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I. INTRODUCTION

Il est reconnu que le blé, le riz et le mais constituent la base alimentaire des populations du
globe. En Algérie, les céréales et leurs derivées constituent I'épine dorsale du systéme
alimentaire Algérien (Benlameur, 2016). En effet, elles fournissent plus de 60% de I'apport
calorique, et 75 a 80% de I'apport protéique de la ration alimentaire nationale (Feillet, 2000).
C'est pourquoi la connaissance des phénomenes régissant leur conservation et la maitrise des

techniques de leur stockage sont déterminantes pour la survie de millions de personnes.

Malheureusement, au cours du stockage, les céréales subissent des altérations diverses, d’ordre
abiotique et biotique (Caid et al., 2008). Les facteurs biotiques incluent les différents ravageurs
des stocks, alors que les facteurs abiotiques favorisent le milieu de vie de ces prédateurs comme
la température, I'humidité et aussi la teneur en gaz carbonique et oxygene (Sharma & Bhandari,
2014). A 1’échelle mondiale, les pertes de produits agricoles occasionnées par les ravageurs des
denrées stockées sont estimées en moyenne a 10% et représentent une valeur monétaire
annuelle de pres de 58 milliards US$ selon les récentes statistiques de la FAO (De Carvalho et
al., 2013).

Les pertes les plus importantes sont infligées par différentes espéces de coléopteéres,
Iépidoptéres et acariens (Fleurat-Lessard et al., 1994). Parmi ces coléoptéres, figurent le petit
capucin des grains Rhyzopertha dominica (F, 1792) et le charancon de blé Sitophilus granarius

(L, 1758). Ce sont des ravageurs primaires qui causent d’énormes dégats au niveau des stocks.

Pour lutter contre ces insectes, deux méthodes sont préconisées, I’une est de nature préventive
et se pratique avant I’installation des ravageurs et la deuxiéme, de type curatif, est utilisée quand
les lots sont déja infestés. La lutte préventive se traduit par des mesures sanitaires avant la
réception des denrées, entre autres le traitement des équipements et I’hygiene du batiment et
ses alentours. La lutte curative consiste a intervenir directement contre les ravageurs en place.
Elle comprend la lutte physique, biologique et chimique. La lutte chimique s’effectue par le
traitement des denrées soit par des insecticides de contact tels que les organochlorés, les
organophosphorés et les pyréthrinoides ou par des fumigants comme le bromure de méthyle et
le tétrachlorure de carbone (Amellal, 1980 ; Appert, 1985).

Mais I’utilisation abusive de ces derniers a provoqué [’apparition des phénoménes de

résistances, la pollution et I’atteinte de la santé humaine (Ali et al., 2017). Ces dangers ont




Introduction
|

conduit I’OMS (Organisation mondiale de la Santé) a interdire I’usage de certains insecticides

chimiques.

Face a cette situation, la recherche de méthodes alternatives de protection des denrées stockées
par I'usage de substances naturelles actives, non polluantes dans le cadre d’une lutte moins
nocive et plus raisonnée, s’avére nécessaire (Camara, 2009). L’utilisation des plantes
aromatiques et leurs constituants représentent actuellement une solution alternative prometteuse
dans la lutte contre ces insectes ravageurs (Erler, 2005 ; Khani & Rahdari, 2012 ; Jayaram et
al., 2022). Leur toxicité s’exprime de différentes manieres : activités ovicide, larvicide (Pavela,
2004), perturbation de la croissance des insectes (Pavela et al., 2004), diminution de la fécondité
et de la fertilité (Pavela, 2005). lls peuvent agir aussi comme des fumigants (Kheloul et al.,
2020), des insecticides de contact (Aryani & Auamcharoen, 2016) et des répulsifs (Hossain &
Khalequzzaman, 2018; Ebrahimifar et al., 2021) .

Dans ce contexte, notre étude a été consacrée dans une premiére partie a 1’évaluation de la
toxicité et du pouvoir répulsif d’une molécule bioactive, le menthol a 1’égard des adultes de

Rhyzopertha dominica.

La deuxiéme partie vise & déterminer I’effet de cette molécule sur les biomarqueurs
enzymatiques (TGP, TGO, LDH et phosphatase alcaline) chez les adultes de Rhyzopertha

dominica.

La troisieme partie examine les effets létaux (CLos et CLso) de la molécule bioactive, le

menthol sur les réserves nutritionnelles (protéines, glucides et lipides) chez cette espece.

La quatriéme partie vise a évaluer les effets Iétaux (CL2s et CLso) de la molécule bioactive, le
menthol sur les enzymes digestives (Lipase, a-amylase, protéase et chitinase) chez les adultes

de Rhyzopertha dominica.
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Il. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’insecte

R. dominica, ravageur primaire, est un Coléoptére de la famille des Bostrichidae. C’est un
petit insecte capable d’attaquer les grains sains et entiers (Ripusudan et al., 2002). Les adultes
sont de couleur brune plus ou moins rougeatre, presque cylindriques et mesurent 4mm de long
avec une grosse téte penchée sous le thorax (Fig.1). Cet insecte également appelé capucin des
grains, s'attaque aux blés et au mais stockés (Fig.2). Ce sont surtout les adultes qui font des
ravages en s'attaquant au germe et a I'albumen qu'ils réduisent en farine. Le cycle de vie de cette

espece est représenté dans la Figure 3.

Figure 1. Adulte de R. dominica (Photo personnelle)

(A : Face dorsale ; B : face latérale ; C : face ventrale).
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La position systématique de Rhyzopertha dominica (F. 1792) est la suivante :

Régne Animalia

Embranchement Arthropoda

Sous-embranchement  Hexapoda

Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Ordre Coleoptera
Sous-ordre Polyphaga
Infra-ordre Bostrichiformia

Super-famille

Bostrichoidea

Famille Bostrichidae
Sous-famille Dinoderinae
Genre Rhyzopertha
Espece Rhyzopertha dominica F. 1792

Figure 2. Dégats causés par Rhyzopertha dominica (Photos personnelles).

——

g
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Brun ou rose ™ ["eclosion
T (6L 0.2 mm D
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Larve
Couleur blanche
T 3 L
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T | Smm L

Figure 3. Cycle biologique de Rhyzopertha dominica
A : GEuf (Koroghli, 2018) ; B : Larve (wiki) ; C : Nymphe (photo personnelle) ;
D : Adulte (photo personnelle).

2.2. Techniques d’élevage au laboratoire

La collecte des ravageurs est réalisee chez un agriculteur de la région de Tébessa. L’élevage
de masse de Rhyzopertha dominica a été réalisé au Laboratoire Eau et Environnement a

I’Université de Tébessa, dans des bocaux en plastique (2L) dont chacun contient 1kg de blé sain
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dur non infesté et non traité, utilisé comme substrat alimentaire provenant de la coopérative des
céreales et des légumes secs. Le criblage a été effectué a 1’aide d’un tamis de 2 mm et un papier
filtre blanc pour qu’on puisse repérer le ravageur a I’ceil nu (Fig. 4). L’élevage maintenu a une
température de 27 £ 1 °C, est suivi quotidiennement et les adultes nouvellement exuviés sont

utilisées pour toutes les expérimentations.

Figure 4. Tri et élevage du capucin au laboratoire (Photos personnelles).

