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Introduction

I. INTRODUCTION

Les céréales représentent le régime alimentaire essentiel des populations de la majorité des
pays en développement (Gueye et al., 2011). Elles constituent une des principales filieres de la
production agricole en Algérie et elles fournissent plus de 60% de I'apport calorifique et 75 a
80% de l'apport protéique de la ration alimentaire. La consommation des produits céréaliers a
lamoyenne d’environ 205 kg /hab/an (Chehat, 2007). De ce fait, labonne gestion de ces denrees

pourrait contribuer a atteindre I’autosuffisance et la sécurité alimentaire (\Waongo et al., 2013)

Le processus d'entreposage pose de nombreux problémes, comme la présence des ravageurs
qui menace les produits entreposés. Les organismes nuisibles pénétrent dans les aires de
stockage du grain parce qu'ils offrent un environnement idéal pour leurs développement (Rees,
2004 ; Nansen, 2008). Parmi ces insectes nuisibles le genre Trogoderma, qui contient plus de
134 espéces (Hava, 2003). Trogoderma granarium Everts (Coléopteres : Dermestidae), est un
ravageur important qui retentissent sur le plan économique (Hagstrum & Subramanyam, 2009 ;
Eliopoulos, 2013). Il est considéré comme I'un des 100 ravageurs les plus agressifs au monde
(Lowery et al., 2000). 1l peut causer la perte directe des grains entreposés en les nourrissant et
en permettant la colonisation des grains endommagés par des ravageurs secondaires, y compris
d'autres insectes et champignons, ce qui détériore davantage la qualité des grains (Matterne et
al., 1998). La gestion de cet organisme nuisible est difficile parce que ses larves se nourrissent
a l'intérieur des grains, ce qui réduit leur exposition a des traitements insecticides directs
(Boland et al., 2004).

Depuis des siecles, pour lutter contre les infestations multiples, les paysans ont pratiqué des
techniques traditionnelles telle que les rotations de cultures ou I’ajout aux denrées des produits
locaux tels que les minéraux et les feuilles (Foua-Bi, 1993 ; Vincent et al., 2000 ; Regnault-
Roger etal., 2008 ; Philogene et al., 2008). Pour surmonter le probléme de la prolifération des
insectes ravageurs, plusieurs techniques sont utilisées pour maintenir la population de ces
organismes nuisibles sous le niveau de perte économique. Ce n’est qu’aprés la seconde guerre
mondiale, que le recours aux produits phytosanitaires chimiques ou en d’autres termes les

pesticides, s’est généralisé pour tirer le meilleur profit des cultures (Regnault Roger, 2005).

Les pesticides peuvent étre transportés soit par le vent au cours du traitement, soit par les grains
traités aprés les semis dans les champs, soit par le biais du systéme d'égouts ou par les

ruissellements en provenance des champs et des lieux de traitement, pour se retrouver dans les
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Introduction

étendues d'eau ou ils auront la possibilité de pénétrer dans la chaine alimentaire . Plus de 20000
déces accidentels et 3 millions d’empoisonnements liés aux pesticides sont annuellement

recensés dans le monde (PAN Africa, 2003).

Laprise de conscience des effets secondaires de l'utilisation des pesticides sur I'environnement

et la santé humaine provoque actuellement une révolution verte. L'agriculture moderne évolue
; elle a tendance a épandre moins de pesticides et a utiliser généralement des produits plus
sélectifs et moins polluants qui sont les biopesticides d'origine végétale en particulier les plantes
aromatiques. Les extraits végétaux des familles des Rutacées, Méliacées, Astéracées, Labiatées,
Pipéracées, Verbénacées et Annonacées agissent comme biopesticides (Tapondjou et al., 2005
; Kellouche, 2005 ; Isman, 1995). Leur toxicité s’exprime de différentes maniéres : activités
ovicide, larvicide (Kéita et al., 2000 ; Regnault-Roger, 2002 ; Pavela, 2004a), perturbation de
lacroissance des insectes (Pavela, 2004h) et diminution de la fécondité et de la fertilité (Pavela,
2005).

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

essentielle de Citrus limonum ainsi que la détermination de son rendement.

La deuxiéme partie est consacrée a ’évaluation de la toxicité de I’huile de C. limonum et du
limonéne (chaque traitement seul) par fumigation et par ingestion sur les larves de Trogoderma

granarium (Everts) et de leur potentiel de répulsion vis-a-vis de cet insecte ravageur.

La troisieme partie examine les effets létaux (CL2s et CLso) de ces biopesticides (chaque
traitement seul) par ingestion sur les protéines et les réserves énergétiques chez les larves de T.

granarium.
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Matériels et Méthodes

II. MATERIELS ET METHODES

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

Le Trogoderme ou dermeste des grains est un petit insecte (2-3 mm) brun, de forme
globuleuse (Fig. 1). L'adulte ne vit que 10 a 15 jours et ne cause aucun dégat. La larve,
facilement reconnaissable car trés velue, se développe a I'extérieur des grains et est la seule
responsable des dégats. Dans certains cas, les larves se groupent en tres grand nombre dans les
crevasses ou au niveau des coutures ou des oreilles des sacs, qu'elles détériorent. Ce sont des
endroits que l'on peut rapidement inspecter lors de contréles. Le Trogoderme se caracterise
également par une trés grande résistance a la sécheresse et une bonne aptitude a survivre en
I'absence de toute nourriture, Enfin cet insecte est trés résistant a de nombreux insecticides de
contact et constitue de ce fait un insecte-test (Cruz et al., 1988). Sa classification systématique

est la suivante :

Régne Animalia

Embranchement Arthropoda

Sous-embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Ordre Coleoptera

Sous-ordre Polyphaga

Super-famille Bostrichoidea

Famille Dermestidae

Genre Trogoderma

Espece Trogoderma granarium (Everts, 1898)
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Figure 1. Larve (A, B) et Adultes (C) de Trogoderma granarium (Photos personnelles).

2.2. Techniques d’élevage au laboratoire

Les larves de Trogoderma granarium ont été obtenues a partir de la Société Saif dans la
région de Chéria. Une fois ramenées au laboratoire Eau et Environnement a I’Université de
Tébessa, les individus ont subi un criblage a I’aide d’un tamis de 2 mm, avec un papier filtre
blanc pour qu’on puisse les repérer a I’ceil nu. Les larves triées selon leur taille, ont été mises
dans des boites en plastique (Fig. 2). 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.

