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I. INTRODUCTION

Les céréales et leurs dérivées constituent 1’alimentation de base dans
beaucoup de pays en développement, particulierement dans les pays
maghrébins. En Algérie, les produits céréaliers occupent une place
stratégique dans le systéme alimentaire et dans 1’économie nationale
(Djermoun, 2009). En effet, elles fournissent plus de 60% de I'apport
calorique, et 75 a 80% de I'apport protéique de la ration alimentaire
nationale.

Le bon stockage et la bonne conservation ont pour but de préserver au
maximum les qualités des grains et des graines. Les pertes sont
essentiellement dues aux insectes, aux rongeurs, aux moisissures et aux
bactéries. Chaque année, pres de 20000 especes d’insectes menacent la
production mondiale et détruisent une bonne partie des céréales et des
Iégumineuses; elles dégradent la qualité nutritionnelle et organoleptique
du produit stocké et qui ménent jusqu'a la perte totale du produit
(Alzouma, 1995).

Pour lutter contre ces insectes, deux méthodes sont préconisées, 1’une est
de nature préventive et se pratique avant I’installation des ravageurs et la
deuxieme, de type curatif, est utilisee 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 ’hygiéne 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
organochloreés, 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 1’apparition des
phénomenes de résistances, la pollution et I’atteinte de la santé humaine
(Alietal., 2017). Ces dangers ont conduit ’OMS (Organisation mondiale
de la Santé) a interdire 1’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
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polluantes dans le cadre d’une lutte moins nocive et plus raisonnée,
s’avere 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 féconditeé et de la fertilité (Pavela, 2005). Ils 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 premiere partie a
I’évaluation de la toxicité et du pouvoir répulsif d’une molécule bioactive,
le menthol a I’égard des larves de Trogoderma granarium.

La deuxiéme partie vise a déterminer I’effet de cette molécule sur les
biomarqueurs enzymatiques (TGP, TGO, Phosphatase alcaline et
Triglycérides) et de détoxification (estérase) chez les larves de
Trogoderma granarium.

La troisieme partie examine les effets létaux (CL2s et CLso) de la
molécule bioactive, le menthol sur les réserves nutritionnelles (protéines,
glucides et lipides) chez cette espéce.

La quatriéme partie vise a évaluer les effets létaux (CL2s et CLso) de la
molécule bioactive, le menthol sur les enzymes digestives (Lipase, a-
amylase, protéase et chitinase) et les indices nutritionnels.
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Il. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de I’insecte

Trogoderma granarium ravageur secondaire de la famille des dermestidés
(Dermestidae) (Tableau 1). C’est un petit insecte, ovale de 1,5 a 3 mm de long.
I1 est densément couvert de poils. Les €lytres couvrent ’abdomen. Les antennes
ont ’extrémité nettement plus développée. Ce coléoptere est I'un des ravageurs
les plus notoires des céréales stockées dans de nombreuses régions tropicales et
subtropicales du monde (Ahmedani et al., 2011). Les larves sont brun-jaunatre,
en forme de fuseau et recouverte d'abondantes touffes de poils (Fig. 1). Elles
sont capables de résister tres longtemps a de mauvaises conditions de
I’environnement (Maisonneuve & Larose, 1985).

1080FHD

mm bl

Figure 1. Larve de Trogoderma granarium (A: Face dorsale; B: face ventrale)
(Photos personnelles).

Tableau 1. Classification systématique de Trogoderma granarium (Everts,
1898).

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous- Hexapoda
embranchement
Classe Insecta
Ordre Coleoptera
Sous-ordre Polyphaga
Super-famille Bostrichoidea
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Famille Dermestidae
Genre Trogoderma
Espece Trogoderma granarium

(Everts, 1898)

2.2. Techniques d’¢élevage au laboratoire

L’élevage de masse de Trogoderma granarium a éte réalisé au Laboratoire Eau
et Environnement a 1’Université de Tébessa, dans des bocaux en plastique (2L)
dont chacun contient 1kg de blé concassé non infesté et non traité, utilisé comme
substrat alimentaire. Le criblage a été effectu¢ a I’aide d’un tamis de 2 mm (Fig.
4). L ¢levage est maintenu a une température de 27 = 1 °C, et les larves sont
utilisées pour toutes les expérimentations.

2.3. Présentation de la molécule bioactive, le Menthol

Le Menthol est une molécule organique que I'on retrouve principalement dans
les huiles essentielles de la menthe, la plus connue est la menthe poivrée. Il est
de la famille des alcools monoterpéniques. Il est sous forme solide avec une
couleur blanche (Fig. 2). Il posséde des propriétés antivirales et anti-
inflammatoires.

Figure 2. Molécule bioactive, le Menthol (Photo personnelle).
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2.4. Bioessai par fumigation

Apres un screening préalable, le menthol dissout dans I’acétone (3%) a été
appliqué a différentes concentrations : 19,2 ; 38,4 ; 76,8 ; 153,6 et 200 ul/L d’air
sur un disque de papier filtre de 2 cm de diamétre, suspendu a I’aide d’un fil a la
face interne du couvercle. Le traitement a été appliqué dans des pots en
plastiques d’une capacité de 60 ml contenant chacune 3g de blé sain et 10
individus. Cing répétitions ont été réalisées pour chaque concentration (Fig. 3).
Une série témoin est conduite en paralléle et les individus re¢oivent uniquement
du solvant. Les mortalités enregistrées a 24, 48 et 72h apres traitement sont
corrigees 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 PRISMY7.

Figure 3. Test de toxicité par fumigation (Photo personnelle).

2.5. Test de répulsion

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion du Menthol a 1’¢gard
des larves de Trogoderma granarium, 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 diameétre, sont coupés en deux parties égales, une moitié du papier
est traitée avec le Menthol dissout dans de 1’acétone et I’autre moiti¢ est traitée
avec de I’acétone uniquement (Fig 4).

Des doses de 20ul/ml, 40ul/ml et 80ul/ml du Menthol sont diluées dans 1 ml
d’acétone, pour que la répartition soit homogene 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 peétri. Dix individus sont deposes sur le papier filtre
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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 uniqguement avec
I’acétone.
NT : Nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité avec le Menthol.
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Figure 4. Test de répulsion (Photoss personnelle).
(T: Traité ; C: Non traité)

Le pourcentage moyen de répulsion calculé, est attribué a ’une des différentes
classes variant de 0 a 5 (Mc Donald et al., 1970) (Tableau 2).

Tableau 2. Classement de Mc Donald et al. (1970) selon les pourcentages de
répulsion.
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Classes Intervalle de répulsion Propriétés

0 PR<0,1% Faiblement répulsif

| 0,1% < PR <20% Faiblement répulsif

Il 20% < PR < 40% Modérément répulsif
1 40% < PR < 60% Moyennement répulsif
v 60% < PR < 80% Répulsif

Y 80% < PR < 100% Tres répulsif

2.6. Test de I'emergence

Afin de tester I'effet du menthol sur le taux d’inhibition de 1I’émergence, 10
larves ont été mises dans des boites de Pétri avec 3 g du blé traité avec le
menthol dissout dans de 1’acétone en appliquant les doses suivantes : 4 et 8ul par
fumigation. Une série témoin a eté réalisée en paralléle ou les larves regoivent
uniquement du solvant. L'ensemble est maintenu dans une étuve a 27°C. Le test
est suivi jusqu’a I’émergence des adultes (Figure. 5).

Traitement

Incubation

Suivis jusqu’a I'émergence

Figure 5. Test d’émergence (photos personnelles).