2.3. Présentation de la molécule bioactive, le Menthol

Le Menthol est un composé organique covalent obtenu soit par la synthese, soit par
I'extraction de I'huile essentielle de la menthe poivrée ou d'autres espéces de menthe (Fig. 5).
Le stéréo-isomere le plus courant du menthol est le (-)-Menthol. Il appartient a la famille des
monoterpénes. A une température ambiante (20 & 25 °C), il se trouve sous forme solide blanc



https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Compose-organique.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Huile-essentielle.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Menthe.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Temperature.html
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cireux, et il fond si I'on augmente légérement la température. Le menthol a des propriétés anti-

inflammatoires et antivirales.

™ 63670-100G-F Lot # BCCC7250

(%)
acemic, 298.0% (GC,
oo, il

Figure 5. Molécule bioactive, le menthol sous forme de poudre (Photo personnelle).

2.4, Traitement et bioessais

2.4.1. Toxicité par fumigation

Aprés un screening préalable, le menthol dissout dans 1’acétone (3%) a été appliqué a
différentes concentrations : 5, 10, 20 et 40 pl/l d’air sur un disque de papier filtre de 2 cm de
diamétre, suspendu a 1’aide d’un fil a la face interne du couvercle. Le traitement a été appliqué
dans des flacons en plastiques d’une capacité de 60 ml contenant chacune 10g de blé sain et 10
individus, trois répétitions ont été réalisées pour chaque concentration (Fig. 6). Une série témoin
est conduite en paralléle et les individus regoivent uniquement du solvant. Les mortalités
enregistrées a 24, 48 et 72h 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 PRISM7.
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Figure 6. Test de toxicité par fumigation (Photos personnelles).

2.4.2. Toxicité par ingestion

Aprés un screening préalable, le menthol dissout dans 1’éthanol a été appliqué a différentes
doses (0,5; 1; 2 et 4 ul/ml) sur 5g de blé sain dans des flacons en plastique. Aprés une
évaporation totale du solvant pendant 15min, 10 adultes de R. dominica sont introduits dans les
flacons. Le bioessai a été réalisé en 4 répétitions pour chaque dose. Une série témoin est
conduite en parallele et les grains de blé regoivent uniquement du solvant (Fig. 7). Les
mortalités enregistrées a 1h, 3h et 6h 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.
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Figure 7. Test de toxicité par ingestion (Photos personnelles).

2.5. Test de répulsion

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion du Menthol a I’égard des adultes
de R. dominica, par la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre décrite par McDonald
et al. (1970). Des disques de papier filtre de 9 cm de diamétre, sont coupés en deux parties
égales, une moitié du papier est traitée avec le Menthol additionné d’acétone et I’autre moitié
est traitée avec de ’acétone uniquement (Fig. 8).
Des doses de Sul/ml, 10pl/ml et 20ul/ml du Menthol sont diluées dans 1 ml d’acétone, pour que
la répartition soit homogeéne sur le papier filtre. 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 et trois répétitions sont réalisées
pour chaque dose. Aprés 15 min, 30min, 1h, 2h et 3h de traitement, le dénombrement des
individus 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)] x100
NC : Nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité uniquement avec 1’acétone.

NT : Nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité avec ’huile.
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Figure 8. Test de répulsion (Photo personnelle).

Le pourcentage moyen de répulsion calculé, est attribu¢ a 1’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.

Classes Intervalle de répulsion Propriétés
0 PR <0,1 % Faiblement répulsif
I 0,1% < PR <20% faiblement répulsif
1 20% < PR < 40% Modérément répulsif
i 40% < PR < 60% Moyennement répulsif
v 60% < PR < 80% Reépulsif
\/ 80% < PR <100% Treés répulsif

2.6. Extraction et dosage des constituants biochimiques

Les adultes témoins et traités au menthol (CL2s, CLso) ont été prélevés a differentes 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) (Fig. 9). Aprés 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 methode 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

10

—_—
| —



Matériel et méthodes
|

obtient le surnageant 1l et le culot Il, le surnageant Il sera utilisé pour le dosage des lipides
(Goldsworthy et al., 1972) et le culot I1, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des
protéines selon Bradford (1976).

2.6.1. 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). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu. L'absorbance
est lue au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme d'étalonnage est
réalisée a partir d'une solution d'albumine de serum de boeuf (BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau
2).

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

Tubes 1 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

2.6.2. 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 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 adultes de R. dominica: réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de glucose (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Reactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

11

—_—
| —
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2.6.3. 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 pl de ce mélange
auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Apres 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 I'acide sulfurique, en présence de la vanilline et dacide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mére 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 R. dominica: réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
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Insecte (corps entier)

|

| 1 ml de TCA 4 (20%) |
1

| Broyage (homogéniseur a ultrasons) |
1

| Centrifuaation 5000 trs/min .10 min |

Culot |

Surnageant |

.12

| 1 ml éther/ chloroforme |
Aliauot (100 ul) '
!"! Centrifugation (5000 trs/mn, 10 mn)

Anthrone (4 ml) 1

@ Surnageant Il | Culot 11

Aliquot (100 nl) 1 ml NaoH (0,1N)

~-

Chauffer 80°C (10 Evaporation totale Agitation

ﬂ 1ml d'acide sulfurique Dosage aliquot (100 ul)

: Agitation Agitation
Glucides g J
(Duchateau & Florkin, 1959) u

10 mn au bain de sable ||

Protéines
(Bradford, 1976)
Dosage aliquot (200 pl)

=

Lipides
(Goldsworthy, 1972)

Figure 9. Extraction des protéines, glucides, et lipides totaux selon Shibko et al. (1967).
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2.7. Dosage des enzymes digestives

- Préparation des extraits enzymatiques

Les adultes de R. dominica des séries témoins et traitées (CL2s, CLso) prélevés a 6h apres
traitement, ont fait I’objet d'un dosage de 1'activité de quatre enzymes digestives : a-amylase,
chitinase, protéase et lipase. Dix individus sont homogénéisés dans 1 ml de tampon universel,
I'nomogénat ainsi obtenu est centrifugé a 13000 trs/min pendant 15 min et le surnageant
récupéré est conservé jusqu’au dosage ou il servira comme source d’enzyme. Trois répétitions
ont éte effectuées pour chaque série d'expérience. Par ailleurs, la concentration en protéines
totales des différents échantillons a été préalablement déterminée suivant la méthode de
Bradford (1976), qui utilise le bleu brillant de coomassie (G250) comme réactif et I’albumine
de sérum de beeuf comme standard, et ce afin de pouvoir calculer les différentes activités

spécifiques.

2.7.1. Dosage de I’a-amylase

Le dosage de I’a-amylase est réalisé selon Bernfeld (1955) qui utilise le DNS comme réactif
et ’amidon (1%) comme standard. La méthode du DNS (acide 3,5 dinitrosalicylique) dite
méthode de sucre réducteur est une méthode colorimétrique basée sur la réaction du DNS avec
les groupes réducteurs libérés apres hydrolyse de I’amidon sous I’action de I’a- amylase.

Le protocole de dosage est réalisé comme suit : 20 pl d’extrait enzymatique sont ajoutés a 100
pl de tampon universel et 40 pl d’amidon. Aprés une incubation de 30 minutes a 35°C, la
réaction est stoppée par I’addition de 100 pul de DNS et un chauffage de 10 minutes au bain
marie (100°C). Aprés refroidissement a température ambiante, 100 pl d’eau distillée sont
ajoutes.

L’absorbance est mesurée a 540 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions (20 pl
d’eau distillée remplacant la source d’enzyme). Le calcul de ’activité enzymatique est effectué
grace a une courbe d’étalonnage de maltose (0 - 1 uM/ml) réalisée a partir d’une solution mere
de maltose (180 mg/ml). L’activité spécifique d’a-amylase est exprimée en uM/min/mg de

protéine.
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2.7.2. Dosage de la chitinase

Le dosage de I’activité chitinase est réalisé selon le protocole de Miller (1959) base sur
I’hydrolyse enzymatique de la chitine (polymére de chitobiose) en N-acetyl-D glucosamine
(monomere de sucre réducteur).