Figure 2. Blé infesté (photos personnelles).

2.3. Présentation de la plante, Citrus limonum (Burm, 1768)
Citrus limonum (Citron) d’abord appelé « limon », est parmi les plus importantes espéces
d'agrumes apres le Citrus sinensis et Citrus reticulata (Debuigne & Couplan, 2006). Le

citronnier désigné sous le nom de Citrus limonum (L.) Burm, est un arbre a fleurs persistantes
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ou un arbuste aromatique qui peut atteindre 6 m de haut, avec des épines robustes. Les feuilles
sont vert foncé, cuirassées avec une forme ovale d'environ 14 cm de long. Les boutons floraux
sont de couleur violacée avec 5 pétales blancs de 5 cm de diametre. Les fruits sont de forme
oblongue jaune, mesurant entre 7,5 et 12,5 cm de long. Les fruits sont riches en acide citrique

et en vitamine C (Fig. 3). Laclassification systématique de Citrus limonum est la suivante :

Régne Plantae

Embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Sapindales

Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espéce Citrus limonum (Burm, 1768)

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

2.4. Collecte séchage de la plante

Les feuilles de citronnier ont été recueillies durant la période de novembre 2021 dans la
région de Tébessa (quartier Skanska), et la cueillette a été faite en maintenant la méme hauteur
et au méme moment (& 23h). Le matériel végétal a éte rincé a I'eau du robinet pour éliminer la
terre et les autres contaminants de surface, puis séché a l'air dans I'obscurité a température

ambiante pendant 4 jours, puis les feuilles ont été coupees en petits morceaux (Fig. 4).
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Figure 4. Séchage des feuilles de Citrus limonum (Photos personnelles).

2.5. Extraction et rendement de PHE de C. limonum

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation a I’aide d’un appareil
de type Clevenger (Clevenger, 1928) (Fig. 5). Elle est réalisée par ébullition d’un mélange de
50 g de matériel végétal et 750 ml d’eau distillée dans un ballon a fond rond, ’ensemble est
placé sur une chauffe ballon d’une puissance de 350 w qui est raccordée avec le reste de
I’appareil d’extraction a une température voisine de 100°C, le mélange est tenu en ébullition
pendant 3h. La vapeur chargée d’huile essentielle, traverse le réfrigérant et se condense avant
de chuter dans une ampoule de décantation sous forme de gouttelettes, ensuite I’huile se sépare

de I’eau par différence de densité (Pharmacopée Européenne, 2017).

A la fin de "opération, I’HE recueillie a été filtrée en présence de sulfate de sodium (Na2SOa)
pour ¢éliminer les traces d’eau résiduelle. Elle est ensuite récupérée et stockée a 4°C et a
I’obscurité dans un flacon en verre, hermétiquement fermé et couvert du papier aluminium pour
les préserver de la lumiére. La quantité d huile obtenue est pesée pour le calcul du rendement

(Mawussi, 2008 ; Tchoumbougnang et al., 2009).

Le rendement est le rapport entre le poids de I’'HE extraite et le poids de la biomasse végétale a
traiter. 11 est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :

R = [XPB/XPA] x 100 ou R=PB/PAx100
R : Rendement en HE en %.

PB : Poids d’HE en gr.

PA : Poids de matiére séche de la plante engr.
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Figure 5. Extraction de I’HE de Citrus limonum (Photos personnelles).
2.6. Présentation du limonéne
Le limonéne de formule brute CioHis (Fig. 6), est un hydrocarbure terpenique présent dans
de nombreuses huiles essentielles a partir desquelles il peut étre obtenu par distillation. A
température ambiante, c'est un liquide incolore a odeur brillante, fraiche et propre d'orange (Fig.
6), caractéristique des agrumes. Il est utilisé comme solvant dans les produits de nettoyage, la
fabrication de produits alimentaires, la parfumerie et les produits d'hygiéne, ainsi que comme

insecticide.

| B| CHs CHs

o

HiC” SCH, HsC~ CH,
(R) (S)

Figure 6. (A) Présentation de limonéne (Photos personnelles)

(B) Structure chimique de limonene (Rebstein & Soerensen, 2011).

2.7. Traitement et bioessais

Afin de mettre en évidence ’efficacité de I’huile essentielle de Citrus limonum et de la
molécule bioactive "limonene" et de définir leurs concentrations létales (CL2s, CLso) a I’égard
des larves de Trogoderma granarium ; deux tests de toxicité ont été réalisés.
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2.7.1. Toxicité par fumigation

Apres avoir collectées les larves, 10 larves ont été mis dans un flacon en plastique d’une
capacité de 60 ml contenant 10g de blé sain. Apres un screening préalable, I’'HE de C. limonum
(10, 20, 40 et 50 pl/l d’air) et le limonéne (10, 20, 30 et 40 pl/l d’air) ont été appliqués sur des
disques de papier filtre de 2,5 cm de diamétre suspendus a I’aide d’un fil a la face interne du

couvercle (Fig. 7).

Cinq répétitions de 10 larves ont été realisées pour chaque concentration. Une série témoin est
conduite en paralléle avec des disques sans traitement.

Les mortalités enregistrées a 24, 48 et 72 h apres traitement ont été corrigée 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 GRAPHPAD PRISM 7.

Figure 7. Test de toxicité par fumigation (Photo personnelle).

2.7.2. Toxicité par ingestion

Aprés un screening préalable, I’huile de C. limonum et le limonéne dissous dans 1’acétone
ont été appliquées a différentes concentrations (0,5, 1, 2 et 4 ul/ml pour 'huile et 5, 6, 7, 8, et
9 ul/ml pour le limonéne) sur 5g de blé sain dans des flacons en plastique (Fig. 8). Apres une
évaporation totale du solvant pendant 15min, 10 larves de T. granarium sont introduits dans les
flacons. Les bioessais ont été réalisés en cing répétitions pour chaque dose. Une série témoin
est conduite en paralléle et les grains de blé recoivent uniquement du solvant (acétone).

Les mortalités enregistrées a 2 h, 4 h et 6 h apres traitement ont été corrigées selon la formule

d’Abbott (1925), afin d’éliminer les mortalités naturelles. Les concentrations Iétales ainsi que
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leurs intervalles de confiance (95% IC) ont été calculées grace a un Logiciel GRAPH PAD
PRISM 7.