2.7. Extraction et dosage des constituants biochimiques

L’extraction des principaux constituants biochimiques (protéines, glucides et
lipides) a été réalisée selon le procédé de Shibko et al. (1967) (Fig.6 ). Les
larves témoins et traités (CL2s, CLso) de T. granarium sont placées dans des
tubes Eppendorf contenant 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et
broyés. Aprés homogénéisation aux ultrasons, puis centrifugation (5000
tours/min a 4°C pendant 10 min), le surnagent | obtenu, servira pour le dosage
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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 tours/min pendant 10 mn), on obtient le surnageant Il et le
culot Il le surnageant Il sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et
al., 1972) et le culot II, dissout dans la soude (0,1 N), servira au dosage des
proteines selon Bradford (1976).

2.7.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans
une fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu
brillant de commassie (BBC) G250 (Merck). Celui-ci révele la présence des
protéines en les colorants en bleu. L'absorbance 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 3).
. Tableau 3. Dosage des protéines totales chez les adultes de T. granarium:
réalisation de la gamme d'étalonnage

Solution standard d‘albumine 0 20 40 60 80 100
(ul)

Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.7.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau &
Florkin (1959). Cette méthode consiste a additionner 100 pl de surnageant
contenu dans un tube a essai, 4 ml du réactif d'anthrone et de chauffer le
mélange a 80°C pendant 10 min, une coloration verte se développe dont
I'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans I'échantillon.
La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La gamme
d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mere de glucose (1mg/ml)
(Tableau 4).
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Tableau 4. Dosage des glucides totaux chez les adultes de T. granarium:
réalisation de la gamme d'étalonnage

Solution 0 20 40 60 80 100
mere du
glucose
(nD

Eau
distillée
(nb
Réactif 4 4 4 4 4 4

d’anthrone

(ml)

100 80 60 40 20 0

2.7.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été dosés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972),
en utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Ce dosage est 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. Aprés 30 mn a I'obscurité, la densité optique
est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530 nm. Les lipides
forment a chaud avec l'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
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
(AV/1V) (Tableau 5).

Tableau 5. Dosage des lipides totaux chez les adultes de T. granarium:
réalisation de la gamme d'étalonnage.

Solution mére des 0 20 40 60 80 100
lipides (pul)
Solvant (éther 100 80 60 40 20 0

/chloroforme) (1V/1V)
(ml)
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Larves + 1 ml de TCA (20%)

Broyage

Centrifugation (5%0 trs/pdt 10 min)

Surnageant | Culot |

2 4
[ 1ml éther/ chloroforme ]

Centrifugation (5000 tours/ pdt 10 min) |
( Surnageant Il ) C Culot Il )

n =
Aliquot (100 pl)

Evaporation totale

| 1ml d'acide sulfurique |
e

‘ 10 mn au bain de sable

Aliquot (100ul)

-y

Anthrone (4ml)

| 1 ml NaoH (0,1N) |
| Agitation Agitation |

| Dosage aliquot (100 pl) |

Chauffer 80°C (10 min)

(Duchateau & Florkin, 1959) (Goldsworthy et al., 1972) (Bradford, 1976)

Figure 6. Extraction des protéines, glucides, et lipides totaux selon Shibko et al.
(1967).




- Préparation des extraits enzymatiques

Les larves témoins et traitées (CL2s et CLso) de T. granarium ont fait 1’objet
d'un dosage de quatre enzymes digestives : a-amylase, chitinase, protéase et
lipase. Dix individus sont homogénéises 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. 4 répétitions ont €té 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), pour pouvoir
calculer I’activité spécifique des enzymes.

2.8.1. Dosage de I’a-amylase

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

Le protocole de dosage est réalise comme suit : 20 pl d'extrait enzymatique sont
ajoutés a 100ul de tampon universel et 40 pl d'amidon. Apres 30 minutes
d'incubation a 35°C, La réaction est arrétée en ajoutant 100 pL de DNS et en
chauffant pendant 10 minutes dans le bain Mari (100 °C). Apreés refroidissement
a température ambiante, 100 pl d'eau distillé sont ajoutés.

L'absorbance a été mesurée a 540 nm contre un blanc prépare dans les mémes
conditions (20 pl d'eau distillée pour remplacer la source d'enzyme). L'activité
enzymatique est calculée gréce a la courbe d'étalonnage du maltose (0-1 uM/ml)
généreée a partir de la solution mére de maltose (180 mg/ml). L'activité
spécifique de 1'a-amylase est exprimée en pM/min/mg de protéines.

2.8.2. Dosage de la chitinase

Le dosage de ’activité chitinase est réalisé selon le protocole de Miller (1959)
basé sur I’hydrolyse enzymatique de la chitine (polymeére de chitobiose) en N-
acetyl-D glucosamine (monomere de sucre réducteur). Une fraction aliquote de
250 ul d’extrait enzymatique est additionnée a 250 pl de chitine colloidale (1%);
le mélange et ensuite incubé pendant 30 min a 50°C sous agitation avant d’étre
transféré au bain marie (100°C pendant 5 min). Apres refroidissement a




température ambiante et centrifugation a 5000 trs/min pendant 5 minutes, 150 pl
de surnageant sont additionnés a 300 ul 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 I’enzyme). L’activité enzymatique
a ete estimée grace a une gamme étalon de N-acetylglucosamine (0 - 0,144
mg/ml) préparee a partir d'une solution mere de N-acétylglucosamine (0,5
mg/ml). L activité spécifique est exprimée en mM/min/mg de protéines.

2.8.3. Dosage de la lipase

Le dosage de la lipase est réalisé selon la méthode de Tsujita et al. (1989) qui
utilise le pNPB (p-nitrophenyl butyrate) comme substrat. Une fraction aliquote
de 10 pl d'extrait enzymatique est additionnée a 18 pl de pNPB (50 mM) et 172
il de tampon universel ; le mélange est incubé pendant 30 minutes a 37 °C.
L'absorbance est mesuree a 405 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions (18 pl d'eau distillée remplacant le pNPB). Une gamme d'étalonnage
de p-Nitrophenol (0 - 0,025 uM/ml) est réalisée grace a une solution mere de p-
Nitrophenol (0,05 M/ml). L'activité spécifique de lipase est exprimeée en
UM/min/mg de protéine.

2.8.4. Dosage de la protéase

L’activité protéasique est déterminée selon la méthode décrite par Garcia-
Carreno & Haard (1993) utilisant la caséine comme substrat. Le mélange
réactionnel est : 100 ul 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 pul d’acide trichloroacétique (TCA) a 5%, permettant la
précipitation des protéines. Le mélange est centrifuge a 8000 tours/min pendant
15 min. La lecture des absorbances est effectuée a 280 nm. L’activité
enzymatique est déterminée grace a une gamme étalon de tyrosine (0 - 2 mM)
préparee a partir d’une solution mére de tyrosine (10 mM). L’activité spécifique
des protéases est exprimée en mM/min/mg de protéine.

2.9. Dosage des biomarqueurs

Les larves témoins et traités de T. granarium sont placés dans des tubes
Eppendorf contenant 1 ml de tampon phosphate et broyés. Apres une




centrifugation a 5000 tours/min pendant 10 min, le surnageant obtenu est utilisé
pour le dosage des biomarqueurs (TGO, TGP, PAL, et Triglycérides).