Une fraction aliquote de 250 ul d’extrait enzymatique est additionnée a 250 ul de chitine
colloidale (1%); le mélange et ensuite incubé pendant 30 min a 50°C sous agitation (120 trs/
min) avant d’étre transféré au bain marie (100°C pendant 5 min). Apres refroidissement a
température ambiante et centrifugation a 5000 trs/min pendant cing minutes, 150 pul de
surnagent sont additionnés a 300 pl de tampon universel et 200 pl de DNS. Le mélange est
incubé 10 minutes au bain marie a 100°C puis refroidi a 4°C.

L’absorbance est mesurée a 540 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions (250 pl
d’eau distillée remplagant ’enzyme). L’activité enzymatique a été estimée grace a une gamme
étalon de N-acétylglucosamine (0 - 0,144 mg/ml) préparée a partir d'une solution mere de N-

acétylglucosamine (0,5 mg/ml). L activité spécifique est exprimée en mM/min/mg de protéine.

2.7.3. Dosage de la lipase

Le dosage de lipase est réalisé selon la méthode de Tsujita et al. (1989) qui utilise le pNPB
(p-nitrophényl butyrate) comme substrat. Une fraction aliquote de 20 pl d'extrait enzymatique
est additionnée a 18 pl de pNPB (50 mM) et 172 pl de tampon universel ; le mélange est incubé
pendant 30 minutes a 37 °C. L'absorbance est mesurée a 405 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions (18 ul d'eau distillée remplacant le pNPB). Une unité de lipase libérera 1
uM de pNP (p- nitrophénol) par minute a 37°C lorsque le p-nitrophényl butyrate est utilisé
comme substrat. Une gamme d'étalonnage de p-Nitrophénol (0 - 0,025 uM/ml) est réalisée grace
a une solution mere de p-Nitrophénol (0,05 M/ml). L'activité spécifique de lipase est exprimeée

en uM/min/mg de protéine.

2.7.4. Dosage de la protéase

L’activité protéasique est dosée selon la méthode décrite par Garcia-Carreno & Haard (1993)
utilisant la caséine comme substrat. Le mélange réactionnel est : 100 pL d’extrait enzymatique,
100 pl de tampon universel et 200 ul de solution de caséine (1%) dans le tampon Phosphate
salin (PBS) a pH 7,0. Le mélange est incubé a 37°C pendant 1 h. La réaction est ensuite stoppée
par addition de 800 pl d’acide trichloroacétic (TCA) a 5%, permettant la précipitation des

protéines. Le mélange est centrifugé a 8000 trs pendant 15 min. La lecture des absorbances est
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effectuée a 280 nm dans des cuves en quartz. L activité enzymatique est déterminée grace a une
gamme étalon de tyrosine (0 - 2 mM ml) préparée a partir d’une solution mere de tyrosine (10

mM). L’activité spécifique des protéases est exprimée en mM/min/mg de protéine.

2.8. Dosage des biomarqueurs enzymatiques

Les adultes témoins et traités de R. dominica sont placés dans des tubes Eppendorf contenant
1 ml de tampon phosphate et broyés. Apres centrifugation a 5000 tours/min pendant 10 min, le
surnageant obtenu est utilisé pour le dosage des biomarqueurs enzymatiques (ALT, AST, ALP,
LDH).

2.8.1. Alanine Aminotransférase (ALT)

Alanine aminotransférase (ALT) ou Glutamate pyruvate transaminases (TGP) catalyse le
transfert réversible de groupement aminé de 1’alanine a 1’2-Oxoglutarate formant le glutamate
et pyruvate. Le dosage a été effectué selon la fiche technique BIOLABO. C’est une méthode
optimisée par Henry et al. (1960) et Bergmeyer et al. (1978), elle est Conforme aux
recommandations de I'lFCC (1986). Cette technique consiste a additionner 100pl de surnageant
a 1ml de réactif de travail [R2, dissout dans le tampon ; R1] (Fig. 10). Les absorbances sont

lues au spectrophotomeétre a une longueur d’onde 340 nm pendant 3 minutes.

s o100

| |GOT (AST) NADH Kinetic|

o
ﬁ yon”
i) 19

Figure 10. Kit de TGO (Photo personnelle).

2.8.2. Dosage de I’Aspartate Aminotransférase (AST)

L’aspartate aminotransférase (AST) appelée aussi Transaminase glutamate oxaloacétate
(TGO) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au 2-
Oxoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la
malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H * (Tietz, 1999). Le dosage est réalisé selon la
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fiche technique BIOLABO. C’est une méthode optimisée par Henry et al. (1960), et elle est

conforme aux recommandations de I'lFCC (1986).

Cette technique consiste a additionner 100ul de surnageant a 1ml de réactif de travail [R2
dissout dans le tampon ; R1] (Fig. 11). Les absorbances sont lues au spectrophotométre a une

longueur d’onde 340 nm pendant 3 minutes.

[5] ansooss
|GPT (ALT) NADH Kinetic|
Reagent 1 (Buffer) NS

o o] arcsr70
S o 16/05/200 “r
W] 150mi

Figure 11. Kit de TGP (Photo personnelle).

2.8.3. Dosage de la Phosphatase alcaline (PAL)

Le dosage est réalisé selon la fiche technique BIOLABO. C’est une méthode optimisée par
Henry et al. (1960), et elle est conforme aux recommandations de I'lFCC (1986). C’est une
méthode optimisée basée sur les recommandations de la DGKC (Société allemande de chimie
clinique, 1972) et de la SCE (Société scandinave de chimie clinique). En milieu alcalin, les
phosphatases alcalines catalysent I'hydrolyse du p-nitrophényl phosphate en p-nitrophénol et

phosphate.

Cette technique consiste a additionner 100ul de surnageant a 1ml de reéactif de travail [R2
dissout dans le tampon ; R1] (Fig. 12). Les absorbances sont lues au spectrophotométre a une

longueur d’onde 405 nm pendant 3 minutes.
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Figure 12. Kit de PAL (Photo personnelle).

2.8.4. Dosage de la lactate déshydrogénase (LDH)

L’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) a été mesurée a 1’aide d’un kit de test de
BIOLABO (France) (Fig. 13). L’essai a été effectué avec 200 pl de surnageant ajouté a 1000 pl
de tampon de substrat plus un coenzyme. La lecture des absorbances se fait a une longueur

d’onde de 340 nm pendant deux minutes.

[REF] 92011

@7 6omL
BB
(LDH-P)

-

[ [LOT] 112012A1

ﬁ w2 202311

@ A
IlBlOLABO'

Figure 13. Kit de LDH (Photo personnelle).
2.9. Les analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne + 1’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 critere de classification et le test HSD de Tukey ont été utilisés. L’analyse statistique a été
réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7.
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I11. RESULTATS

3.1. Essai insecticide du Menthol
3.1.1. Toxicité par ingestion

Aprés un test de screening, différentes concentrations du Menthol (0,5 ; 1 ; 2 et 4ul/ml) ont
été appliquées sur les adultes de R. dominica par ingestion. Des séries témoins sont réalisées en
paralleles. Aucune mortalité n'a été observée dans les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par ingestion varient de 7,5%
a 1h jusqu’a 32,5% a 6h pour la dose la plus faible (0,5 pl/ml) et de 90% a 1h jusqu’a 100% a
6h pour la plus forte dose (4 pl/l) (Fig. 14).