Figure 8. Test de toxicité par ingestion (Photo personnelle).

2.8. Test de répulsion

Cetest a été effectué afin de calculer le pourcentage de répulsion de limonéne et de I’'HE de
C. limonum a I’égard des larves de T. granarium par la méthode de la zone preférentielle sur
papier filtre décrite par Mc Donald et al. (1970). Des disques de papier filtre de 9 cm de
diametre, sont coupés en deux parties égales. Des concentrations de 5, 10 et 20ul/ml de
limonéne et de ’HE dilués dans de I’acétone sont appliqués (500ul) sur une moitié du papier et
500ul du solvant "acétone" sur 1’autre moitié. 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 (Fig. 9). Dix individus

sont déposés sur chaque boite et 3 répétitions sont réalisées pour chaque dose.

Apres 30 min, 1h, 2h, 3h et 4h de traitement, le dénombrement des larves 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 ou azadirachtine + solvant).

Le pourcentage moyen de répulsion calculé, est attribué a 1’une des différentes classes variant de 0 a 5
(Mc Donald etal., 1970) (Tableau 1).
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Tableau 1. Classement de Mc Donald et al. (1970) selon les pourcentages de répulsion

Classes Intervalles de répulsion Propriétés
0 PR<0,01% Treés faiblement répulsif
| 0,1% <PR<20% Faiblement répulsif
I 20% <PR <40% Modérément répulsif
11 40% <PR<60% Moyennement répulsif
v 60% <PR < 80% Répulsif
\ 80% <PR <100% Treés répulsif
e N =N
=S " \ e
(~ : e - |
‘ 4 \ g
) ; = ]
—rg; ] e ] TR

Figure 9. Test de répulsion (Photos personnelles).

2.9. Extraction et dosage des constituants biochimiques

Les larves témoins et traitées a I’HE de C. limonum et a la molécule bioactive (limonéne),
avec la CLos et la CLso par ingestion ont été prélevées et conservées 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. 10). Apres
homogénéisation aux ultrasons, puis centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10 min), le
surnagent | obtenu, servira pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau
& Florkin (1959). Au culot 1, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et apres
une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant 11 et le culot 11, le
surnageant 11 sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot I,

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

2.9.1. 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 révéle la présence des protéines en les colorants en bleu. L'absorbance
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est lue au spectrophotométre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme d'étalonnage est

réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf (BSA) titrant 1 mg/ml

Tableau 2. Dosage des protéines totales chez les larves de T. granarium : réalisation de la gamme
d'étalonnage.

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

2.9.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalise selon laméthode de
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. Dosage des glucides totaux chez les larves de T. granarium: réalisation de la gamme
d'étalonnage.

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

2.9.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 ul des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore totalement
le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré. Les tubes sont agités et mis pendant
10 mn dans un bain de sable a 100°C. Apres refroidissement, on prend 200 ul de ce mélange
auquel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Apres 30 mn a I'obscurité, la
densité optigque est lue dans un spectrophotometre a une longueur d'ondede 530 nm. Les lipides
forment a chaud avec lacide 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)
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Tableau 4. Dosage des lipides totaux chez les adultes de T. granarium: réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
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Figure 10. Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al., 1967).

13|Page



Matériels et Méthodes

2.10. Analyses statistiques

L’analyse statistique a ¢té réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7 et 8. 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 critére

de classification et le test HSD de Tukey ont été utilisés.
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III. RESULTATS
3.1. Rendement de I’huile essentielle

Les huiles essentielles extraites des feuilles de C. limonum de couleur verte, obtenue par
hydrodistillation présentent un aspect liquide, limpide et jaune pale et se caractérise par une
forte odeur. L’HE recueillie par décantation est conservée a 4°C dans un petit flacon bien fermé

en verre ombré. Le rendement enregistré est de I’ordre 2,81%

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

Rendement Couleur Odeur Saveur Solubilité
Liguide limpide, Aromatique typigue

[0)
2.81% Jaune pale de citral

Aromatique etameére | Liposolube

3.2. Essais toxicologiques
Les essais toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité de ’'HE de C. limonum et de
limonéne, évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les larves de T. granarium a

différentes périodes apres traitement par différentes doses.

3.2.1. Essai toxicologique du limonéne

Aprés un test de screening, différentes concentrations de limonéne ont été appliquées sur les
larves de T. granarium par fumigation (10, 20, 30 et 40 pl/1 d’air) et par ingestion (5, 6, 7, 8 et
9 ul/l d’air). Des séries témoins sont réalisées en paralléles. Des séries témoins négatifs pour la

fumigation et témoins positifs (acétone) pour I’ingestion sont réalisees simultanément

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de
10% a 24 h jusqu’a 92,5% a 72 h pour la dose la plus faible (10 pl/l) et de 42,5% a 24h jusqu’a
100% a 72 h pour la plus forte dose (40 pl/l). Ces mortalités augmentent de facon significative
en fonction des doses appliquées et du temps apres traitement chez T. granarium traité par
fumigation a 24 (F 3,12 =110,9 ; P<0,0001), a48 (F 3,12=72,2 ; P<0,0001),eta 72 h (F 3,12 =
65,11 ; P<0,0001) apres traitement.

Les résultats des mortalités corrigées obtenus aprés application de limonéne par ingestion,
révelent des taux variant de 10% a 30 min jusqu’a 97,5% a 1h pour la dose la plus faible (5 pl/l)
et de 27,5% a 30min jusqu’a 100% a lh pour la plus forte dose (ul/l). Ces mortalités
augmentent de facon significative en fonction des doses appliquées et du temps apres traitement
chez T. granarium traité par ingestion a 30 min (F 4,15 = 81,28 ; P<0,0001), et & 1h (F 4, 15=

29,50 ; P<0,0001). Par ailleurs, aucune mortalité n’a été observée chez les séries témoins.
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Les résultats montrent que le limonene appliqué par fumigation et par ingestion exerce une
activité larvicide avec une relation dose-réponse a 1’égard des larves de T. granarium. Le
classement des doses par le test HSD de Tukey révéle I’existence de 4 groupes de moyennes a
24 et 72h et 3 groupes a 48 h pour les mortalités obtenues par fumigation. Par contre, le taux de
mortalités enregistré aprés traitement par ingestion, met en évidence 4 groupes de moyennes a
30min et 2 groupes a 1 h.