2.9.1. Glutamate pyruvate transaminases (TGP)

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),
Glutamate pyruvate transaminases (TGP) ou Alanine aminotransférase (ALT)
catalyse le transfert réversible de groupement aminé de 1’alanine a 1’2-
Oxoglutarate formant le glutamate et pyruvate. Le dosage est réalisé par
I’addition de 100ul de surnageant a 1ml de réactif de travail [R2, dissout dans le
tampon ; R1] (Fig.7). Les absorbances sont lues au spectrophotométre a une
longueur d’onde 340 nm pendant 3 minutes

Figure 7. Kit de TGP (Photo personnelle).

2.9.2. Transaminase glutamate oxaloacétate (TGO)

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). Transaminase glutamate oxaloacétate (TGO) ou 1’aspartate
aminotransférase (AST) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a
partir de lI'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 par 1’addition de 100ul de
surnageant a 1ml de réactif de travail [R2 dissout dans le tampon ; R1] (Fig.8).
Les absorbances sont lues au spectrophotomeétre a une longueur d’onde 340 nm
pendant 3 minutes.




Figure 8. Kit de TGO (Photo personnelle).

2.9.3. Dosage de la Phosphatase alcaline (PAL)

En milieu alcalin, les phosphatases alcalines catalysent I'nydrolyse du p-
nitrophényl phosphate en p-nitrophénol et phosphate. Le dosage est réalise selon
la fiche technique BIOLABO (Fig. 9). C’est une méthode optimisée par Henry
et al. (1960), et elle est conforme aux recommandations de I''FCC (1986).

Figure 9. Kit de PAL (Photo personnelle).

2.10. Dosage des triglycérides

Pour déterminer la teneur en triglycérides, un kit de diagnostic a été utilisé
(Fig.10). La solution de réactif contenait du tampon phosphate (50 mM, pH 7,2),
du 4-chlorophénol (4 mM), de I'adenosine triphosphate (2 mM), du Mg2+ (15
mM), de la glycérokinase (0,4 kU/I), de la peroxydase (2 kU/I), lipoprotéine
lipase (2 kU/I), 4-aminoantipyrine (0,5 mM) et glycérol-3-phosphate-oxydase
(0,5 kU/1). Les échantillons (10 pl) ont été incubés avec 10 ul d'eau distillée et




70 ul de réactif pendant 20 min a 25 °C. L'équation suivante a été utilisée pour
calculer la quantité de triglycérides :

dl — Do du blanc 0 01126
mg/dl = Do du standard ! '

g

2
:

Figure 10. Kit de triglycérides (Photo personnelle).

2.11. Dosage de [’estérase

Le dosage est réalisé selon la méthode de Han et al. (1995). L'a-naphtyl
acetate (a-NA) a été utilisé comme substrat. Ainsi, 15 ul de a-NA (10 mM), 50
ul de fast blue RR salt (1 mM) et 20 pul de solution enzymatique ont été¢ déposes
dans chaque cuve. Apres 5 min, la densité optique (DO) a été lue a 450 nm.

2.12. Détermination des indices nutritionnels

Les indices nutritionnels ont été calculés selon la méthode de Huang et al.
(2000). La moleécule bioactive, le Menthol a été teste sur les indices nutritionnels
chez les larves de T. granarium. Pour cela, les larves ont été affamées pendant
Sh avant le test, afin d’exsuder le contenu intestinal, puis mises dans des flacons
avec 3 g de blé traité avec les concentrations létales (CL2s et CLso) de menthol.
L’essai est conduit avec 4 répétitions comportant chacune 10 individus traités
(CLa2s et CLso) et avec des séries témoins. Le poids des larves a été déterminé
avant et apres le test. Les indices nutritionnels ont éte calculés selon la méthode
de Huang et al. (2000).

RGR = (A-B) / (B x jours)




RGR : Taux de croissance relative.
A : Poids des insectes vivants (mg) / Nombre des insectes vivants.

B : Poids initial des insectes (mg) / Nombre initial des insectes.

RCR =D/ (B x Day)

RCR : Taux de consommation relative.

D : Biomasse ingérée (mg) / le nombre des insecte vivants.

ECI% = (RGR / RCR) x 100

ECI : efficacité de la conversion des aliments ingérés.

2.13. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7.
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 suivie du test HSD de Tukey, ont été utilisés.
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3.1. Essai insecticide du Menthol

Apres un test de screening, différentes concentrations de Menthol (19,2; 38,4;
76,8; 153,6; 200ul/1 d’air) ont été appliquées sur les larves de T. granarium par
fumigation. Des séries téemoins sont realisées en paralleles et aucune mortalite
n'a été observée. Les mortalités corrigées varient de 10% a 24h jusqu’a 20% a
72h pour la dose la plus faible (19,2ul/ml) et de 98,75% a 24h jusqu’a 100% a
72h pour la plus forte dose (200ul/ml). Ces mortalités augmentent de facon
significative en fonction des doses appliquées et du temps apres traitement chez
les larves de T. granarium a 24h (Fs,35=292,2 ; p<0,0001), a 48h (F4, 35 =560,5;
p<0,0001) et a 72h (F4,35= 264,4 ; p<0,0001). Les résultats montrent que le
Menthol appliqué par fumigation exerce une activite insecticide avec une
relation dose-réponse a 1’égard des larves de T. granarium. Le classement des
doses par le test HSD de Tukey révéle 1’existence de 3 groupes de moyennes a
24h et a 48h et 4 groupes de moyennes a 72h.

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du
logarithme des doses appliquées (Fig. 11) a permis I’estimation des
concentrations létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le
HillSlope (Tableau 6).

Tableau 6. Toxicité du Menthol appliqué par fumigation (ul/l d’air) sur les
larves de T. granarium a différentes périodes : Mortalité corrigee (%) (m £
SEM, n= 8 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.

24h 10,00 + 25,00 £ 425+ 3,75 67,5 + 5,65 98,75 £
5,00 a 5,00 b c d 2,18 ¢

48h 16,25 + 31,25+ 51,25 + 75,00 £ 100 + 0,00
4,68 a 2,18b 2,18¢ 5,00d e

72h 20,00 £ 38,75+ 56,25 + 80,00 £ 100 + 0,00
5,00 a 2,18b 4,68 c 5,00d e
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Figure 11. Effet du Menthol appliqué par fumigation sur les larves de T.
granarium a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le
pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses.

Tableau 7. Efficacité du Menthol appliqué sur les larves de T. granarium :
analyse des probits.

24h 0,92 1,82 44,17 80,66 268,90
13,98 - 90,50 45,19 - 131,80 116,60 - 1747

48h 0,94 1,52 33,26 64,61 243,70
11,42 - 63,81 37,67 - 102 110,30 - 1120

72h 0,94 1,42 26,48 54,13 226,20
9,615 - 48,33 32,46 - 83,13 105,40 - 856,80

3.2. Effet réepulsif du Menthol

Les résultats du pouvoir répulsif de Menthol a 1’égard des larves de Trogoderma
granarium sont présentes dans le Tableau 7. Le pourcentage de répulsion
marque une augmentation en fonction des concentrations appliquées. Le fort
taux de répulsion (90%) a eté observé a 30min avec la plus forte concentration
(80ul/ml). Ces pourcentages augmentent a 30min d'exposition puis diminuent
par la suite a 1h, 2h et 3h aprés traitement. De plus, on constate que le Menthol
est classé en catégorie 5 de répulsion.

