l) (Fig.8). Ces mortalités augmentent de
facon significative en fonction des doses appliquées et du temps apres traitement chez cette
espéce a 24h (F3g=48,14 ; P<0,0001), 48h (F35=60 ; P<0,0001), et 72h (F3g= 52 ; P<0,0001).

Les résultats montrent que I’HE deRosmarinus officinalisappliquée par fumigation exerce
une activité insecticide avec une relation dose-réponse a 1’égard de T. granarium. Le classement
des doses par le test HSD de Tukey révele ’existence de 4 groupes de moyennes a 24h et 48h
et 3 groupes a 72h.

La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 9) a permis I’estimation des concentrations 1étales (CL) ainsi que

leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 5).
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Figure 8. Toxicité de I'HE de R. officinalis appliquée par fumigation (ul/1 d’air) sur les larves de T.
granarium : Mortalité corrigée (%) (m + SEM, n=3 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de

Tukey.
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Figure 9. Effet de I’HE du R. officinalis appliquée par fumigation sur les larves de T. granarium a
différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction
du logarithme des doses.

Tableau 5. Efficacité de I’HE de R. officinalis appliquée par fumigation sur les larves de T. granarium
: analyse des probits.

Mode Temps
d’application | (heures)

CLas(ul/ml) CLso(pl/ml) CLgo(pl/ml)
IC (95%) IC (95%) IC (95%)

R? ‘ HillSlope

5,53 10,58 38,68
24 0,99 0,11 [3,99-7,09] [8,82- 12,58] [26,88- 61,73]

Fumigation 3,61 7,81 36,47
48 097 021 [1,00-6.22] [4,35- 11,37] [17,51- 144,2]

2,05 5,05 30,81
72 0,91 0,35 [1,63-5,54] [4,50 -10,01] [8,99 — 82,21]
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3.3. Toxicité par ingestion

Apres un test de screening, différentes concentrations de I’HE de Rosmarinus officinalis ont
été appliquées sur les larves de T. granarium par fumigation. Aucune mortalité n'a été observée

chez les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
23,33% a 3h jusqu’a 53,33% a 24 h pour la dose la plus faible (10ul/ml) et de 86,66% a 3h
jusqu’a 100% a 24h pour la plus forte dose (80 ul/l) (Fig. 10). Ces mortalités augmentent de
facon significative en fonction des doses appliquées et du temps apres traitement chez cette
espéce a 3h (Fsg=43,11; P<0,0001), 6h (F38=52,33; P<0,0001), et 24h (Fzs=54,56;
P<0,0001).

Les résultats montrent que I’HE de Rosmarinus officinalis appliquée par ingestion exerce
une activité insecticide avec une relation dose-réponse a 1’égard de T. granarium. Le classement
des doses par le test HSD de Tukey révele 1’existence de 3 groupes de moyennes a 3h et24h et

4 groupes a 6h.

La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 11) a permis I’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que

leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 6).

d Cc

— 100+ c b
§ c Bl 10pL
3 b a B 20pL
o b a = 40uL
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i 80pL
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] a
?g
S
=

o
1
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Figure 10. Toxicité de I’HE de R. officinalis appliquée par ingestion (ul/ml) sur les larves de T.
granarium : Mortalité corrigée (%) (m £ SEM, n= 3 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de

Tukey.
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Figure 11. Effets de I’HE de R. officinalis appliquée par ingestion sur les larves de T. granarium a
différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction
du logarithme des doses.

Tableau 6. Efficacité de I’'HE de R. officinalis appliquée par ingestion sur les larves de T.
granarium : analyse des probits.

que . Temps HillSlope CL2s (ul/ml) CLso (ul/ml) CLago (pl/ml)
d’application | (heures) 1C (95%) I1C (95%) IC (95%)
_ g U] U [4,2131-,11266] [16,555-'3557,22] [61,112-0(’3924,7]
oo 6 098 = 016 [2,221?2,37] [9,7532,34] [43,?17-'63%5,6]
A URR ) O [3,71413121,201 [0,1110-'113,64] [16,950517690,99]

3.4. Activité répulsive de I’huile essentielle

Les résultats du pouvoir répulsif de R. officinalis a I’égard des larves de T. granariumsont
présentés dans le Tableau 7. Le pourcentage de répulsion marque une augmentation en fonction
des concentrations appliquéesdiminuent avec le temps d’exposition. Les forts taux de répulsion
(80%) sont observés a 30min avec la plus forte concentration (20pl/ml). De plus, on remarque

que I’huile du Romarin appartient a la classe 5 de répulsion.
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Tableau 7. Pourcentages (PR) et classes (CR) de répulsion de 1’huile du Romarin testéesur les larves

de T. granarium.