Ces mortalités augmentent d’une fagon significative en fonction des doses appliquées et du
temps apres traitement chez R. dominica traité par ingestion a 1h (Fs 12 =109,3 ; p<0,0001), 3h
(Fs,12 =136,2 ; p<0,0001), et 6h (F312 =75,27 ; p<0,0001) .

Les résultats montrent que le Menthol appliqué par ingestion exerce une activité insecticide
avec une relation dose-réponse a 1’égard de R. dominica. Le classement des doses par le test
HSD de Tukey révele I’existence de 4 groupes de moyennes a 1h, 3h et 6h.

La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en fonction du logarithme des
doses appliquées (Fig. 15) a permis 1’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que leurs

intervalles de confiance et le HillSlope (Tableau 5).

o
| Y
| P
M

Figure 14. Toxicité du Menthol appliqué par ingestion (ul/ml) sur les adultes de R. dominica a
différentes périodes : Mortalité corrigée (%) (m = SEM, n= 3 répétitions de 10 individus chacune) : test
HSD de Tukey.
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Figure 15. Effet du Menthol appliqué par ingestion sur les adultes de R. dominica a différentes périodes :
Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des
doses.

Tableau 5. Efficacité du Menthol appliqué sur les adultes de R. dominica : analyse des probits.

Mode Temps 5 . CLas (ul/ml) CLso (ul/ml)
d’application (heures) B i Slepps IC (95%) IC (95%)

1,03 1,77

1 0,97 2,05 (0,46 - 1,79) (1,15 -2,73)
_ 0,60 102

Ingestion e 0,99 2,09 (0,44 - 0,77) (0,84 - 1,23)
041 0,69

6 0,99 2,12 (0,27 - 0,53) (0,56 - 0,83)

3.1.2. Toxicité par fumigation

Aprés un test de screening, différentes concentrations de Menthol (5, 10, 20 et 40ul/1 d’air)
ont été appliquées sur les adultes de R. dominica par fumigation. Des séries témoins sont

réalisées en paralleles. Aucune mortalité n'a été observée dans les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
7,5% a 1h jusqu’a 32,5% a 6h pour la dose la plus faible (5 pl/ml) et de 90% a 1h jusqu’a 100%
a 6h pour la plus forte dose (40 pl/ml).

Les mortalités enregistrées par fumigation augmentent de fagon significative en fonction des
doses appliquées et du temps apres traitement chez R. dominica a 1h (F3s=85,78 ; p<0,0001),
3h (F38=96,53 ; p<0,0001) et a 6h (F3s= 136 ; p<0,0001).

Les résultats montrent que le Menthol appliqué par fumigation exerce une activité insecticide
avec une relation dose-réponse a 1’égard de R. dominica. Le classement des doses par le test
HSD de Tukey révele I’existence de 3 groupes de moyennes a 24h, 48h et 4 groupes de

moyennes a 72h.
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La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme des
doses appliquées (Fig.17) a permis I’estimation des concentrations 1étales (CL) ainsi que leurs
intervalles de confiance et le HillSlope (Tableau 6).

De plus, on note que le Menthol appliqué par ingestion est plus toxique par rapport a la
fumigation.

- c
< M.

o ¢ | win
© a

- b o
z b b

° 50 a Mo

Figure 16. Toxicité du Ménthol appliqué par fumigation (ul/l d’air) sur les adultes de R. dominica a
différentes périodes : Mortalité corrigée (%) (m = SEM, n= 3 répétitions de 10 individus chacune) : test
HSD de Tukey.
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Figure 17. Effet du Menthol appliqué par fumigation sur les adultes de R. dominica a différentes
périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des doses.

Tableau 6. Efficacité du Menthol appliqué sur les adultes de R. dominica : analyse des probits.

Mode Temps 2 . CLas (i) ClLso (ul/)
d’application  (heures) Al SEEE IC (95%) IC (95%)
24 0,97 2,36 1899 302
’ ' (87,54 - 320,8) (197 - 453,7)
Fumigati 48 0,97 2,12 b B
umigation ’ ’ (57,45 - 279,3) (154 - 387,9)
100,4 72,01
, 7 1 i)
72 0.9 187 (29,44 - 181,9) (12,52 - 185,90)
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3.2. Effet repulsif du Menthol

Les résultats du pouvoir repulsif de Menthol a 1’égard des adultes de R. dominica sont
présentés dans le Tableau 7. Le pourcentage de répulsion marque une augmentation en fonction
des concentrations appliquées. Le fort taux de répulsion (93,33%) a été observé a 30min avec
la plus forte concentration (20pl/ml). Ces pourcentages diminuent avec le temps d’exposition
et augmentent avec les concentrations appliquées.

Par ailleurs, le Menthol est classé en catégorie 5.

Tableau 7. Pourcentage (PR) et classe (CR) de répulsion du Menthol sur les adultes de R. dominica.

Concentrations Temps PR% CR
15min 33,33+ 8,88 I

30min 40,00 £ 13,33 1l

Sul/ml 1h 26,66 * 8,88 I
2h 20,00 £ 0,00 I
3h 13,33 + 8,88 |

15min 53,33 £ 8,88 "

30min 66,66 + 8,88 \V/

10ul/ml 1h 53,33 + 8,88 11
2h 46,66 + 8,88 11

3h 60,00 + 13,33 v

15min 86,66 + 8,88 \

30min 93,33 + 8,88 V

20ul/mi 1h 86,66 + 8,88 V

2h 66,66 + 8,88 v

3h 60,00 £ 13,33 \V/

3.3. Effet du Menthol sur les enzymes digestives

Les adultes de R. dominica ont été traités par ingestion avec deux concentrations létales
(CLas et CLsp). Les effets du Menthol ont été évalues sur I’activité spécifique de quatre enzymes

digestives : a-amylase, lipase, protéase et chitinase.

En ce qui concerne l'activité d’a-amylase, 1’application du Menthol a induit une diminution
significative chez les traités (Fs,1o= 18,49 : p<0,0001) par rapport aux témoins. Aucun effet dose
n’a été signalé (CLas vs CLsp : p>0,05) au cours de cette période. Le test HSD de Tukey, met
en évidence de 2 groupes de moyennes a 3h et 6h, un groupe témoins et un second groupe
constitué des traités (Fig. 18A).

Les résultats mentionnés dans la Figure 18B, montrent une diminution significative de I’activité
de la lipase chez les traités a la CLzs et la CLso (Fs.12= 27,79 : p<0,0001). Un effet dose (CL2s
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vs CLso : p=0,0070) a été constaté seulement a 3h. Le classement des moyennes par le test
HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes a 3h, chacun étant constitué d’une série et 2 groupes

a 6h, un groupe formé des témoins et un deuxieme compose des traités.

Par ailleurs, les résultats du dosage de la protéase révélent une diminution significative chez les
traités a la CLos et la CLso (Fs,12= 39,75 : p<0,0001) par rapport aux témoins. Un effet dose a
été constaté a 3h et a 6h (CL2s vs CLsp : p<0,0001). Le classement des moyennes par le test
HSD de Tukey, met en evidence 2 groupes a 3h et a 6h, un groupe formé des témoins et des

traités a la CL2s, et un second groupe constitue des traités a la CLso (Fig. 18C).