Tableau 8. Pourcentage (PR) et classe (CR) de répulsion du Menthol a 1’égard
des larves de T. granarium a différentes périodes : Mortalité corrigée (%) (m +
SEM, n= 4 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.
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20ul/ml 15min 10 I
30min 30 [
1h 25 [
2h 20 1
3h 15 I
A40ul/ml 15min 30 [
30min 70 v
1h 55 Il
2h 40 "1
3h 35 I
80ul/ml 15min 65 vV
30min 90 \Y/
1h 85 \Y
2h 75 v
3h 70 vV

3.3. Effet du Menthol sur le taux d’inhibition de I’émergence

Le menthol a été appliqué par fumigation sur les larves de T. granarium et
I’effet a été examiné jusqu’a I’émergence. Il ressort de nos résultats une

augmentation significative du taux d’inhibition de I’émergence en fonction des
concentrations appliquées (t=9,896; df=28 ; p<0,0001) (Fig. 12).
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Figure 12. Effet du menthol (CL2s et CLso) sur le taux d’inhibition de
1I’émergence (%) chez T. granarium (m £ SEM, n=15 répetitions, comportant
chacune 10 individus).

3.4. Effet du Menthol sur la composition biochimique

Le menthol (CL2s et CLso) a été appliqué par fumigation sur les larves de T.
granarium et ses effets ont été évalués sur la composition biochimique
(glucides, lipides et protéines) de cette espece a 72h apres traitement.

D'apreés les résultats représentés dans la Figure13A, on note une augmentation
significative du contenu en protéines totales apres traitement avec les deux
concentrations létales du Menthol (CL2s et CLso) (F2,9= 58,18 : P <0,0001). Un
effet dose a été constaté (CL2s vs CLso : P=0,0026). Le test HSD de Tukey met
en évidence 3 groupes de moyennes, chacun étant constitué¢ d’une série.

Le traitement par le menthol a induit une diminution significative du contenu en
lipides (F29=32,24 : P <0,0001), sans effet dose (CL2s vs CLso: P> 0,05). Le test
HSD de Tukey met en évidence 2 groupes de moyennes, le premier groupe
formé des témoins et le deuxiéme groupe constitué des traités (Fig.13B).

En ce qui concerne le contenu en glucides, I’application du traitement a induit
une diminution significative (F29= 55,97 : P <0,0001) de ce composé, sans effet
dose (CLa2s vs CLso: P> 0,05). Le test HSD de Tukey met en évidence 2 groupes
de moyennes, le premier groupe formé des témoins et le deuxieme groupe
constitué des traités (Fig.13C).

(Wglindiv
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Figure 13. Effet du Menthol (CL2s et CLso) appliqué par fumigation sur le
contenu en protéines (A), lipides (B) et glucides (C) chez les larves de
Trogoderma granarium a 72 h apres traitement (m £ SEM, n=4 répétitions,
comportant chacune 10 individus).

3.5. Effet du Menthol sur les enzymes digestives

Les larves de T. granarium ont été traitées par fumigation avec deux
concentrations létales (CL2s et CLso) a 72h. Les effets du menthol ont été
évalués sur I’activité spécifique de quatre enzymes digestives: a-amylase,
chitinase, lipase et protéase.

D'apres les résultats représentés dans la Figure.14A, on note une diminution
significative de I’activité de I’a-amylase chez les traités a la CL2s et la CLso
(F2,0= 70, 99 : P <0,0001) avec un effet dose (CL2s vs CLso: P=0,0188). Le
classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes,
chacun étant constitué¢ d’une série.

Les résultats de 1’activité de la protéase montrent une diminution significative
chez les traités a la CL2s et la CLso (F29= 597,1 : P <0,0001) par rapport aux
témoins, avec un effet dose (CL2s vs CLso : P<0,0001). Le classement des
moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes, chacun étant
constitué¢ d’une série (Fig.14C).

Par ailleurs, les résultats du dosage de la lipase révelent une diminution
significative chez les traités a la CL2s et la CLso (F2,0= 81,18 : p<0,0001) par
rapport aux témoins, avec un effet dose (CL2s vs CLso: P=0,0373). Le
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classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes,
chacun étant constitué d’une série (Fig.14B).

Enfin, I’application du Menthol provoque une diminution significative de
I’activité de la chitinase chez les traités a la CLos et la CLso (F20= 47,03 :
p<0,0001). Un effet dose (CL2s vs CLso : P=0,0082) a été constaté. Le
classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes,
chacun étant constitué¢ d’une série (Fig. 14D).
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Figure 14. Effet du menthol (CL2s et CLso) sur I’activité de 1I’a- amylase (A),
lipase (B), protéase (C) et chitinase (D) chez les larves de T. granariuma 72 h
apres traitement (m = SEM, n=4 répétitions, comportant chacune 10 individus).

3.6. Effet du menthol sur les biomarqueurs physiologiques

Les larves de T. granarium ont été traitées par fumigation avec deux

concentrations létales du Menthol (CL2s et CLso) et leurs effets ont été évalués
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triglycérides.

Une augmentation significative de ’activité de la PAL a été constatée apres
application du Menthol sur les larves de T. granarium (F2,9= 45,92 : p<0,0001),
avec un effet dose (CL2s vs CLsp : P=0,0012). Le classement des moyennes par
le test HSD de Tukey, met en évidence de 3 groupes, chacun étant constitué
d’une série (Fig. 15A).

L’application du Menthol a induit également une augmentation significative de
I’activité de la TGP chez les traités a la CL2s et la CLso (F2,0= 11,09 : P=0,0037),
sans effet dose (CL2s vs CLso : P> 0,05). Le classement des moyennes par le test
HSD de Tukey, met en évidence de 2 groupes (Fig. 15B).

Les résultats mentionnés dans la Figure 15C montrent une augmentation
significative de 1’activité de la TGO chez les traités a la CL2s et la CLsg
(F2,9=10,94 : P=0,0039), avec un effet dose (CL2s vs CLso : P=0,0096). Le
classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes,
un groupe formé des témoins et des traités a la CL2s et un deuxiéme groupe
constitué des traités a la CLso.

L’application du Menthol a induit une diminution significative du taux de
triglycérides chez les traités a la CLs et la CLso (F2,9=202,3 : P<0,0001). Un
effet dose a été signalé (CL2s vs CLso : P=0,0001). Le classement des moyennes
par le test HSD de Tukey, met en évidence de 3 groupes, chacun étant constitué
d’une série. (Fig. 15D).

sur I’activité spécifique de 4 biomarqueurs physiologiques : PAL, TGO, TGP et
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Figure 15. Effet du Menthol (CL2s et CLso) appliqué par fumigation sur les
biomarqueurs physiologiques: PAL (A), TGP (B), TGO (C) et Triglycérides (D)
chez les larves de T. granarium a 72 h apres traitement (m £ SEM, n=4
répetitions, comportant chacune 10 individus).

3.7. Effet du menthol sur Pactivité de I’a-estérase

Les larves de T. granarium ont été traitées par fumigation avec deux
concentrations létales du Menthol (CL2s et CLso) et leurs effets ont été évalués
sur I’activité d’un biomarqueur de détoxification, 1’a-estérase.

L’activité de I’a-estérase marque une augmentation significative chez les traités
ala CLos et la Clso (F20= 29,43 : P=0,0001) avec un effet dose (CL2s vs CLso :
P=0,0141). Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en
évidence de 3 groupes, chacun étant constitué d’une série (Fig. 16).
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Figure 16. Effet du Menthol (CL2s et CLso) appliqué par fumigation sur
I’activité de 1’a-estérase chez les larves de T. granarium a 72 h apres traitement
(m £ SEM, n=4 répétitions, comportant chacune 10 individus).

3.8. Effet du menthol sur les indices nutritionnels

Les résultats des indices nutritionnels chez les témoins et les traités a la CL2s et la
CLso du Menthol sont mentionnés dans les Figures 17 A, B et C. Les résultats
montrent que le traitement influence tous les indices nutritionnels chez les larves

de T. granarium.