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

8). De plus, on note que le limonéne appliqué par ingestion a plus d’effet par rapport a

I’application par fumigation.

Tableau 6. Effet de limonene appliqué par fumigation sur les larves de T. granarium, sur le taux de
mortalité corrigée a différentes périodes apres traitement (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune
10 individus) : test HSD de Tukey.

Temps 10 pl/l 20 ul 30 ul 40 ulN
24h 10,00+ 5,00 a 2750+ 3,75b 50,00+ 5,00 ¢ 92,50+ 3,75d
48h 35,00+ 5,00a 60,00+ 5,00 b 72,00+ 3,75b 97,50+ 3,75¢
72h 4250+ 750a 67,50+ 3,75b 85,00+ 5,00¢ 100+ 0,00d

Tableau 7. Effet de limonene appliqué par ingestion sur les larves de T. granarium, sur le taux de
mortalité corrigée a différentes périodes apres traitement (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune
10 individus) : test HSD de Tukey.

Temps 5 ul/ml 6 pl/ml 7 ul/ml 8 ul/mi 9 ul/ml
30min | 10,00x5,00a | 3500+5,00Dhb 62,50+ 7,50 ¢ 82,50+ 7,50d 97,50+ 3,75d
1h 2750+ 750a | 75,00+x500Db 8250+x750Db 95,00+ 3,75b 100+ 0,00 b
looim : ® 2w 100- - ® 35 nin

] o+ g g
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Figure 11. Effet de limonéne appliqué par fumigation (A) et par ingestion (B) sur les larves de T.
granarium a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée
en fonction du logarithme des doses.
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Tableau 8. Effet de limonene appliqué par fumigation et par ingestion sur les larves de T. granarium :
analyse des probits.

d’apl\;llc;f:tion Temps | R® | Hill Slope |c%§g/o) |C%§g/o)
2ah | og2 385 [1'026, 33,62] [12,7287’-0721,43]
Fumigation 6,84 -18 41 0.004 - 25,65
i (gl’air) 48h 0,91 1,88 [ bar ] [ e ]
72h | 094 2,01 1023 3328 [2:29 1 2881
Ingestion 30min 0,99 8,15 [5’4?-78195] [6,3;-52,52]
) n 0.96 6,89 [4,11,-82,29] [5,0;-42,85]

3.2.2. Essai toxicologique de ’HE de C. limonum
Aprés un test de screening, différentes concentrations de ’HE de C. limonum ont éte
appliquées sur les larves de T. granarium par fumigation (10, 20, 40 et 50 ul/l d’air) et par

ingestion (0,5, 1, 2 et 4 pl/ml). Aucune mortalité n'a été observée dans les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité par fumigation varient de 5%
a 24 h jusqu’a 32,5% a 72 h pour la dose la plus faible (10 pl/l) et de 85% a 24h jusqu’a 97,5%
a 72 h pour la plus forte dose (50 pl/l). Ces mortalités augmentent de maniére significative en
fonction des doses appliquées et du temps apres traitement : 24 (F 3,12 = 117,4; P<0,0001), 48
(F 3,12=95,76 ; P<0,0001), et 72 h (F 3,12= 61,08 ; P<0,0001) apreés traitement

Les résultats des mortalités corrigées obtenus aprés application de I’'HE de C. limonum par
ingestion sont mentionnés dans le , 1ls révelent des taux variant de 12,5% a 2h
jusqu’a 35% a 6h pour la dose la plus faible (0,5 pl/l) et de 87,5% a 2h jusqu’a 97,5% a 6h pour
la plus forte dose (4ul/1). Ces mortalités augmentent de fagon significative en fonction des doses
appliquées et du temps aprés traitement a 2h (F 3,12= 115,5; P<0,0001), & 4 h (F 3,12= 37,47,
P<0,0001) et a 6h (Fs,12 =94,00; P<0,0001).

Les résultats montrent que le C. limonum appliqué par fumigation et par ingestion exerce une
activité larvicide 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 24 et 48h et 3
groupes a 72 h pour les mortalités obtenues par fumigation. Par contre, le taux de mortalités
enregistré apres traitement par ingestion, met en évidence 4 groupes de moyennes a 2h et 6h et
3 groupes a 4 h. La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en

fonction du logarithme des doses appliquées a permis I’estimation des concentrations létales
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(CL) (Tableau 11). De plus, on note que I’ingestion est le mode d’application le plus efficace
et que le limonéne est le toxique par rapport a I’HE de C. limonum.
Tableau 9. Effet de ’'HEde C. limonum appliquée par fumigation sur les larves de T.granarium, sur le

taux de mortalité corrigée a différentes périodes apres traittments (m + SEM, n=3 répétitions comportant
chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

Temps 10 pl/l 20 uln 30 ul/ 50 ul/l
24h 5,00+5,00a 45,00+ 5,00 b 70,00+ 5,00 ¢ 85,00+ 5,00d
48h 17,50+ 7,50a 5250+ 3,75b 75,00+ 5,00 ¢ 92,50+ 3,75d
72h 250+750a 60,00+ 5,00 b 85,00+ 5,00¢ 97,50+ 3,75¢

Tableau 10. Effet de ’'HE de C. limonum appliquée par ingestion sur les larves de T. granarium, sur le
taux de mortalité corrigée a différentes périodes apres traittments (m + SEM, n=3 répétitions comportant
chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

Temps 0,5 pl/mi 1 ul/ml 2 ul/ml 4 pl/ml
2h 1250+ 3,75a 3750+ 3,75b 60,00+ 5,00c 87,50+ 3,75d
4h 25,00+ 5,00a 62,50+ 12,50b 70,00+ 5,00b 95,00+ 5,00 ¢
6h 35,00+ 5,00a 65,00+ 5,00b 7750+ 3,75¢ 97,50+ 3,75d
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Figure 12. Effet de I’'HE de C. limonum appliquée par fumigation (A) et par ingestion (B) 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 11. Effet de I’HE de C. limonum appliquée par fumigation et par ingestion sur les larves de T.
granarium : analyse des probits.

d’apl\l/)ll(;gztion Temps | R? | Hill Slope |C%523A)) CI'—CEO(gé'({/f(S')
24h | 096 2,25 [5'8;55"3;3!45] [15,5234-,5‘:3,94]

Fumigation N )

/1 (gl’air) 48h | 0,97 211 [5'151,512 o9 [13'2159,925 #
72h | 097 1,96 [3'268',7113,89] [9,3715;5%,28]
2h | 099 171 [0,4%,-72,07] [1,11’;151,88]

Ingestion i .