Concentrations Temps PR% CR
|

30min 26,66 |
1h 20,00 T
= 2h 20,00 T
3h 13,33 T
30min 53,33 WV,
1n 46,66 I
cepli 2h 33,33 m
3h 26,66 T
30min 80,00 Vv
1h 66,66 WV,
ATl 2h 60,00 WV,
3h 53,33 n

3.5. Effet du traitement sur la composition biochimique

L'huile essentiellede R. officinalisa été appliquée par ingestion sur les larves de T. granarium
avec deux concentrations létales (CL2s et CLso). Ses effets ont été évalués sur la composition

biochimique (glucides, lipides et protéines) de cette espéce.

3.5.1. Effet sur le contenu en protéines totales

L'application de I'huile essentielle a induit une augmentation du contenu enprotéines chez
les séries traitées par rapport aux témoins (F2,6=121,2 : P<0,0001). Le classement des moyennes
par le test HSD de Tukey, met en évidence deux groupes, un groupe témoin et un groupe des
traités (Fig. 12).
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Figure 12. Effet de ’HE du romarin (CL2s et CLso) appliquée par ingestion sur le contenu en protéines
totales (ug/individu) chez les larves de T. granarium (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune
10 individus) : test HSD de Tukey.

3.5.2. Effet sur le contenu en glucides totaux

L'application de I'huile essentielle a induit une augmentation du contenu en glucides chez
les séries traitées par rapport aux témoins (F2,6=108,3 : P<0,0001), avec un effet dose (CL2s vs
CLso : p= 0,0003). Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence

trois groupes, chacun étant constitué d’une série (Fig. 13).
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Figure 13. Effet de ’'HE du romarin (CLzs et CLso) appliquée par ingestion sur le contenu en glucides
totaux (ug/individu) chez les larves de T. granarium (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune
10 individus) : test HSD de Tukey.
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3.5.3. Effet sur le contenu en lipides totaux

L'application de I'huile essentielle a induit une augmentation du contenu enlipides chez les
séries traitées par rapport aux témoins (F26=120 : P<0,0001), avec un effet dose (CLos vs
CLso :P<0,0001). Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence trois

groupes, chacun étant constitué d’une série (Fig. 14).
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Figure 14. Effet de I’HE du romarin (CL2s et CLso) appliquée par ingestion sur le contenu en lipides
totaux (pg/individu) chez les larves de T. granarium (m £ SEM, n=3 répétitions comportant chacune
10 individus) : test HSD de Tukey.
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IV. DISCUSSION

4.1. Rendement de I’huile essentielle

Le rendement de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis extraite par hydrodistillation
calculé sur la base de la matiére seche était de 0,72 %.Nos résultats sont plus élevés que les
pourcentages rapportés dans la littérature pour la méme espéce dans d'autres régions d'Algérie.
Des rendements moyens de 0,5% et de 0,44% ont été constatés a partir du romarin récolté dans
la région d'Alger (Zoubiri & Baaliouamer, 2011 ; Tigrine-Kordjani et al., 2012) et la région de
Bibans (Boutekedjiret, 2003) respectivement. Tandis qu' Outaleb et al. (2015) ont enregistré un
rendement de 1,8% a partir des échantillons sauvages collectés dans la région de Beni Yenni.
Par rapport a plusieurs études précédentes dans les pays méditerranéens, notre rendement était
également supérieur a ceux trouvés en Egypte (0,33%) (Abdelgaleil et al., 2016). En Tunisie,
Ben Jemia et al. (2014) et Zaouali et al. (2010) ont constaté que les rendements de cette méme
espece variaient respectivement de 0,71% a 1,71% et de 1,17% a 2,7%. Le rendement obtenu
dans nos expériences est inférieur & celui de la méme plante collectée en Turquie (1,9%) (Zcan
& Chalchat, 2008), au Maroc (2,7%) (Bouyahya et al., 2017) et dans le péninsule balkanique
(2,8%) (Lakusic et al., 2012).