Le taux de la croissance relative (RGR) était inversement proportionnel aux
concentrations appliquées du Menthol. Cet indice diminue significativement
apres traitement avec les deux doses appliquées (F29=33,91 ; P<0,0001) avec un
effet dose (CL2s vs CLso : P=0,045).

Concernant le taux de consommation relative (RCR), les résultats révelent un
effet significatif du traitement sur cet indice chez les traités a la CL2s et la CLso du
Menthol (F2,0 = 90,57 ; P<0,0001) avec un effet dose (CL2s vs CLso : P=0,0016).

Les résultats de I’efficacité de la conversion des aliments ingérés (ECI) révelent
une diminution significative suite au traitement avec la plus forte concentration
du Menthol (Témoins vs CLso : P=0,028). Aucun effet n’a été enregistré avec la
CL2s (Témoins vs CLs : P>0,05).
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Figure 17. Effet du Menthol sur les indices nutritionnels chez les larves de T.
granarium (m + SEM ; n=4 répétitions comportant chacune 10 individus).
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4.1. Toxicité

La toxicologie est I’étude 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 importants pour évaluer les

concentrations létales (CL2s et CLsp).

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes
comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et al., 1999).
Ces dernieres peuvent affecter la croissance, le développement et le
comportement des insectes et peuvent agir comme anti-appétant (Hough-
Goldstein, 1990; Hummelbrunner & Isman, 2001), fumigants, répulsifs (Mason,
1990; Watanabe et al., 1993), ou régulateurs de croissance (Abedi et al., 2014;
Ahmad et al., 2015; Bezzar et al., 2016; Lai et al., 2014). Leur toxicité peut étre
directe ou indirecte sur les organes cibles (organes sensoriels, systeme nerveux,
systeme endocrines, appareil digestif, appareil reproductif, etc.) (Benayad,
2013). Le taux de penétration a travers la cuticule, le transport dans les tissus de
I’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).

De nombreuses études ont rapporté 1’activité insecticide 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 ’activité des huiles
est due a leurs composés (Néo-Isomenthol, Menthone, Carvone, Limonéne, [3-
Ocimeéne et Dihydrotagétone), qui agissent sur le systeme nerveux de l'insecte en
perturbant les fonctions du systeme GABAergique (Bloomquist et al., 2008 ;
Tong & Coats, 2012) et aminergique (Kostyukovsky et al., 2002 ; Enan, 2005)
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et en inhibant 1’acétylcholinestérase (Lopes et al., 2010 ; Abdelgaleil et al.,
2015).

Notre étude vise a tester par fumigation, la toxicité d’une molécule bioactive, le

menthol a I’égard des larves de Trogoderma granarium.

Les résultats obtenus ont montré une activité insecticide de ce traitement avec
une relation dose-réponse. Plusieurs constituants des HES ont prouvé leur
potentiel insecticide, le Menthol contre Rhyzopertha dominica (Tine & Trad,
2022), I’Eucalyptol contre Tribolium confusum (Debab & Mesloub, 2022),
Limonene contre T. granarium (Abdesmad & Moumou, 2022), B-Pinéne contre
T. confusum (Djebaili & Boudjil, 2022), Linalool contre R. dominica
(Bouchagra & Farhi, 2022) et Azadirachtine contre R. dominica (Halaimia &
chechoui, 2017). Six principaux monoterpénoides des HEs de plantes
aromatiques cultivées en Turquie, a savoir le Carvacrol, le 1,8-Cinéole, le
Menthol, le y-Terpinéne, 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 1’activité fumigante de ces

molécules avec comme constituant plus actif est le carvacrol (Erler, 2005).
4.2. Pouvoir répulsif

La répulsion est un mécanisme de défense exercé par les plantes contre les
insectes (Jayakumar et al., 2017). Ce phenoméne physiologique a été utilisé
pour lutter contre les dégats causes par ces insectes ravageurs. Cette activité est

liée aux principes actifs et aux constituants chimiques de I’huile (Damalas &

Eleftherohorinos, 2011).

Nos résultats ont montré le pouvoir tres répulsif (90%) du menthol contre les
larves de T. granarium. Les travaux d’Ojimelukwe & Adler (1999) ont montré
I’effet répulsif de plusieurs constituants avec ’efficacité de Zimtaldéhyde

(90,53%) par rapport a I’Eugénol (80%), le Thymol (70,39%), I’Hydroxy-anisol
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(50,37%), le Terpinéol (42,97%) et le Menthol (40,74%) contre T. confusum.
Par ailleurs, les études realisées au niveau de notre Laboratoire ont mis en
évidence ’activité répulsive de plusieurs molécules bioactives, telles que le
Limonene (Abdesmad & Moumou, 2022), Limonene, Linalool et Carvone
(Moutaz, 2023) contre T. granarium, le Linalool contre R. dominica (Bouchagra
& Farhi, 2022), le Menthol contre R. dominica (Tine & Trad, 2022),
I’Eucalyptol contre Tribolium confusum (Debab & Mesloub, 2022) et B-Pinéne
contre T. confusum (Djebaili & Boudjil, 2022).

La toxicité et le potentiel répulsif des composés phytochimiques a 1’égard des
ravageurs dépendent de plusieurs facteurs tels que la composition chimique des
huiles et la sensibilité de I'insecte (Casida & Quistad, 1995).

4.3. Effet du traitement sur I’émergence

D’apres les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, nous avons
enregistré une inhibition de 1’émergence de T. granarium traité par le menthol et
qui augmente en fonction des concentrations appliquées. Des résultats similaires
ont été observés chez les larves de T. granarium traitées avec I’HE extraite
d’Eucalyptus globulus (Brahmi & Yousfi, 2021) et trois molécules bioactives, le
Carvone, le Limonéne et le Linalool (Djabri, 2023). Yahiatene (2013) a constaté
que plus la dose du traitement (acide oléique et I’huile d’olive) est importante,
plus la viabilité des larves de C. maculatus diminue. Une réduction de
I’émergence de plus de 50% a été observée chez R. dominica aprés traitement
avec des huiles essentielles extraites de Ferula assa foetida, Pelargonium
hortorum et Juglans rejia (Bahrami et al., 2016). Les travaux d’Obeng-Ofori et
al. (1997) ont montré que les monoterpenes tels que le 1,8-Cinéole, I'Eugénol et
le Camphre, ont la capacité de provoquer la mortalité et I'inhibition de
I'émergence des coléoptéres des produits stockés. D'autres études ont montré que
les insecticides botaniques tels que I'HE de Citrullus colocynthis et la poudre de

dix plantes inhibent I'émergence des adultes de C. maculatus (Prabu Seenivasan
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et al., 2004 ; Govindan & Jeyarajan, 2008). Par contre, Namane & Mezani
(2014) n’ont observé aucun effet de I’huile d’olive issue de quatre régions
différentes de la wilaya de Tizi Ouzou sur I’émergence des adultes de

Callosobruchus maculatus apres traitement des graines de niébé.
4.4, Effet du Menthol sur la composition biochimique

Les extraits de plantes peuvent engendrer des perturbations biochimiques
exprimées par une augmentation ou une diminution de différents métabolites
(protéines, carbohydrates et lipides) chez les insectes (Ayvaz et al., 2009 ; Cetin
& Yanikoglu, 2006 ; El-akhal et al., 2015 ; Negahban et al., 2007). Il est
essentiel d’étudier les modifications de la composition biochimique suite au
traitement par les insecticides botaniques, pour évaluer et déterminer leur

pouvoir toxique (Sak, 2006).