(ﬁl ) 4h | 093 1,56 [0’0%,42195] [0,12’8 é%,74]
6h | 097 1,54 [O’O%,'s 2161] [0.38’-7 21,07]
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3.3. Effet répulsif des traitements

Les résultats de la répulsion du limonene et de ’'HE de C. limonum a1’égard de T. granarium
sont présentés dans le . Le pourcentage de répulsion marque une augmentation en
fonction des concentrations appliquées. Les forts taux de répulsion (73,33%) sont observés a
30 min avec la plus forte concentration de ’'HE (20ul/ml) et a 4h pour le limonéne (93,33%).
Ces pourcentages augmentent avec les concentrations appliquées de I’'HE de citrus, par contre
ils augmentent avec le temps d’exposition et avec les concentrations appliquées pour le
limonene.

Tableau 12. Pourcentages (PR) et classes (CR) de répulsion de I’'HE de C. limonum et de limonéne
testés sur T. granarium.

. Limonéne HE
Concentrations Temps PR % Classe PR % Classe

30min 26,66 2 40,00 2

1lh 33,33 2 40,00 2

5 ul/ml 2h 40,00 2 26,66 2
3h 46,66 3 20,00 1

4h 66,66 4 13,33 1

30min 33,33 2 53,33 3

1lh 46,66 3 53,33 3

10 pl/ml 2h 53,33 3 46,66 3
3h 66,66 4 33,33 2

4h 86,66 5 26,66 2

30min 53,33 3 73,33 4

1h 53,33 3 66,66 4

20 ul/ml 2h 66,66 4 60,00 3
3h 73,33 4 53,33 3

4h 93,33 5 40,00 2

3.4. Effet du traitement sur la composition biochimique
L’HE du C. limonum et la molécule bioactive limonéne ont été appliquées par ingestion sur
les larves de T. granarium avec deux concentrations létales (CL2s et CLso). Leurs effets ont été

évalués sur la composition biochimique (protéines et réserves energétiques) de cette espece.

3.4.1. Effetsur le contenu en protéines totales

D'apres les résultats représentés dans la , le traitement par I’HE et le limonéne a
induit une diminution significative (F 4,10=28,61 ; p<0,0001). Le test HSD de tukey a permis de
mettre en évidence 3 groupes de moyennes, un groupe constitué des témoins et des traités a la
CL2s de I’'HE, un second groupe composé de la CLsode I’'HE et la CL2sdu limonene, et un

dernier groupe formé des traités a la CLso du limonéne.
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Figure 13. Effet de I’'HE de C. limonum et de limonéne (CLz et Clso) appliqués par ingestion sur le
contenu en protéines totales (pg/individu) chez les larves de T. granarium (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

3.4.2. Effetsur le contenu en glucides totales

D'apreés les résultats représentés dans la Figure 14, I’application de 'HE C. limonum a
provoqué une réduction du contenu en glucides chez toutes les séries traitées comparativement
aux témoins (F 4, 10= 50,14 ; P<0,0001). Par ailleurs, le test HSD de Tukey a révélé 2 groupes
de moyennes, un groupe témoin et un groupe formé par les séries traitées ; aucune différence

n’a été constatée entre les traitements.
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Figure 14. Effet de 'HE C. limonum et de limonene (CL2s et CLso) appliqués par ingestion sur le
contenu en glucides totaux (pg/individu) chez les larves de T. granarium (m + SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

3.4.3. Effetsur le contenu en lipides totaux
Les résultats du contenu en lipides révelent une diminution apres traitement avec I’'HE de C.
limonum et avec le limonene (F4,10=783,3 ; P<0,0001) (Fig. 15). Le test HSD de Tukey a mis
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en evidence 3 groupes de moyennes, un groupe témoin, un second groupe constitué des traités

a la CL2sde ’HE C. limonum et un dernier groupe formé des traités a la CLsode ’HE et les
deux concentrations du limonene (CL2s, CLso).
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Figure 15. Effet de I'HE de Citrus limonum et de limonéne (CLs et CLso) appliqués 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 en huile essentielle

Les plantes aromatiques et médicinales représentent une catégorie importante de produits
forestiers non ligneux. Ces différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthese
de molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles (HE) (Marchand,
2019). Les huiles essentielles ou huiles volatiles, sont des métabolites secondaires que les
plantes aromatiques produisent habituellement pour combattre les infections et les parasites
(Koroch et al., 2007). Ces derniers peuvent étre repartis au niveau des différent parties des
végétaux. La partie de la plante extraite (Organe végétal) peut affecter le rendement en huile
essentielle, il est de 0,23% au niveau de I’écorce (Ghoorchibeigi et al., 2017), 0,17% au niveau

des feuilles (Yahaya, 2018) et 0,41% au niveau des fruits (Zarrad, 2013) de la méme espece.

Le rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation des feuilles de C. limonum a
enregistré une valeur de 2,81% au cours de notre étude. Plusieurs études réalisées sur le genre
Citrus, montrent que le rendement en HE différe d’une espece a une autre (Tableau 13) et d'une
région a une autre. Il est de 2,18% dans la méme région de Tébessa (Guettal, 2021), de 0,94%
dans la région de Constantine (Ouibrahim, 2014), de 1% dans la région de Annaba
(Boughendjioua & Djeddi, 2014) et de 0,50% dans la région de Blida (Mekademi, 2019). Par
ailleurs, le rendement de cette méme plante présente également des variations d’un pays a un
autre, il est de 1,30% en Tunisie (Bourgou et al., 2012), de 0,2% en Egypte (Abdelgaleil et al.,
2015) et de 0,7% en France (Jeannot et al., 2005).

Plusieurs facteurs peuvent avoir un impact direct sur le rendement en HE tels que la période et
lasaison de récolte, le climat, la zone géographique, et ladurée de sechage (\Vekiari etal., 2002;
Kelen & Tepe, 2008; Fathi & Sefidkon, 2012; Rocha et al., 2014; Djenane, 2015; Verma et al.,
2015; Dosoky et al., 2016; Da Silva et al., 2017).

Tableau 13. Rendement des différentes espéces de Citrus.