Enfin I’application du Menthol provoque une diminution significative de I’activité de la
chitinase chez les traités a la CL2s et la CLso (Fs,12= 34,18 : p<0,0001). Un effet dose (CL2s vs
CLso : p=0,0021) a été constaté a 3h. Par contre, aucun effet dose n’a été signalé (CL25 vs CLso
: p>0,05) a 6h (Fig. 18D). Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en

évidence 2 groupes a 3h et a 6h.
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Figure 18. Effet du menthol (CL2s et CLso) sur I’activité enzymatique de 1I’a- amylase (A), lipase (B),
protéase (C) et chitinase (D) chez les adultes de R. dominica a 3h et 6h apres traitement (m = SEM, n=3
répétitions, comportant chacune 10 individus).
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3.4. Effet du menthol sur la composition biochimique

Le Menthol a été appliqué par ingestion sur les adultes de R. dominica avec deux
concentrations létales (CL2s et CLso). Ses effets ont été évalués sur la composition biochimique

(réserves énergétiques et protéines) de cette espece a 3h et 6h aprés traitement.

D'aprés les résultats représentés dans la Figure 19A, on note une diminution significative du
contenu en protéines totales apres traitement avec les deux concentrations appliquées
(F5,12=106,1 ; p<0,0001). Un effet dose a eté constaté a 3h (CL2s vs CLso : p<0,0001) et un effet
dose & 6h (CL2s vs CLso : p=0,0132). Le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de

moyennes a 3h et a 6h, chacun étant composé d’une série.

Les résultats mentionnés dans la Figure 19B, montrent une diminution significative du contenu
en lipides chez les traités a la CL2s et la CLso (Fs,12= 537,6 : p<0,0001) avec un effet dose a 3h
(CLas vs CLso : p=0,0132) et a 6h (CL2s vs CLso : p<0,0001). Le classement des moyennes par
le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes a 3h et a 6h, chacun étant constitué d’une
série.

Les résultats du dosage des glucides révélent une diminution significative chez les traités a la
CLos et la CLso (Fs,12= 85,77 : p<0,0001) par rapport aux témoins, avec un effet dose a 6h (CL2s
vs CLso : p<0,0001). Le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes a 3h et 3 groupes a 6h
(Fig. 19C).
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Figure 19. Effet du Menthol (CL2s et CLso) appliqué par ingestion sur le contenu en protéines (A),
lipides (B) et glucides (C) chez les adultes de R. dominica a 3h et 6h aprés traitement (m + SEM, n=3
répétitions, comportant chacune 10 individus).

3.5. Effet du menthol sur les biomarqueurs enzymatiques

Les adultes de R. dominica ont été traités par ingestion avec deux concentrations létales du
Menthol (CL2s et CLso) et ses effets ont été évalués sur I’activité spécifique de quatre
biomarqueurs enzymatiques : Phosphatase alcaline, TGO, TGP et LDH.

Les résultats mentionnés dans la Figure 20A, montrent une augmentation significative de
I’activit¢ de la phosphatase alcaline chez les traités a la CLas et la CLsg (Fs10= 40,35 :
p<0,0001). Un effet dose a éte constaté a 3h (CL2s vs CLso : p=0,0132) et a 6h (CL2s vs CLso :
p=0,0005). Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes
a 3h et a 6h.

L’application du Menthol a induit une augmentation significative de I’activité de la TGO chez
les traités a la CLos et la CLso (Fs,10= 8,888 : p=0,0010). Un effet dose a été signalé a 3h (CL2s
vs CLsp : p=0,0093) et a 6h (CL25 vs CLsg : p=0,0092). Le classement des moyennes par le test
HSD de Tukey, met en évidence de 2 groupes a 3h et a 6h (Fig. 20B).
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Une augmentation significative de I’activité de la TGP a été observée apres application du
Menthol sur les adultes de R. dominica (Fs12= 44,17 : p<0,0001). Un effet dose a été signalé a
3h (CLas vs CLso : p=0,0062) et a 6h (CL2s vs CLso : p=0,0134) (Fig. 20C).

L’activité de la LDH marque une augmentation chez les traités a la CLs et la CLso (Fs,10= 324,1
: p=0,0119) avec un effet dose a 3h (CL2s vs CLso : p=0,0132) et a 6h (CL2s vs CLso : p<0,0001).
Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes a 3h et a 6h,

chacun étant constitué d’une série (Fig. 20D).

@ o
a < -
= £
= © 0.5
= Il cooins e g M cnoins
o - o
< M. PR M.
a i
P
s M s - : M.
o o 0.3
° - 2
© o E
z : 2022
E Z e
o 5w
o PO
a a =
3 L
o o
= 0.0
-
<
< P d (H s) P d (Heures )
o I 207
< - c Ml Timoins
© —_
< S0
. B cnons ° M cLs
: o £ 157 b
s oo 0 L M cuso
3o
: - cL50 T =
£ 21.01
: © o ¢
- °
S 2 5 0
o ® a
o Eos a
a @ -5
o N
o = 2
< o
N <
: > ©
E .
- Périodes (Heures ) Pliriodes (Heures)

Figure 20. Effet du Menthol (CLs et CLso) appliqué par ingestion sur les biomarqueurs enzymatiques :
PAL (A), TGO (B) et TGP (C) et LDH (D) chez les adultes de R. dominica & 3h et 6h aprés traitement
(m £ SEM, n=3 répétitions, comportant chacune 10 individus).
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V. DISCUSSION
4.1. Toxicité du Menthol a I'égard de Rhyzopertha dominica

La toxicologie est 1’é¢tude des effets nocifs d’une substance chimique naturelle ou
synthétique sur les organismes vivants. Les tests toxicologiques sont adoptés pour tester la
sensibilité des organismes vivants aux traitements appliqués en campagne de lutte (OMS,

1963), ils sont nécessaires pour évaluer les concentrations létales (CL2s et CLsp).

L 'utilisation traditionnelle des plantes dans la lutte contre les déprédateurs des denrées stockées,
et en tant que répulsives des insectes volants a fait preuve de son efficacité. Ces pratiques ont
démontré que les huiles essentielles et leurs constituants sont toxiques a 1’égard d’un grand

nombre d'insectes par contact et par fumigation (Saheb, 2007).

Les HEs sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de défense
contre les ravageurs phytophages (Cseke et al., 1999). Ces derniéres peuvent affecter la
croissance, le développement et le comportement des insectes et peuvent agir comme anti-
appéetant (Hough-Goldstein, 1990 ; Hummelbrunner & Isman, 2001), fumigants, répulsifs
(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 résoudre les problémes de I’environnement
causés par les pesticides de synthese (Kim et al., 2003), en raison de leur faible toxicité a 1’égard

des mammiferes, 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 ingestion et par fumigation, la toxicité d’une molécule
bioactive, le menthol a 1’égard des adultes de R. dominica. Les résultats ont montré une activité

insecticide de ce traitement avec une relation dose-réponse et une efficacité de 1’ingestion.

De nombreux chercheurs se sont intéressés a I'évaluation des effets insecticides de certaines
especes de plantes médicinales chargees de produits volatils pour la protection des stocks de
grains au cours de la derniere décennie (Abou-Taleb et al., 2016). Plusieurs études ont montré

I'activité fumigante des HEs contre plusieurs especes de ravageurs des denrées stockées, telles
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que Sitophilus oryzae, Sitophilus zeamais (Liu et al., 2011), Rhyzopertha dominica (Tripathi et
al., 2003), Tribolium castaneum (Olivero-Verbel et al., 2010), Callosobruchus chinensis
(Shuklaetal., 2011), Callosobruchus maculatus (Denloye et al., 2010), Lasioderma serricorne
(Ebadollahi et al., 2010) et Sitophilus granarius (EI 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).