Les protéines sont des constituants importants de la cellule et 1’étre vivant, car
les différentes enzymes qui réalisent les cascades d'activités metaboliques sont
principalement des protéines (Preet & Sneha, 2011). Elles sont nécessaires au
développement, a la croissance et a I'accomplissement des activités vitales des
insectes (Yazdani et al., 2014 ; Mojarab Mahboubkar et al., 2015). Les
protéines entrent dans diverses réactions et peuvent assurer la catalyse
biochimique, la régulation hormonale et s’ intégrer dans la cellule comme
élément structural en méme temps que les glucides et les lipides (Jacob et al.,
1961).

Les résultats obtenus au cours de notre travail, montrent que I’application du
menthol (CL2s et CLso) sur les larves de T. granarium, induit une perturbation
du contenu en protéines en l'augmentant. Des résultats similaires ont été signalés
chez Ephestia kuehniella traitée par Mentha piperita (Zoghlami, 2015), chez
Trogoderma granarium traité par E. globulus (Brahmi & Yousfi, 2021), chez R.
dominica traitée par I’azadirachtine (Tine et al., 2017), et le Linalool

(Bouchagra & Farhi, 2022), et chez T. confusum traité par le Linalool (Lahmar
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& Benhadda, 2022). Par contre, 1’application du Menthol sur les adultes de R.
dominica (Tine & Trad, 2022), et le Limonene sur les larves de T. granarium
(Abdesmad & Moumou, 2022) induit une diminution du contenu en protéines.
D’autre part, le traitement par 1’huile d’Eucalyptus et I’Eucalyptol n’a aucun
effet sur les protéines totales chez les adultes de T. confusum (Debab &
Mesloub, 2022).

L’augmentation du taux de protéines peut étre expliquée par une perturbation
des fonctions physiologiques et biologiques qui a conduit a la synthese des
différents régulateurs de nature protéique intervenant dans les mécanismes de

défense de 1’organisme tels que les enzymes, les hormones ... etc.

Les glucides représentent €également 1’¢lément énergétique de 1’organisme
jouant un role essentiel dans la physiologie des insectes (Cassier et al., 1997). lls
forment un groupe de composés trés importants, certains représentent une source
d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose),
soit sous forme de réserves (glycogéne) ; d’autres ont un rdle structural

(cellulose, chitine, acide hyaluronique) (Nation, 2008).

Nos résultats montrent une réduction significative du contenu en glucides chez
les larves de T. granarium traitées par le menthol. Des résultats similaires ont
été signalés chez S. granarius traité par 1’huile de citrus et par 1’azadirachtine
Guettal (2021), chez R. dominica (Bouchagra & Farhi, 2022) et T. confusum
(Lahmar & Benhadda, 2022) traités par le Linalool, chez T. granarium traité par
I’huile de Citrus limonum et le limonene (Abdesmad & Moumou, 2022). Par
contre, une augmentation de ce composeé a été observée chez T. confusum traité
par I’huile d’Eucalyptus globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022),
chez Ephestia kuehniella traité par I’huile de Mentha piperita (Zoghlami, 2015)

et chez R. dominica traitée par I'azadirachtine (Halaimia & Chachoui, 2017).

La déplétion du glucose peut étre due aux conditions de stress imposeées a ces

insectes qui ont besoin plus d'énergie pour couvrir les dépenses énergétiques via
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une induction par des neuropeptides (Yazdani et al., 2014 ; Mojarab-
Mahboubkar et al., 2015). Elle peut également étre due a une accélération de la
glycogénolyse au niveau du corps adipeux, au transport du glycogene du corps
gras a I'némolymphe en réponse a I'épuisement énergétique lorsque les individus

sont exposes a des toxines (Zibaee, 2011).

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes
(Beenakers et al., 1985). lls sont transportés du corps gras, site de leur synthese
et stockage (\VVan Hensden et Law, 1989), vers les organes utilisateurs (Chino et
al., 1981). Les réserves lipidiques semblent étre la résultante d’un équilibre entre
la prise de nourriture et les dépenses énergétiques indispensables pour certains

processus tel que la croissance (Beenakkers et al., 1985).

Notre etude montre que le traitement des larves de T. granarium par le menthol
induit une diminution significative du contenu en lipides. Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus chez S. granarius traité avec I’huile de C. limonum et
1’ Azadirachtine (Guettal et al., 2020), chez R. dominica traité par 1’huile d’E.
globulus (Soltani & Abbes, 2021), chez Glyphodes pyloalis traité par Lavandula
angustifolia (Yazdani et al., 2013), 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 limonene (Abdesmad &
Moumou, 2022). Par contre, une augmentation de ce compose a été observée
chez T. confusum traité par 1’huile d’Eucalyptus globulus et 1’Eucalyptol (Debab
& Mesloub, 2022), et chez R. dominica traitee par I'azadirachtine (Halaimia &
Chachoui, 2017).

L’épuisement de ce composant biochimique est dii au stress induit suite a
I’exposition a un insecticide (Rambabu & Rao, 1994) qui se traduit par une
altération de leurs synthese (Klowden, 2007), a un dysfonctionnement hormonal

qui controle 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 (Steele, 1985).
4.5. Effet du Menthol sur le métabolisme intermédiaire

Les biomarqueurs ont été largement utilisés en écotoxicologie comme
indicateurs précoces d’exposition a des substances toxiques (Alessio et al.,
2016). 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) tels que PAL, ASAT, et
ALAT (Pratt & Kaplan, 2000).

Les transaminases (ASAT et ALAT) sont des enzymes mitochondriales
impliquées dans la transamination et trouvées dans I'némolymphe et les corps
gras des insectes (Nation, 2008). lls ne sont libérés dans I'némolymphe des
insectes que lorsque les cellules sont endommagées ou détruites (Abo El
Makarem et al., 2015).

Nos résultats montrent que le menthol entraine une augmentation significative
de I’activité des biomarqueurs enzymatiques (TGO, TGP et PAL). Ces résultats
pourraient suggérer que lI'application de menthol a amélioré I'activité des
transaminases en raison du stress toxique. Des résultats similaires ont éte
constatés chez T. confusum traité par I’huile d’E. globulus et I’Eucalyptol
(Debab & Mesloub, 2022), chez R. dominica traité par le menthol (Tine & Trad,
2022), chez les larves de T. granarium traitées par trois molécules bioactives, le
Carvone, le Limonene et le Linalool (Djabri, 2023) et chez R. dominica traite
par le Camphre, B-Pinéne et Eucalyptol (Boukoucha & Boughrara, 2023). Par
contre, 1’étude de Hasheminia et al. (2011) a montré que Artemisia annua et
Achilleamille folium ont induit une réduction de I'activité de I'AST chez Pieris

rapae.
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Une activité accrue des transaminases est nécessaire pour les insectes pour
métaboliser les acides aminés afin d'obtenir de I'énergie en cas de stress. En fait,
l'effet variable des extraits de plantes sur 1’activité de la TGO et et la TGP
pourrait étre dd a leurs effets sur la synthese ou les niveaux fonctionnels de ces
enzymes directement ou indirectement en modifiant la cytomorphologie des
cellules (Nath, 2000).

La phosphatase alcaline (PAL) est une enzyme hydrolase responsable de
I'elimination des groupes phosphates de nombreux types de molécules, y
compris les nucléotides, les protéines et les alcaloides dans des conditions

acides, sous le nom de déphosphorylation (Zibaee et al., 2011).