Espéces Rendement (%) Références

C. reticulata 0,51 )

C. aurantium 0.73 Hamdani et al. (2015)
C. sinensis 0,58

C. aurantium 0,60 Hellal (2011)

C. maxima 0,07 Prasad et al. (2016)

C. aurantifolia 0,75 :

C. paradisi 0.12 Abdelgaleil et al. (2015)
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4.2. Toxicité des traitements

L'utilisation traditionnelle des plantes dans la lutte contre les déprédateurs des denrées
stockées, en tant que répulsives des insectes a fait preuve de son efficacité. Ces pratiques ont
démontré que les huiles essentielles et leurs constituants sont toxiques a I’égard d’un grand
nombre d'insectes par contact et par fumigation (Saheb, 2007). Les huiles essentielles sont des
messages chimiques utilisés par les plantes aromatiques pour interagir avec leur environnement.
Elles permettent d’¢loigner les maladies, les parasites, mais aussi de se protéger contre les
rayonnements du soleil. Elles jouent également un r6le important dans la reproduction et la
dispersion des especes végétales puisqu’elles permettent d’attirer les insectes pollinisateurs
(Couecou & Lapierre, 2001). Elles peuvent remplacer les insecticides classiques et semblent
étre capables de résoudre les problémes de I’environnement causé€s par les pesticides de
synthese (Kim et al., 2003), Ces derniers peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans
potentiellement inciter le développement de la résistance chez les insectes (Rebiai, 2017).

Les HEs de Citrus ont ¢été testées comme pesticides contre un certain nombre d’insectes
(Melliou et al., 2009 ; Michaelakis et al., 2009 ; Suwansirisilp et al., 2013 ; Campolo et al.,
2014). Plusieurs travaux ont mis en évidence I’activité insecticide de I’huile de C. limonum (L iu
& Ho, 1999 ; Kim et al., 2003 ; Haouas et al., 2012).

L’activité biologique des huiles essentielles est liée a sa composition chimique qui détermine
son niveau de toxicité (Akono et al., 2016), cela peut varier considérablement en fonction de
I'espece végetale (Singh et al., 2007 ; Yadavetal et al., 2002). Les constituants majeurs des
huiles essentielles ont des efficacités insecticides soit singuliéres ou lorsqu’elles sont mises
ensemble. Il n’y a pas forcément synergie lorsque tous ces composes sont conditionnés
ensemble, de méme les efficacités ne sont pas les mémes pour tous les insectes (Bekele &
Hasanali, 2001). La composition chimique des HEs de Citrus différe dune espéce a une autre
au sein d’un méme genre, ou ils ont identifié entre 25 a 60 composés avec comme constituant
majoritaire, le Limonéne. Hellal (2011) a montré la prédominance de ce méme composé dans
les HEs de C. sinensis (77,37%) et de C. limonum (51,4%). Notre étude a réveélé I'effet toxique
de I'huile essentielle de Citrus limonum et de son composé majoritaire, le limonéne sur les larves

de Trogoderma granarium.

Le Coléoptere Trogoderma granarium, est I'un des ravageurs les plus destructeurs des produits
cerealiers stockes (Dwivedi & Shekhawat, 2004 ; Omar et al., 2012). Les jeunes larves peuvent

respirer par voie cutanée, par consequent, I’efficacité de la toxicité par contact est plus levée
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que la fumigation. De plus, la régulation des récepteurs membranaires ou encore les canaux
ioniques ciblés par les insecticides peuvent jouer un réle crucial pour expliquer les différences

de sensibilité des insectes aux pesticides (Lavialle-Defaix et al., 2010).

Des résultats similaires ont été observés chez T. granarium traité par Citrus sinensis, Citrus
aurantium, Citrus paradise et Citrus reticulata (Sagheer et al., 2013). Citrus limonum montre
une activité insecticide élevée a 1’égard de Sitophilus oryzae (Jayakumar et al., 2017b). Les
extraits et les huiles d'écorces d'orange, de citron vert et de citron ont montré également un
potentiel toxique a I’égard des mouches domestiques (Palacios et al., 2009), ainsi que les
cafards et les moustiques (Ezeonu et al., 2001). L’application des HEs extraite de C. sinensis
provoque une mortalité des adultesde T. castaneum, S. granarius et C. maculatus et les résultats
révelent des taux de 391,28 ; 367,75 et 232,48 ul/1 d’air respectivement correspondant a la CLso
(Mahmoudvand et al., 2011). L'extrait du zeste de citron et de lime ont également montré un
potentiel insecticide important dans différentes études (Shalaby et al., 1998; Mansour et al.,
2004; Siskos et al., 2007; Palacios et al., 2009; Karamaouna et al., 2013. Abdelgaleil et al.,
2015. Campoloetal., 2017) ont mis en évidence une forte activité insecticide des HEs d'écorces
d'agrumes, C. limonum, Citrus reticulata et C. sinensis contre Tuta absoluta. De plus, les
travaux de Bourgou et al. (2012) ont montré que C. aurantifolia est ’espece d’agrume qui
présente une activité insecticide la plus élevée avec une CLsode 4,54%, suivie de C. Limon
(6,95%) et C. sinensis (17,02%). Ils ont constaté que I’huile de C. aurantifolia contient la
concentration la plus élevée de limonéne qui pourrait étre une raison de son activité toxique. Le
Tableau présente la toxicité de différentes especes de Citrus a I’égard de certaines especes de
ravageurs de stocks.

Tableau 14. Effet insecticide de certaines HEs de Citrus & I’égard de différentes especes de Coléopteres,
ravageurs des denrées stockées.

Plantes CL (ppm) Espéce Références
Clso : 24,33 T. absoluta
. . ClLgo:39,20
Citrus limonum
Clso: 68,10 S. littoralis
Clgo:101,52 '
Zarrad et al. (2013)
Clso :14,68
T. absoluta
. . CLy:30,18
Citrus aurantium
Clso :55,49 S. littoralis
CLgo 186,09 '
Citrus reticulate CLs0:143,09
Citrus limon Clso:169,78 C. maculatus | Saeidietal. (2014)

Citrus aurantium Cls:110,13
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Le limonene, un monoterpene de la famille des terpénoides, est le composant majeur de I'huile
extraite des écorces d'agrumes (Kim et al., 2013). Plusieurs travaux ont confirmé sa toxicité
contre différentes espéces de ravageurs (Ibrahim et al., 2001). De plus, son efficacité a été
signalé contre la cochenille sauvage du Maroc, Dactylopius opuntiae (Karr, 1989 ; Bouharroud
et al., 2018), contre Dendroctonus frontalis (Coléoptére : Scolytidae) (Coyne & Lott, 1976),
contre les simulies, les moustiques et le charangon du niébé (Callosobruchus phaseoli) (Taylor
& Vickery, 1974). Des formulations a base de limonéne présentant une activité insecticide
contre les fourmis, les araignées, les mouches, les chenilles, ont été mises au point (Aliouane,
2015). Le limonene possede une action sur la carapace (en chitine) des insectes, entrainant son
ramollissement et ainsi la mort de I'insecte (Gelb et al., 1995), ceci nous explique I’efficacité

des tests de toxicité par contact par rapport aux tests par fumigation.