De nombreuses études ont rapporté les activités insecticides des HEs et de leurs composants
contre les ravageurs des grains entreposés (Perez et al., 2010 ; Brari & Thakur, 2015). La
plupart des travaux ont confirmé que cette activité de ces huiles est en raison de leurs composés
(Néo-Isomenthol, Menthone, Carvone, Limonéne, B-Ocimene et Dihydrotagétone), qui
agissent sur le systeme nerveux de l'insecte en perturbant les fonctions des systémes
GABAergiques (Bloomquist etal., 2008 ; Tong & Coats, 2012) et aminergiques (Kostyukovsky
etal., 2002 ; Enan, 2005) et en inhibant I’acétylcholinestérase (Lopes et al., 2010 ; Abdelgaleil
et al., 2015).

Plusieurs constituants des HEs ont prouvé leur potentiel insecticide. Le Limonene est le
principal agent actif de I'huile de Citrus responsable de I'activité insecticide (Karr & Coats,
1988 ; Tripathi et al., 2003). Il présente plusieurs avantages tels que sa faible toxicité envers les
Mammiferes, sa biodégradabilité élevée (Aidi Wannes, 2011), et sa forte toxicité vis-a-vis les
ravageurs des denrées stockées. Lee et al. (2001) ont montré également la toxicité de ce

composé contre une espece de coléoptere, Sitophilus oryzae.

Le potentiel insecticide est trop affecté par I'insecte cible concerné et par I'espéce d'agrumes
utilisée (Lota et al., 2000) en raison des variations de la teneur en d-Limonéne. 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%, suivie de C. limonum (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

¢levée a 1I’égard de Sitophilus oryzae (Jayakumar et al., 2017).

Les travaux de Chang et al. (2009) ont montré la toxicité élevée du Trans-anéthole et de
I'Estragole par rapport a I'huile de basilic et du Linalool contre Ceratitis capitata et Bactroera
cucurbitae. Par ailleurs, le L-Carvone a manifesté un potentiel insecticide par fumigation contre

Callosobruchus chinensis aprés 48 h de traitement (LCso = 1,19 ml/l) (Jayaram et al., 2022).
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Les travaux de Jayaram et al. (2022) ont montré que la toxicité des HEs des plantes est liée a
leurs principaux constituants, tels que le néo-isomenthol et la menthone pour M. piperita ; le
carvone et le limonene pour M. spicata; et I’Ociméne et dihydrotagétone pour T. minuta.
D’autres composés tels que 1'Acétate de menthyle, Menthofurane, 1,8-Cinéole, Limonéne et 3-
Caryophylléne chez M. piperita; 1,8-Cinéole, B-Myrcene et cis-Dihydrocarvone chez M.
spicata et Z-Tagetone, E-Ociméne chez T. minuta, jouent un réle vital dans 1’activité insecticide
de leurs huiles essentielles (Bakkali et al., 2008 ; Miresmailli et al., 2006 ; Kanda et al., 2016 ;
Koul et al., 2008). Six principaux monoterpénoides des HEs de plantes aromatiques cultivées
en Turquie, a savoir le carvacrol, le 1,8-cinéole, le menthol, le y-terpinene, le terpinéne-4-ol et
le thymol ont été testés pour leur activité fumigante contre les adultes de T. confusum et les
larves d’Ephestia kuehniella. Les résultats ont montré une variation de I’activité fumigante de

ces molécules avec comme constituant plus actif est le carvacrol (Erler, 2005).
4.2. Effet répulsif du menthol

La répulsion est un mécanisme de défense exercé par les plantes contre les insectes
(Jayakumar et al., 2017). Ce phénoméne physiologique peut étre utilisé pour lutter contre les
dégats causés par ces insectes ravageurs. 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 ; Ebadollahi et al., 2013). Cette activité est liée aux
principes actifs et aux autres constituants chimiques de I’huile (Damalas & Eleftherohorinos,
2011).

Nos résultats montrent que le menthol a un pouvoir tres répulsif (93,33%) vis a vis des adultes

de R. dominica aprés 30min et avec la plus forte concentration (20ul/ml).

Des résultats antérieurs ont réveélé le pouvoir répulsif d’une large gamme d’huiles essentielles
et de leurs constituants. Plusieurs travaux ont également montré I’activité répulsive de
I’azadirachtine vis-a-vis de R. dominica avec un taux de répulsion de 81,48% (Hanif et al.,
2016), et de 68,35 % (Hasni & Zeghba, 2017). De plus, les travaux d’Ojimelukwe & Adler
(1999) ont montré I’effet répulsif de plusieurs constituants avec ’efficacité¢ de Zimtaldéhyde
(98,53%) par rapport a I’Eugénol (80%), le Thymol (70,39%), I’Hydroxy-anisol (50,37%), le
Terpinéol (42,97%) et le Menthol (40,74%) contre T. confusum. En outre, les études realisées
au niveau de notre Laboratoire de recherche ont mis en évidence I’activité répulsive de plusieurs

molécules bioactives, telles que le Limonene contre Trogoderma granarium (Abdesmad &
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Moumou, 2022), I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022), et B-Pinéne contre T. confusum
(Djebaili & Boudjil, 2022) et le Linalool contre R. dominica (Bouchagra & Farhi, 2022).

Le potentiel répulsif des composés phytochimiques a I’égard des ravageurs dépendent de
plusieurs facteurs tels que la composition chimique des huiles et la sensibilité de l'insecte
(Casida & Quistad, 1995).

4.3. Effet du Menthol 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). Donc Il est essentiel d’étudier les modifications de la composition
biochimique suite au traitement par les insecticides botaniques, pour évaluer et déterminer leur

pouvoir toxigque (Sak, 2006).

Les extraits de plantes peuvent engendrer des perturbations biochimiques exprimées sur le plan
quantitatif par une augmentation ou une diminution des différents métabolites (protéines,
carbohydrates, lipides) (Yazdani et al., 2013 ; Dris et al., 2017 ; Gnanamani & Dhanasekaran,
2017).

4.3.1. Effet sur les protéines

Les protéines sont des constituants nécessaires au développement, a la croissance et a
I'accomplissement des activités vitales des insectes (Yazdani et al., 2014 ; Mojarab-
Mahboubkar et al., 2015), 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).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que I’application du menthol
(CL2s et CLso) sur les adultes de R. dominica par ingestion, induit une perturbation du contenu

en protéine en le diminuant.

Des résultats similaires ont été constatés chez S. granarius traité par 1’huile de C. limonum et
I’azadirachtine (Guettal, 2021), chez T. confusum traité par I’Eucalyptol (Debab & Mesloub,

2022), chez T. granarium traité par le Limonene (Abdesmad & Moumou, 2022). Par contre,
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une augmentation du contenu en protéines a été signalée 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. dominica (Bouchagra & Farhi, 2022) et T. confusum (Lahmar &
Benhadda, 2022) traités par le Linalool.

La réduction des protéines est un phénomene fréquent chez les insectes traités par les produits

toxiques (Nation et al., 2008), et qui peut étre attribuée a un ou plusieurs facteurs, tels que la
diminution de leurs synthése ou augmentation de leur dégradation pour détoxifier les principes
actifs présents dans les extraits de plantes ou les HEs (Vijayaraghavan et al., 2010). La
dégradation des protéines en acides aminés a pour but de faciliter leur incorporation dans le
cycle de Krebs comme acides cétoniques afin de compenser les faibles taux d’énergie causés
par le stress (Nath et al., 1997). De plus, la réduction en réserve protéique peut étre également
due a l'adaptation physiologique de I'insecte a un état de stress causé par les insecticides
(Ribeiro et al., 2001).