4.2. Toxicité de ’HE de Rosmarinus officinalis

Contrairement aux insecticides conventionnels caractérisés par un seul ingrédient actif, les
insecticides d'origine végeétale comprennent des mélanges de composés chimiques qui agissent
de maniére concertée sur les processus comportementaux et physiologiques des moustiques
(Ghosh et al., 2012). Dans la présente étude, les résultats des tests de toxicité ont révélé une
activité insecticide de I’HE de R. officinalis par fumigation et par ingestion contre les larves de

T. granarium.

Les plantes synthétisent plusieurs substances du métabolisme secondaire. Ces molécules
peuvent avoir différents effets chez les insectes : répulsif, attractif, perturbateur du
développement, inhibiteur de la reproduction, etc. Leur toxicité peut étre directe ou indirecte
sur les sites cibles (organes sensoriels, systéeme nerveux, systeme endocrines, appareil digestif,

appareil reproductif, etc.) (Benayad, 2013).

Les travaux de Ayvazet al. (2010),ont révélé la toxicité de I'huile essentielle du romarin par

fumigation contre les adultes de Callosobruchus maculatus, avec un taux de mortalité de 100%
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aprés 24 heures d'exposition avec la dose 16pl (Taleb-Toudert, 2015). Des études antérieures
ont montré le potentiel insecticide de 1’huile essentielle de R. officinalis contre un grand nombre
d’insectes notamment les larves d’Anopheles gambiae (Tchoumbougnang et al.,2009) et de
Culex pipiens (Zeghib, 2022), les adultes de Pectinophora gossypiella (Kobenan et al., 2018)
et les pucerons, Aphis gossypii (Akantetou et al., 2011). De plus, son éfficacité a été prouvée
contre plusieurs espéces de ravageurs des stocks (Cissokho et al., 2015 ; Ilboudo et al., 2010 ;
Coitinho et al., 2010).

Ce potentiel insecticide remarquable de R. officinalis peut étre due a la présence du camphre
dans I’huile de cette espéce. Plusieurs auteurs ont signalé les propriétés insecticides de ce
composant a I’égard des ravageurs de stocks (Chenni, 2016 ; Rokhaya et al., 2017 ; Félicia et
al., 2018). Par ailleurs, des résultats similaires ont montré I’activité insecticide de 1’huile
essentielle du romarin sur T. granarium et qui est due a la présence du camphre (14,50%)
(Akantetou et al.,2011). Plusieurs études ont suggeré que l'efficacité insecticide de ces
substances naturelles contre les ravageurs des denrées stockées serait vraisemblablement due a
leur richesse en composés monoterpéniques (Regnault-Roger &Hamraoui, 1995 ; Tapondjouet
al., 2002).

Plusieurs facteurs influencent les réponses des larves aux HEs tels que : ’espece végétale,
I'dge de la plante, les parties de la plante, le chémotype, le temps de collecte, les conditions
pédologiques et climatiques dans lesquelles la plante a été collectée, les méthodes d'extraction,
les espéces de moustiques et leur origine (Ghosh et al., 2012 ; Dias & Moralis, 2014).

4.3. Effet répulsif de PHE

La répulsion est un mécanisme de défense exercé par les plantes contre les insectes
(Jayakumar et al., 2017b ; Adjou et al., 2019). L’effet répulsif de certaines huiles végétales a
été constaté par de nombreux chercheurs. Selon (Nerio et al. 2010), les activités répulsives des
huiles essentielles sont liées généralement a la présence des monoterpénes et des
sesquiterpénes. C’est ainsi que (Odeyemiet al. 2008) ont noté un taux de répulsion de 100% de
I’huile essentielle de Mentha longifolia contre Sitophilus zeamais. De méme, (Aggarwal et al.
2001) ont évalué I’activité répulsive du L-menthol et de ses dérivés contre Callosobruchus
maculatus, Tribolium castaneum, Sitophilus oryzae et Rhyzopertha dominica qui ont donné des

taux de répulsion de 100%, 82%, 78% et 72% respectivement a une concentration de 20 pg/ml.

22



Discussion

Les travaux de (Guettal, 2021) ont révélé le potentiel répulsif de 1’azadirachtine et de I’'HE de

Citrus limonum contre les adultes de S. granarius.