4.3. Effet répulsif des traitements

La répulsion est un mécanisme de défense exercé par les plantes contre les insectes
(Jayakumar et al., 2017b ; Adjou et al., 2019). Les plantes sont naturellement dotées de
médiateurs chimiques permettant lacommunication entre les espéces et présentant divers effets.
Ainsi plus de 2000 especes végétales dotées de propriétés insecticides sont identifiées. 1ls
affectent les principales fonctions métaboliques (Ngamo & Hance, 2007), biochimiques,
physiologigques et comportementales des insectes (Mann & Kaufman, 2012). La toxicité et 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 I'insecte (Casida &
Quistad, 1995).

Nos résultats montrent que la molécule bioactive Limonene qui est un des composant
majoritaire de I'HE de Citrus limonum a un pouvoir répulsif plus important vis a vis des larves
de T. granarium par rapport a ’'HE elle-méme. Plusieurs travaux ont mis en évidence I’activité
répulsive des extraits d'une multitude d’espéces de plantes a 1’égard des ravageurs des denrées
stockées (Akhtar et al., 2013 ; Bilal et al., 2015 ; Mossa, 2016 ; Plata Rueda et al., 2018). Ces
auteurs ont remarqué que les HEs les plus toxiques exhibent au méme temps des effets répulsifs
contre les insectes. Ce pouvoir répulsif est dépendant de la concentration et de la durée
d’exposition et pourrait étre attribué¢ a des taux élevés des composés majoritaires tels que le
Limoneéne et le Citral. Un certain nombre d'huiles essentielles présentent également une activité
répulsive contre divers insectes ravageurs (Traboulsi et al., 2005 ; Shaaya & Kostyukovysky,
2006 ; Kalita & Bhola, 2014 ; Nascimento et al., 2017). Les travaux de Guettal (2021) ont
révélé le potentiel répulsif de ’azadirachtine et de ’'HE de Citrus limonum contre les adultes
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de S. granarius. Muhammad Sagheer et al. (2013) ont également montré une activité répulsive
de Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus paradise et Citrus reticulataa a I'égard de
Trogoderma granarium. L’exposition de Sitophylus oryzae aux HEs de Psidium guajava,
Citrus reticulata, Citrus limon, Citrus sinensis et Azadirachta indica a provogué également des

effets répulsifs avec une relation dose-réponse (Akhtar et al., 2013).

Des études antérieures ont montré le pouvoir répulsif de plusieurs molécules bioactives contre
les insectes telles que l'azadirachtine (Mordue et al., 2005), contre R. dominica (Perera et al.,
2016 ; Tine etal., 2017 ; Pereraetal., 2018) et Tetranychus urticae (Thongdon & Inprakhon.,
2009 ; Park et al., 2006). Le linalool, I’acétate de linalyl, 'Eugénol, le Thymol, le Cymol et le
Méthyl chavicol ont une activité répulsive contre plusieurs insectes (Koul, 2008).

Tableau 15. Activités répulsives de certaines especes de Citrus a 1’égard de quelques ravageurs des
denrées stockées.

Bioinsecticides Espéces PR (%) | Références

. i
C!trus |monu_m - Callosobruchus maculatus 60,00 Boodram & Khan (2019)
Citrus aurantifolia 32,00
Citrus nobilis 86,67 )

. . Callosobruchus maculatus Harshani & Karunaratne (2019)
Citrus medica 65,00
Citrus reticulata 53,89
Citrus limonum Sitophilus oryzae 51,25 Akhtar etal. (2013
Citrus sinensis 50,91
Citrus limonum Tenebrio molitor 75,00 Wangetal. (2015)

4.4, Effetdu traitement sur la composition biochimique

Chez les insectes, I’hémolymphe subit des modifications métaboliques diverses, au cours du
développement (larve, pupe, adulte) effectivement ces variations sont liées aux différents états
physiologiques de I’insecte comme la mue, la nymphose et la diapause (Nowosielski, 1965).
Les extraits de plantes peuvent engendrer des perturbations biochimiques exprimées sur le plan
quantitatif par une augmentation ou un déclin en différents métabolites (protéines,
carbohydrates, lipides) (Yazdani etal., 2013 ; Gnanamani & Dhanasekaran, 2017). 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).

Les lipides qui font partie intégrante des parois cellulaires des insectes, contribuent également
a certaines fonctions telles que la synthése des hormones juvéniles et la métamorphose des

larves en pupes et en adultes (Chapman & Chapman, 1998 ; Timmermann & Briegel, 1999 ;
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Caroci et al., 2004) et les glucides qui représentent une source d’énergie pour les organismes

vivants, jouent un role structural (Wiens & Gilbert, 1967).

Les protéines jouent un role fondamental dans I'organisme de toutes les especes biologiques
vivantes connues (Mahleretal., 1968). Elles sont nécessaires au développement, a la croissance
et a I'accomplissement des activités vitales des insectes (Yazdani et al., 2014). 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). La teneur de l'insecte en protéines dépend de sa synthese et sa

dégradation (Gnanamani & Dhanasekaran, 2017).

Nos résultats montrent que le traitement des larves de T. granarium par le limonéne et 'HE de
C. limonum, induit une perturbation du contenu en protéines en le diminuant. Des résultats
similaires ont été enregistrés chez les adultes de S. granarius traité par C. limonum et
I’azadirachtine et leur combinaison par fumigation et par ingestion (Guettal, 2021), chez
Spodoptera litura traitée par I’azadirachtine (Huang et al., 2004), chez P. interpunctella et
Helicoverpa armigera traitées a ’'HE d’Artemisia annua (Zamani et al., 2011 ; Mojarab-
Mahboubkar et al., 2015), chez Glyphodes pyloalis traitée a I’huile de L. angustifolia (Yazdani
et al., 2013), chez les larves de T. castaneum soumises a la fumigation avec Agastache
foeniculum (Ebadollahi et al., 2013). Par contre, une augmentation des réserves protéiques a été
observée chez R. dominica traité a 1’azadirachtine (Tine et al., 2017) et a I’E. globulus et
Artemisia herba-alba (Shiva & Aref, 2015).