4.3.2. Effet sur le contenu en glucides

Les glucides forment un groupe de composés tres importants. Certains représentent une
source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit
sous forme de réserves (glycogene) ; d’autres ont un role structural (cellulose, chitine, acide
hyaluronique) (Nation, 2008). Ils jouent un réle métabolique de premier plan dans le cycle de
développement (Steele, 1981) et constituent une source énergétique essentielle.

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 I’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). Par contre, une augmentation de ce composé a eté 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 (Yazdani et al., 2014 ; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015). Elle peut également

étre due a une accelération de la glycogénolyse au niveau du corps adipeux, au transport du
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glycogene du corps gras a I'hémolymphe en réponse a I'épuisement énergétique lorsque les

individus sont exposes a des toxines (Zibaee, 2011).
4.3.3. Effet sur le contenu en lipides

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et al.,
1985). lls sont transportés du corps gras, site de leurs syntheses et stockage vers les organes

utilisateurs via ’hémolymphe surtout lors de la vitellogénése (VVan Hensden & Law, 1989).

Nos résultats ont montré que le traitement des adultes de R. dominica par le menthol induit une
diminution significative du contenu en lipides. Les mémes observations ont été faites chez S.
granarius traité par le citron et 1’azadirachtine (Guettal, 2021), chez R. dominica (Bouchagra
& Farhi, 2022) et T. confusum (Lahmar & Benhadda, 2022) traités par le Linalool et chez T.
granarium traité par I’huile de Citrus limonum et le limonéne (Abdesmad & Moumou, 2022).
Par contre, une augmentation de ce composé a été observée chez T. confusum traité par 1’huile
d’Eucalyptus globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022).

L’¢épuisement de ce composant biochimique aprés traitement est di au stress induit suite a
I’exposition a un insecticide (Sancho et al., 1998 ; Rambabu & Rao, 1994) qui se traduit par
une altération de leurs synthese (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 I'augmentation de la lipolyse pour fournir de I’énergie (Lohar & Wright, 1993 ; Steele, 1985).
4.4. Effet du Menthol sur les biomarqueurs enzymatiques

Une bonne évaluation de I’impact écotoxicologique des contaminants nécessite souvent une
approche multifactorielle utilisant plusieurs marqueurs biologiques. Au niveau biochimique, il
existe différents types de biomarqueurs regroupés selon leur fonction au niveau cellulaire
(Badiou, 2007). Diverses enzymes sont couramment utilisées comme biomarqueurs chez de
nombreuses especes (Barata et al., 2007 ; Heylen et al., 2011), telles que PAL, ASAT, et ALAT
(Pratt & Kaplan, 2000).

Nos résultats montrent que le menthol entraine une augmentation significative de 1’activité de
trois biomarqueurs enzymatiques : PAL, TGO et TGP. Des résultats similaires ont été constatés
chez T. confusum traité par 1’huile d’E. globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022).

L’huile de basilic et de girofle ont augmenté de maniére significative I'activité de la TGP, tandis
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que I'huile de basilic a augmenteé I'activité de la TGO, ce qui indigue une synthese accrue de ces
deux enzymes chez le charancon, S. granarius (Makarem et al., 2015). Ces résultats sont en
accord avec ceux trouvés apres application des huiles végétales (Tabassum et al., 1994 ; Abdel-
Latif & Al Moajel, 2004). Ender et al. (2005) ont montré également une augmentation de
I’activité de I’ALT chez les larves de Galleria mellonella aprés traitement au méthyle parathion.
Les mémes observations ont été constatées chez Eurygaster integriceps traiteé par le
pyriproxiféne (Zibaee et al., 2011).

4.5. Effet du Menthol sur un biomarqueur du stress oxydatif (LDH)

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 1’effet dun produit toxique ou
un polluant. Ces deux types de réponse dépendent de la durée d’exposition d’une part et de la
sensibilité de I’espéce exposée d’autre part (Sifi, 2009). L’induction du systéeme de défense
antioxydant peut étre considérée comme une adaptation de I’organisme a un environnement

pollué (Droge, 2002).

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme qui contribue a faciliter le processus de
transformation du sucre en énergie, afin que les cellules puissent les utiliser. Elle est aussi
responsable de la régénération du NAD+ a partir du NADH pour assurer la continuation du
cycle glycolytique (Gagnon & Holdway, 1998). Les niveaux de la LDH sont utilisés chez les
especes ¢tudiées dans le domaine toxicologique et dans I’indication de 1’exposition a un stress
chimique (Das et al., 2004) pour le diagnostic des Iésions cellulaires et tissulaires (Gupta et al.,

1991). La LDH est également utilisée comme biomarqueur de pollution (Long et al., 2003).

Les résultats obtenus dans notre étude ont montré que la molécule bioactive, le menthol a
provoqué une augmentation significative de 1’activité de la LDH chez R. dominica. Selon
Halaimia & Chachoui (2017). L’application de I’AZAD sur les adultes de R. dominica a
provoqué une augmentation de I’activité de la LDH, au cours de la période testée. Cette
augmentation peut étre expliquée par le stress chimique induit par 1’insecticide. De plus, les
travaux de Debab & Mesloub (2022) ont montré une induction du stress oxydant traduite par
une augmentation de la LDH chez T. confusum. Par contre une diminution de ce biomarqueur

a été signalée chez B. mori traité par deux organophosphorés, le fénitrothion et 1’éthion (Nath,
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2000), chez Culex fatigans traité au malathion et au pyréthrinoide (Azmi et al., 2002) et chez

Blattella germanica traitée a I’indoxacarbe et au Spinosad (Maiza et al., 2013).
4.6. Effet du Menthol sur les enzymes digestives

La digestion est la décomposition des macromolécules ingérées en petits molécules
absorbables et utilisables par les cellules, un processus qui se déroule par le biais d’un ensemble
d’enzymes, pour cela, toute perturbation de ces derniers va empécher I’insecte a accomplir cette
fonction biologique (Zibaee & Bandani, 2010). Dans ce cadre, notre étude s’intéresse a
I’évaluation de I’effet d’une molécule bioactive, le Menthol sur quatre enzymes indispensables
pour la digestion : protéase, lipase, chitinase et a-amylase. Les résultats ont mis en évidence
une perturbation de I’activité de ces enzymes chez les adultes de R. dominica par rapport aux

témoins avec une relation dose-réponse.

Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines, en scindant la liaison
peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine peptidique(Pascual-Ruis et al., 2009).
Elles peuvent étre altérées par les insecticides botaniques qui interférent la production de
certains types de protéases et les empéchent de digérer les protéines ingérées (Johnson et al.,
1990 ; Senthil-Nathan et al., 2006). Nos résultats ont révélé une diminution de I’activité de la
protéase chez R. dominica suite au traitement avec le Menthol. Des résultats similaires ont été
signalés chez T. confusum traité par I’'HE d’E. globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub,
2022), chez R. dominica traité par I’huile de Lavandula angustifolia (Sayada et al., 2021), chez
les larves de T. granarium traitées par I’HE d’E. globulus (Brahmi & Yousfi, 2021), et chez R.

dominica traité par Schinus molle (Soltani & Abes, 2022).