Les effets répulsifs de ces huiles essentielles pourraient dépendre de leur composition
chimique et du niveau de sensibilité de ’insecte (Casida, 1999). Dans ce contexte, de nombreux
travaux ont était réalisé pour évaluer I’effet de la composition chimique sur ’activité répulsive
des huiles essentielles (Ko et al., 2009) ; Nerio et al., 2010). Dans la majorité des cas, le pouvoir
répulsif a été attribué aux composés majoritaires des huiles essentielles. D’aprés (Obeng-Ofori
& Reichmuth 1997), I’Eugénol composé majoritaire de I’huile essentielle d’Ocimum suaveest
trés répulsif contre quatre espéces de coléopteres : Sitophilus granarius (82%), Sitophilus
zeamais (83%), Trogoderma granarium (86%), Tribolium castaneum (82%) et Prostephanus
truncatus (84%).

4.4. Effet du traitement sur la composition biochimique

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) (Gnanamani & Dhanasekaran, 2017).

Les lipides qui font partie intégrante des parois cellulaires des insectes, contribuent
également a certaines fonctions telles que la synthese des hormones juvéniles et la
métamorphose des larves en pupes et en adultes (Caroci et al., 2004)et les glucides qui
représentent une source d’énergie pour les organismes vivants, jouent un réle structural (Wiens

& Gilbert, 1967).
4.4.1. Effet sur les protéines

Les protéines jouent un role fondamental dans I'organisme de toutes les especes biologiques
vivantes connues (Mahler et al., 1968). Elles sont nécessaires au développement, a la croissance
et a I'accomplissement des activités vitales des insectes (Yazdani et al., 2014). Au moment ou
I’insecte entre en contact avec I’insecticide, ce dernier pénétre dans 1’organisme et atteint, plus
ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et les enzymes cibles dont il entrave le

fonctionnement normal (Haubruge & Amichot, 1998).

Nos résultats montrent que le traitement des larves de T. granarium par I’huile du Romarin

induit une augmentation des protéines. Des résultats similaires ont été constatés chez Tribolium

23



Discussion

confusum traité par 1’huile de Schinus molleet de son composé majoritaire (Bouaziz &
Abderrazak, 2022), chez R. dominica traité a I’azadirachtine (Tine et al., 2017), a I’Eucalyptus
globulus et a I’Artemisia herba-alba (Aref & Valizadegan, 2015) et chez R. dominicatraité par
I’huile de la Lavande (Bouchagra & Farhi, 2022) chezT. confusum traités par le Linalool
(Lahmar & Benhadda, 2022). Par contre une diminution du contenu en protéines a été signalée
chez ont été constatés chez S. granarius traitépar 1’huile de C. limonum et I’azadirachtine
(Guettal, 2021), chez T. confusum traité par 1’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022), chez T.
granarium traité par le Limonene (Abdesmad & Moumou, 2022).

4.4.2. Effet sur les glucides

Les glucides en tant qu'éléments énergétiques, jouent un réle essentiel dans la physiologie
des insectes et les taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus et I'némolymphe sont
étroitement liés aux événements physiologiques comme la mue et la reproduction (Wiens &
Gilber,1968).

Nos résultats montrent une réduction significative des niveaux de glucides chez les adultes
de R. dominica traités par le Menthol par ingestion. Des résultats similaires ont été signalés
chez S. granarius traité par 1’huile de citrus et par I’azadirachtine (Guettal, 2021), chez R.
dominica (Bouchagra & Farhi, 2022) et T. confusum (Lahmar & Benhadda, 2022) traités par le
Linalool, chez T. granarium traité par 1’huile de Citrus limonum et le limonéne (Abdesmad &
Moumou, 2022) et chez T. confusum traité par I’huile de Schinus molle (Bouaziz & Abderrazak,
2022). Par contre, une augmentation de ce composé a €té observée chez T. confusum traité par
I’huile d’Eucalyptus globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022).

La déplétion du glucose peut étre due aux conditions de stress imposées a ces insectes qui
ont besoin plus d'énergie pour couvrir les dépenses énergétiques via une induction par des
neuropeptides (Mojarab-Mahboubkar et al., 2015).