Notre étude a révélé une augmentation de la PAL chez les larves de T.
granarium traitées par le menthol. Les mémes observations ont eté constatés
chez T. confusum traité par 1’huile d’E. globulus et 1’Eucalyptol (Debab &
Mesloub, 2022), chez R. dominica traité par le menthol (Tine & Trad, 2022),
chez les larves de T. granarium traitées par trois molécules bioactives, le
Carvone, le Limonene et le Linalool (Djabri, 2023) et chez R. dominica traité
par le Camphre, f-Pinéne et Eucalyptol (Boukoucha & Boughrara, 2023). Ces
résultats sont en desaccord avec ceux trouves chez les larves de G. pyloalis
traitées avec I'HE de thym, et les composés Thymol et Carvacrol (Goharrostami
et al., 2022) et chez E. kuehniella traitée avec I'huile de Teucrium polium

(Lamiaceae) et a-Pinene (Shahriari et al., 2019).

L'absence de fonction digestive et la diminution du métabolisme causées par une
diminution de la libération de groupes phosphate pour la production d'énergie
peuvent étre indiquées par une baisse de l'activité de ce groupe enzymatique
(Selin-Rani et al., 2016 ; Senthil-Nathan, 2006).

Les insectes emmagasinent les réserves énergétiques sous forme de glycogene et
de triglycérides dans 1’adipocyte, cellule principale du corps gras. Le

métabolisme des lipides est essentiel a la croissance et a la reproduction et
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fournit 1'énergie nécessaire a I’insecte (Arrese & Soulages, 2010). Les
triglycérides sont les principales sources de stockage dans les corps gras dont
leurs quantités changent en fonction des stades de développement et de I'état
nutritionnel de I'insecte (Mardani-Talaee et al., 2015). Dans notre étude, les
faibles quantités de Triglycérides ont été signalées chez les larves traitées de T.
granarium avec le Menthol ce qui correspond a 1’activité la plus faible des
protéases et des lipases digestives. Des résultats similaires ont été notés chez T.
granarium traité par le Carvone, le Limonene et le Linalool (Djabri, 2023), chez
R. dominica traité par la combinaison des molécules bioactives, Camphre, -
Pinene et Euaclyptol (Boukoucha & Boughrara, 2023), chez E. kuehniella traité
par I’HE de Teucrium polium (Lamiaceae) et a-Pinene (Shahriari et al., 2017) et
chez Ectomyelois ceratoniae Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) traitée par I’huile

de Citrullus colocynthis (Cucurbitaceae) (Ramzi et al., 2014).

L'épuisement de ces macromolécules apres traitement aux biopesticides pourrait
se produire en raison d'une altération de leur synthése (Klowden, 2007), d'un
dysfonctionnement hormonal pour contréler leur métabolisme (Steel, 1980) et
de leur utilisation pour répondre a la demande énergétique des insectes (Sak et
al., 2006).

4.6. Effet du Menthol sur le biomarqueur de détoxification

Le stress oxydatif est la conséquence d'un déséquilibre entre la production des
radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses anti-oxydantes
(Angelos et al., 2005). Les extraits de plantes pénetrent dans les tissus et les
organes des insectes cibles et affectent I'activité de diverses enzymes
détoxifiantes (Mathews et al., 2010). Trois types d'enzymes détoxifiantes
réagissent contre les insecticides botaniques y compris les estérases générales
(EST), la glutathion S-transférase (GST) et les phosphatases (Zibaee, 2011).
L'estérase (EST) est une enzyme detoxifiante importante in vivo qui hydrolyse

la liaison estérique dans les produits chimiques de synthese. De plus, I'estérase
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est I'une des enzymes présentant la réaction la plus forte a la stimulation
environnementale (Hemingway & Karunatne 1998). Les réponses de I'EST aux
insecticides botaniques sont liées aux concentrations des extraits appliquées et a
la durée d’exposition. Au stade précoce, les extraits de plantes stimulent
I'expression des EST pour augmenter la capacité de détoxification. Au stade
avance, en raison de I’effet toxique et du temps, l'activité de PEST est

supprimée (Zibaee & Bandani, 2010Db).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que
I’application du menthol (CLz2s et CLso) sur les larves de T. granarium, par
fumigation, induit une perturbation de I’activité des estérases en 1’augmentant.
Des résultats similaires ont été constatés chez T. granarium traité par le Linalool
(Djabri, 2023) et chez R. dominica traité par le Camphre, B-Pinéne et Eucalyptol
(Boukoucha & Boughrara, 2023).

4.7. 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 1’insecte a accomplir cette fonction biologique (Zibaee &
Bandani, 2010). La digestion est également influencée par les conditions

physico-chimiques de l'intestin principalement, le pH (Douglas, 2013).

Dans ce cadre, notre étude s’intéresse a 1’évaluation de 1’effet d’une molécule
bioactive, le Menthol sur quatre enzymes indispensables pour la digestion :

protéase, lipase, chitinase et a-amylase.

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
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protéases et les empéchent de digérer les protéines ingérées (Johnson et al., 1990
; Senthil-Nathan et al., 2006). Nos résultats montrent que le menthol a réduit
’activité des protéases. Des résultats similaires ont été signalés chez T.
confusum traité par I’HE d’E. globulus et son constituant, I’Eucalyptol (Debab
& Mesloub, 2022), chez les larves de T. granarium traitées par I’HE d’E.
globulus (Brahmi et Yousfi, 2021) et les molécules bioactives, Carvone,
Limonene et Linalool (Djabri, 2023) et chez R. dominica traité par Schinus
molle (Soltani & Abes, 2022) et Menthol (Tine & Trad, 2023).

Les lipases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons externes des molécules
de graisses. Bien qu'il existe quelques etudes sur les lipases digestives des
insectes, leur activité est affectée de maniere significative par l'utilisation des
insecticides botaniques (Senthil Nathan et al., 2006). Nos résultats ont révele
une diminution de I’activité de la lipase chez T. granarium suite au traitement
avec le Menthol. Les mémes observations ont été notees chez les larves de T.
granarium traitées avec 1’huile d’E. globulus (Brahmi et Yousfi, 2021), et les
molécules bioactives, Carvone, Limoneéne et Linalool (Djabri, 2023), chez R.
dominica traité par Schinus molle (Soltani & Abes, 2022) et Menthol (Tine &
Trad, 2023), chez T. confusum traité par I’HE d’E. globulus et son constituant,
I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022) et chez Cnaphalocrocis medinalis
(Lepidoptera : Pyralidae) traité avec 1’azadirachtine (Nathan et al., 2006).

Les chitinases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons glycosidiques des
molécules de chitine lors des processus de croissance des insectes, plus
précisément, elles hydrolysent les liaisons -(1-4) des residus de N-acétyl- -D-
glucosamine (Merzendorfer & Zimoch, 2003) et interviennent dans la formation
et la dégradation de la membrane périthrophique qui protege I'épithélium
intestinal (Shen & Jacobs-Lorena, 1997). Nos résultats ont révelé une
diminution de I’activité de la chitinase apres exposition au Menthol. Des

résultats similaires ont été rapportés chez les larves de T. granarium traitées par
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I’HE d’E. globulus (Brahmi & Yousfi, 2021), chez R. dominica traité par
Schinus molle (Soltani & Abes, 2022), chez T. confusum traité par I’huile d’E.
globulus et I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022), et chez R. dominica traitée
par le Menthol (CL2s et CLso) (Tine & Trad, 2022).

a-amylase est I’enzyme clé qui catalyse I’hydrolyse de la chaine a-1-4 glycane
de I'amidon et du glycogéne qui sont les formes stockées de carbohydrates
(Terra & Ferriera, 2005). Certains extraits de plantes et des molécules d'origine
vegétale ont inhibe I'activité de I'a-amylase in vitro (Yazdani et al., 2012. Nos
résultats montrent que le menthol a réduit ’activité a-amylase chez les larves de

T. granarium.

Les travaux de Soltani & Abes (2022) menees sur R. dominica traité par Schinus
molle, Menthol (Tine & Trad 2022), et Lavandula angustifolia (Sayada et al.,
2021) notent les mémes observations. En outre, des études ont montré une
réduction de I’activité a-amylase 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) traités a
’azadirachtine, chez T. granarium traitée par I’HE d’E. globulus (Brahmi &
Yousfi, 2021) et chez T. confusum traité par 1’huile d’E. globulus et I’Eucalyptol
(Debab & Mesloub, 2022).