Cet épuisement est dd a un ou plusieurs facteurs, comme la réduction de la synthése des
protéines, une interférence des traitements avec les hormones régulatrices de la synthése des
protéines ou une augmentation de la dégradation des protéines pour détoxifier ces traitements.
Donc la réduction des réserves protéiques peut étre due a I'adoption physiologique de I'insecte

pour compenser le stress causé par les insecticides (Ribeiro et al., 2001).

Les glucides en tant qu'éléments énergétiques, jouent un role essentiel dans la physiologie des
insectes et les taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus et I'hémoly mphe sont étroitement

lies aux événements physiologiques comme la mue et la reproduction (\Wiens & Gilber, 1967).

Au cours de notre étude, la teneur en glucides de l'insecte ravageur est significativement
diminuée sous le stress exécuté par I'huile essentielle de Citrus et par le limonéne. Des résultats

similaires ont été obtenus chez S. granarius traité avec I’HE de Citrus limonum (Guettal et al.,
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2020), chez T. castaneum et Callosobruchus maculatus traités avec les HEs de cardamome, de
cannelle et de muscade (Tarigan & Harahap 2016), chez T. castaneum traité avec 1’huile d’A.
foeniculum (Ebadollahi et al., 2013), et chez P. interpunctella et Helicoverpa armigera traitées
avec I’'HE d’A. annua (Zamani et al., 2011 ; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015).

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 (Gade, 2004 ; MojarabMahboubkar et al., 2015). Elle peut également étre due a
une acceélération de la glycogénolyse au niveau du corps adipeux, au transport du glycogene du
corps gras a I'hémolymphe en réponse a I'épuisement énergétique lorsque les individus sont

exposés a destoxines (Zibaee, 2011).

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 resultante d’un équilibre entre la prise de nourriture et les dépenses

énergétiques indispensables pour certains processus (Beenakkers et al., 1981).

Nos résultats ont montré que le traitement des larves de T. granarium avec I’HE de C. limonum
ou le limonene 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 & Y ousfi, 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 I’exposition a un
insecticide (Sancho et al., 1998 ; Rambabu & Rao, 1994) qui se traduit par une altération de
leurs synthese (Klowden, 2007), aun 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 I'augmentation de la lipolyse pour fournir de I’énergie
(Lohar & Wright, 1993; Steele, 1985).

29|Page



l
nclusion X

/

1( Co




Conclusion et Perspectives
V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les insectes ravageurs des denrées alimentaires, en particulier le T. granarium, peuvent
entrainer une perte totale des stocks. Le moyen le plus courant pour limiter leurs activités est
I'utilisation de pesticides chimiques. En raison des problémes liés a 1’utilisation de ces derniers
et leur impact nocif sur la santé et ’environnement, le recours a des alternatives naturelles
s’avere nécessaire.

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez un ravageur des denrées stockées, Trogoderma
granarium, ’effet d’une huile essentielle extraite de Citrus limonum et de son composé
majoritaire, le limonene appliquée par ingestion et par fumigation. La toxicité, la répulsion et
la composition biochimique des larves ont été déterminées.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation et par ingestion ont permis de déterminer les
concentrations létales (CL2s et CLso). L’huile essentielle et le limonéne présentent un effet
larvicide avec une relation dose-réponse. De plus, le test de répulsion a permis de mettre en
évidence le pouvoir répulsif de cette huile et de son constituant majoritaire.

L'étude de la composition biochimique a montré que ces deux traitements appliqués par
ingestion induit un épuisement des réserves énergeétiques (glucides et lipides) et une diminution

du contenu en protéines chez les larves de T. granarium.

A P’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail en évaluant :

- L'effet de cette huile et de son composé majoritaire sur le comportement et le potentiel de
reproduction chez les ravageurs.

- La synergie de cette huile et de son composé majoritaire.

- La persistance de ces deux produits.

- Leurs effets sur la physiologie et la biochimie de cette espece.
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Résumé

VI. RESUME

Cette présente €tude a pour but d’évaluer les activités insecticides d’une huile essentielle
extraite de Citrus limonum et d’une molécule bioactive, le limonéne a I’égard des larves de T.
granarium. Les effets ont été examinés sur la mortalité, le potentiel répulsif et les parametres

biochimiques.

Les essais toxicologiques effectués par fumigation et par ingestion ont révélé un effet larvicide
avec une relation dose réponse. De plus, le limonene est le traitement quia plus d’effet sur cette

espéce et I’ingestion est la méthode qui est plus efficace par rapport a la fumigation.

Le test de répulsion, a mis en évidence un pouvoir répulsif de ces deux traitements avec un effet
marqué du limonéne par rapport a I’HE de C. limonum. En outre, I'étude de la composition
biochimique a montré que le traitement par I'HE et par le limonéne a induit une diminution du
contenu en protéines et des réserves énergétiques (glucides et lipides) comparativement aux

témoins.

Mots clés : Trogoderma granarium, Huile essentielle, Citrus limonum, Limonéne, Réserves

énergétiques, Fumigation, Répulsion, Ingestion.
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Résumé

Abstract

The purpose of this study is to evaluate the insecticidal activities of an essential oil extracted
from Citrus limonum and a bioactive molecule, limonene, with respect to T. granarium larvae.

Effects were examined on mortality, repellency potential and biochemical parameters.

Toxicological testing by fumigation and ingestion revealed a larvicidal effect with a dose-
response relationship. In addition, limonene is the most effective treatment for this species and

ingestion is the most effective method compared to fumigation.

The repulsion test showed a repulsive power of these two treatments with a marked effect of
limonene with respect to the HE of C. limonum.

In addition, the biochemical composition study showed that HE and limonene treatment
induced a decrease in protein content and energy reserves (carbohydrates and lipids) compared

to controls.

Keywords: Trogoderma granarium, Essential oil, Citrus limonum, Limonene, Energy reserves,

Fumigation, Repulsion, Ingestion.
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