4.4.3. Effet sur les lipides

Les lipides sont la principale source d'énergie chez les insectes (Keeley, 1985), pour
I'entretien cellulaire, la reproduction, I’embryogenése et la métamorphose. Ces réserves
lipidiques semblent étre la résultante d’un équilibre entre la prise de nourriture et les dépenses

énergétiques indispensables pour certains processus (Beenakkers et al., 1981).
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Nos résultats ont montre que le traitement des larves de T. granarium avec I’HEdu Romarin
provoque une diminution du contenu en lipides. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus
par (Guettal, 2021) qui a signalé les mémes observations chez S. granarius suite au traitement
par le citron et I’azadirachtine. Des résultats similaires ont été observés également chez T.
granarium traité par ’huile d’Eucalyptus (Brahmia & Yousfi, 2021) et chez R. dominica traité
par Schinus molle (Soltani & Abbes, 2021) et chez les moustiques traités par Artemisia annua
(Sharma et al., 2011).

L’épuisement de ce composant biochimique est dii au stress induit suite a 1’exposition a un
insecticide (Rambabu & Rao, 1994) qui se traduit par une altération de leurs synthese
(Klowden, 2007), a un dysfonctionnement hormonal qui contréle le métabolisme lipidique
(Steel, 1981), a son utilisation (Sak et al., 2006), a la formation des lipoprotéines, a la réparation
des dommages cellulaires et a 1'augmentation de la lipolyse pour fournir de 1’énergie (Steele,

1985).
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les dégats considérables provoqués par les ravageurs des denrées stockées en particulier les
insectes, sont souvent contraints et imposent 1’agriculteur a recourir a des mesures de
protection, dont la plus utilisée est la lutte chimique. A 1’heure actuelle, 1’utilisation de ces
produits synthétiques devient de plus en plus non souhaitable en raison de leur nocivité pour
I’organisme et I’environnement et surtout le développement des insectes résistants. La
recherche de nouvelles méthodes alternatives plus efficaces et moins polluantes s’avére donc
nécessaire, ainsi 1’utilisation de formulations a base des plantes aromatiques peut présenter de

nombreux avantages par rapport aux insecticides de syntheses.

Dans cette optique, notre étude a été réalisée pour déterminer 1’efficacité d'une huile
essentielle extraite de Rosmarinus officinalis vis-a-vis d’un ravageur des denrées stockées,

Trogoderma granarium.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation et par ingestion ont permis de déterminer
les concentrations létales (CL2s et CLso). L huile essentielle deRosmarinus officinalis présente
un effet insecticide avec une relation dose-réponse. De plus, le test de répulsion a permis de

mettre en évidence le pouvoir répulsif de cette huile.

Enfin, ’HE de R. officinalis testée sur les larves de Trogoderma granarium semble affecter
la composition biochimique (glucides, lipides et protéines) des individus traités
comparativement aux témoins. Cette huileinduit un épuisement des réserves énergétiques et une

augmentation du contenu en protéines.
A T’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail en évaluant :

% L’effet de cette huile essentielle sur la structure histologique du tube digestif et de

I'appareil reproductif.
3% L’effet de cette huile sur la qualité organoleptique et nutritionnelle des céréales.

% L’effet de cette huile sur les enzymes digestives, les biomarqueurs physiologiques et les

biomarqueurs du stress oxydatif chez T. granarium.
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VI. RESUME

Cette étude vise a évaluer P’effet insecticide d’une huile essentielle extraite de Rosmarinus

officinalis sur les larves de Trogoderma granarium.

Les essais toxicologiques de I’HE par fumigation et par ingestion ont révélé son activité
insecticide avec une relation dose-réponse. De plus, on constate que 1’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 cette huile

essentielle a 1’égard des larves de T. granarium.

Par ailleurs, I’application de I’huile du Romarin avec deux concentrations létales (CL2s et
CLso) a provoqué une augmentation du contenu en protéines et un épuisement des réserves

énergétiques.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, Trogoderma granarium, Toxicité, Répulsion, Réserves

énergétiques.
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the comparative efficacy of Rosmarinus officinalis

essential oil against stored product pest, Trogoderma granarium.

The toxicological tests of EO by fumigation and by ingestion revealed its insecticidal activity
with a dose-response relationship. In addition, ingestion is found to be the most effective mode

of application compared to fumigation.

The repulsion test made it possible to highlight the repellent power of this essential oil

against T. granarium larvae.

In addition, the application of Rosemary oil with two lethal concentrations (LC2s and CLso)

caused an increase in protein content and a depletion of energy reserves.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Trogoderma granarium, Toxicity, Repulsion, Energy

reserves.
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