Les lipases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons externes des molécules de graisses.
Bien qu'il existe quelques études sur les lipases digestives des insectes, leur activité est affectée
de maniére significative par l'utilisation des insecticides botaniques (Senthil Nathan et al.,
2006). Nos résultats ont révélé une diminution de 1’activité de la protéase chez R. dominica
suite au traitement avec le Menthol. Zibaee et al. (2009) ont noté une inhibition de I'activité
lipase dans I'intestin moyen de Chilo suppressalis (Lepidoptera : Pyralidae) aprés traitement a
I'extrait d'A. annua. Senthil Nathan et al. (2006) ont montré que le traitement de Cnaphalocrocis
medinalis (Lepidoptera : Pyralidae) par I'azadirachtine diminue fortement I'activité de la lipase
dans l'intestin moyen. Les larves de T. granarium ont été traitées par fumigation avec I’HE d’E.

globulus marquent une diminution de I’activité de la lipase (Brahmi & Yousfi, 2021).
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Les chitinases sont les enzymes qui hydrolysent les liaisons glycosidiques des molécules de
chitine, plus précisément, elles hydrolysent les liaisons B-(1-4) des résidus de N-acétyl-p-D -
glucosamine (Merzendorfer & Zimoch, 2003), et interviennent dans la formation et la
dégradation de la membrane péritrophique qui protege I'épithélium intestinal (Shen & Jacobs-
Lorena, 1997). Nos résultats ont révélé une diminution de I’activité de la chitinase chez R.
dominica apres exposition au Menthol. Des résultats similaires ont été rapportés chez les larves
et les adultes de D. melanogaster traités avec I'azadirachtine (Bezzar, 2016), chez les larves de
T. granarium traitées par I’HE d’E. globulus (Brahmi & Yousfi, 2021), chez T. confusum traité
par I’huile d’E. globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022) et chez R. dominica traité
par Schinus molle (Soltani & Abes, 2022).

L’a-amylase est I’enzyme clé qui catalyse I’hydrolyse de la chaine a-1-4 glycane de I'amidon
et du glycogeéne qui sont les formes stockées de carbohydrates (Terra & Ferriera, 2005). Nos
résultats ont montré une diminution de 1’activité de 1’a-amylase chez R. dominica traité avec le
Menthol. Les mémes observations ont été constatées chez D. melanogaster traitée avec
I'azadirachtine (Bezzar, 2016), chez T. granarium traitée par I’HE d’E. globulus (Brahmi &
Yousfi, 2021), chez T. confusum traité par I’huile d’E. globulus et 1’Eucalyptol (Debab &
Mesloub, 2022) et chez R. dominica traité par Schinus molle (Soltani & Abes, 2022). En outre,
des études ont montré une réduction de I’activité a-amylase sous 1’effet de 1’azadirachtine chez
P. americana (Paranagma et al., 2001), chez P. interpunctella (Rharrabe et al., 2008), chez

Glyphodes pyloalis (Khosravi & Sendi, 2013) et chez Tribolium castaneum (Sami, 2014).
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espece de Coléoptere ravageur des
denrées stockées, Rhyzopertha dominica, I’effet d’une molécule bioactive, le Menthol. Son
effet a été testé sur plusieurs aspects de R. dominica : toxicité, composition biochimique,

biomarqueurs enzymatiques et enzymes digestives.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation et par ingestion ont permis de déterminer les
concentrations létales (CL2s et CLso). Le Menthol appliqué présente un effet insecticide avec
une relation dose-réponse. De plus, on note que I’ingestion est le mode d’application le plus
efficace par rapport a la fumigation. Le test de répulsion réalisé a permis de mettre en évidence

le pouvoir répulsif du Menthol a 1’égard de cette espece.

L’¢étude de la composition biochimique a montré que cette molécule appliquée par ingestion,
induit un épuisement des réserves energétiques et une perturbation du contenu en protéines chez

les adultes de R. dominica.

Le Menthol appliqué (CL2s et CLso) sur les adultes de R. dominica semble affecter relativement
les biomarqueurs enzymatiques par une augmentation de la phosphatase alcaline, la Glutamate-

Pyruvate Transaminase (TGP) et la Glutamate-Oxaloacétate-Transaminase (TGO).

Les activités spécifiques des enzymes digestives chez les adultes R. dominica sont également
perturbées sous I’effet du Menthol. Les résultats révélent une diminution significative de

I’activité de I’a-amylase, la chitinase, la lipase et la protease.

Enfin, 1’évaluation d’un biomarqueur du stress oxydant, indique que le Menthol induit une

augmentation de 1’activité de la LDH chez les traités comparativement aux témoins.
En guise des perspectives, nous recommandons de :

% Evaluer I’effet de cette molécule sur le potentiel reproducteur de R. dominica ;
¢ Déterminer I’effet du Menthol sur le développement de cette espéce ;

¢ Déterminer la persistance de cette molécule et son effet combiné avec d’autres

molécules bioactives ;

% Endernier lieu, nous suggérons des essais pilotes dans les entrep6ts de stockage afin de

mieux évaluer ’efficacité de ce traitement in situ.
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V1. RESUME

Cette présente étude a pour but d’évaluer ’activité insecticide d’une molécule bioactive, le
Menthol a I’égard de d’une espéce de ravageur, Rhyzopertha dominica. Les effets ont été
examinés sur la mortalité, les biomarqueurs enzymatiques (PAL, TGO et TGP), les réserves

nutritionnelles, les enzymes digestives et le biomarqueur du stress oxydatif.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation et par ingestion ont réveélé I’ activité insecticide
de cette molécule avec une relation dose-réponse. De plus, le Menthol appliqué par ingestion
est plus efficace par rapport a la fumigation. Le test de répulsion a permis de mettre en évidence

le pouvoir répulsif de ce traitement a 1’égard de R. dominica.

Par ailleurs, 1’étude biochimique montre que le traitement provogue une diminution du contenu
en protéines et des réserves énergétiques. De plus, il perturbe I’activité des biomarqueurs

enzymatiques (PAL, TGO et TGP) chez les adultes de R. dominica.

Le Menthol perturbe également I’activité des enzymes digestives chez les adultes traités
comparativement aux témoins. En effet, le traitement réduit I’activité spécifique de I’a-amylase,

de la chitinase, de la protéase et de la lipase.

Finalement, le biomarqueur du stress oxydatif déterminé chez les adultes traités (CL2s et CLso)

par le Menthol a révélé une augmentation de I'activité de la lactate déshydrogénase (LDH).

Mots clés : Menthol, Rhyzopertha dominica, Toxicité, Répulsion, Réserves énergétiques,

Enzymes digestives, Biomarqueurs enzymatiques.
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ABSTRACT

This present study aims to evaluate the insecticidal activity of a bioactive molecule, Menthol,
against a pest species, Rhyzopertha dominica. Effects were examined on mortality, enzyme
biomarkers (PAL, TGO, and TGP), nutritional reserves, digestive enzymes, and oxidative stress

biomarker.

Toxicological tests revealed the insecticide activity of this treatment with a dose-response
relationship. In addition, ingestion is the most effective mode of application compared to
fumigation. The repulsion test demonstrated the repellence activity of this treatment against R.

dominica.

Moreover, the biochemical study shows that the treatment decreases the protein content and the
energy reserves. In addition, it disrupts the activity of enzyme biomarkers (PAL, TGO and
TGP) in R. dominica adult.

Menthol also disrupts the activity of digestive enzymes in treated adults compared to controls.

Indeed, the treatment reduces the specific activity of a-amylase, chitinase, protease and lipase.

Finally, the biomarker of oxidative stress determined in adults treated (LC2s and LCsp) with

Menthol revealed an increase in the activity of lactate dehydrogenase (LDH).

Keywords: Menthol, Rhyzopertha dominica, Toxicity, Repulsion, Energy reserves, Digestive

enzymes, Enzymatic biomarkers.
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