Toute perturbation de l'activité des enzymes digestives réduit I'acces aux
nutriments indispensables au fonctionnement de I'organisme. De plus, cette
réduction de la capacité d'utilisation des nutriments peut se répercuter sur la
conversion de I'énergie nécessaire a la production d'enzymes d'induction
impliquées dans la détoxification des huiles essentielles et de leurs composants
(Senthil-Nathan et al., 2005).
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4.8. Effet du Menthol sur les indices nutritionnels

Les huiles essentielles et leurs constituants ont une activité anti-appétante
(Hough-Goldstein, 1990 ; Hummel & Isman, 2001) et inhibitrices du
développement et de la croissance des insectes (Karr & Coats, 1992). Ces
pesticides botaniques inhibent I'appétit ou perturbent I'alimentation des insectes
en rendant le mateériel traité peu attrayant ou désagréable (Rajashekar et al.,
2012 ; Talukder, 2006).

Dans notre étude, le taux de la croissance relative (RGR), le taux de
consommation relative (RCR), I’efficacité de la conversion des aliments ingéres
(ECI) sont les paramétres sélectionneés pour évaluer le pouvoir anti-appétant du
Menthol a I’égard de T. granarium. Les résultats obtenus montrent que la
diminution de I'ECI est un indicateur de la capacité de l'insecte a utiliser la
nourriture ingérée pour la croissance et le developpement, ce qui signifie que
plus la nourriture est métabolisée pour produire I'énergie, moins elle est

concertée en substance corporelle (croissance) (Koul et al., 2004).

Le taux de consommation relatif est utilisé pour mesurer I'exploitation des aliments
par les insectes, sa diminution refléte 1’incapacité des larves de T. granarium a
exploiter les aliments ingérés. La diminution du RGR et du RCR peut confirmer
les effets toxiques des composeés allélochimiques de la plante sur la membrane péri-
trophique et les dommages induits au niveau de l'intestin moyen (Marie et al.,
2009). Des résultats similaires ont eté rapportes 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 1I’Eucalyptol (Debab & Mesloub, 2022), chez R.

dominica traité par Lavandula angustifolia (Sayada et al., 2021)
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espéce de Coléoptere
ravageur des denrées stockées, Trogoderma granarium, I’effet d’une molécule
bioactive, le Menthol. Son effet a été testé sur plusieurs aspects : toxicité,
émergence, composition biochimique, biomarqueurs enzymatiques et enzymes

digestives.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation ont permis de déterminer les
concentrations létales (CL2s et CLso). Le Menthol appliqué a présenté un effet
insecticide avec une relation dose-réponse. De plus, le test de répulsion realisé a
permis de mettre en évidence le pouvoir répulsif du Menthol a I’égard de cette

espece.

La composition biochimique a montré que cette molécule a induit une
perturbation des réserves nutritionnelles (glucides, lipides et protéines) chez

Trogoderma granarium.

Le Menthol a affecté les biomarqueurs enzymatiques du métabolisme
intermeédiaire via une augmentation de la phosphatase alcaline, la Glutamate
Pyruvate Transaminase (TGP) et la Glutamate-Oxaloacétate-Transaminase

(TGO) et une diminution des triglycérides.

L’activité spécifique des enzymes digestives chez Trogoderma granarium est
¢galement perturbées sous 1’effet du Menthol. Les résultats révelent une
diminution significative de I’activité de I’a-amylase, la chitinase, la lipase et la

protéase.

Enfin, I’évaluation d’un biomarqueur de détoxification, indique que le menthol
induit une augmentation de ’activité des estérases chez les traités

comparativement aux témoins.

En guise des perspectives, nous recommandons de:

e
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% Evaluer I’effet de cette molécule sur le potentiel reproducteur de
Trogoderma granarium;

% Déterminer I’effet du Menthol sur le développement de cette espéce ;

% Determiner la persistance de cette molécule et ses effets sur la qualité des
grains ;

% Endernier lieu, nous suggérons des essais pilotes dans les entrepots de

stockage afin de mieux évaluer I’efficacité de ce traitement in situ.

T ]




Résumé




P -

-

______________________________________________________
- ~-~o

V1. RESUME

Cette présente étude a pour but d’évaluer I’activité insecticide d’une molécule
bioactive, le Menthol a 1’égard d’une espéce de ravageur, Trogoderma
granarium. Les effets ont été examinés sur la mortalité, les biomarqueurs (PAL,
TGO, TGP, triglycéride et estérase), les réserves nutritionnelles, les enzymes
digestives.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation ont révéleé I’activité insecticide
de cette molécule avec une relation dose-réponse. Le test de répulsion a permis
de mettre en évidence le pouvoir répulsif de ce traitement a I’égard de T.
granarium.

Par ailleurs, les indices nutritionnels mettent en valeur I’efficacité de cette
molécule sur les larves de T. granarium. Les résultats révelent une diminution
du taux de la croissance et la consommation relative et du taux de la conversion
des aliments ingérés. L’¢étude biochimique montre que le traitement provoque
une diminution du contenu en protéines et des réserves énergetiques. De plus, il
perturbe 1’activité des biomarqueurs du métabolisme intermédiaire (PAL, TGO,
TGP, triglycérides) chez les larves de T. granarium.

Finalement, le Menthol perturbe 1’activité des enzymes digestives chez les
larves traitées comparativement aux témoins. En effet, le traitement réduit
I’activité spécifique de 1’a-amylase, de la chitinase, de la protease et de la
lipase.

Mots clés : Menthol, Trogoderma granarium, Toxicité, Répulsion, Réserves
énergétiques, Enzymes digestives, Biomarqueurs.
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/" ABSTRACT

This present study aims to evaluate the insecticidal activity of a bioactive
molecule, Menthol, against a pest species, Trogoderma granarium. Effects
were examined on mortality, biomarkers (PAL, TGO, TGP, triglycerides and
esterase), nutritional reserves and digestive enzymes.

Toxicological tests carried out by fumigation revealed the insecticidal activity
of this molecule with a dose-response relationship. The repulsion test made it
possible to highlight the repulsive potential of this treatment against T.
granarium.

Moreover, the nutritional indices highlight the effectiveness of this bioactive
molecule on T. granarium larvae. The results show a decrease in the rate of
growth, relative consumption and the rate of conversion of ingested food. The
biochemical study shows that the treatment causes a decrease in protein
content and energy reserves. In addition, it disrupts the activity of biomarkers
(PAL, TGO, TGP, triglyceride) in Trogoderma granarium larvae.

Finally, the menthol also disrupts the activity of digestive enzymes in treated
larvae compared to controls. Indeed, the treatment reduces the specific activity
of a-amylase, chitinase, protease and lipase.

Keywords: Menthol, Trogoderma granarium, Toxicity, Repulsion, Energy
reserves, digestive enzymes, biomarkers.
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