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INTRODUCTION

l. Introduction

Le développement économique implique une augmentation de la productivité agricole, pour
satisfaire les besoins alimentaires grandissants de la population (Bensafi-Ghraibia H, 2015).
En 2050 la demande alimentaires mondiale devrait avoir augmenté de 60 pour cent au moins
par rapport a son niveau de 2006, et ce sous ’effet de I’accroissement de la population (FAO,
2016).

La protection des produits agricoles contre les ravageurs est une préoccupation primordiale
pour le gouvernement ainsi que les agriculteurs et les personnes sont impliqués a cette affaire
(Masumeh Z, 2014). En pays en voie de développement les insectes des grains stockés peuvent
causer des pertes pondérales pouvant dépasser au cours du stockage jusqu’a 20% de la quantité
récoltée (Phillips et Throne, 2010). Les ravageurs des céréales stockées peuvent causer de graves
dégats aux stocks de grains et produit céréaliers (http://www.sojam.fr/wp-
content/uploads/PIRIGRAIN-Guide-conseil.pdf). Les méthodes utilisées pour limiter les
pertes lors du stockage sont généralement les insecticides chimiques qui peuvent induire une
intoxication chronique des consommateurs, une résistance chez les ravageurs, et un impact
négatif sur I’environnement. (L.S.T.Ngamo et Th Hance, 2007).

Cependant les préoccupations sur la santé et les problemes environnementaux associés a
I’augmentation de I’utilisation croissante des insecticides synthétiques actuellement utilisés
dans I’agriculture ont conduit a une intensification des efforts pour trouver des alternatives
efficaces et durable (Tapondjou A.Let al., 2005). Pour faire face a ces enjeux et répondre aux
besoins mondiaux de lutte contre les pertes suite aux ravageurs, I’industrie phyto
pharmaceutique essaye de trouver de nouveaux outils de protection, de nouvelles molécules
issues de produits naturels communément appelé pesticides biologiques (Negahban et al.,
2012). Récemment, il y a eu un intérét croissant concernant 1’utilisation possible d’extrait de
plante comme alternative aux insecticides synthétiques (Faridehet al., 2008). Ces huiles
relativement sures et leur efficacité a ét¢ démontrée contre différentes espéces d’insectes
(Abbasipour et al., 2011).

Les insectes ravageur Charancon du blé (Sitophilus granarius) en sa qualité de ravageurs
primaire, il ouvre souvent la voie a d’autre ravageurs des grains stockés, les larves vident les

grains de blé. (Anticimex et al, 2014).
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Plus de 2000 especes de plantes contenant des substances bioactives ont été rapportées
(Ishtiag et al., 2016) ; le mode d’action des huiles essentielles est de mieux en en mieux
connu, chez les insectes, plusieurs travaux récents montrent que les monoterpénes ont une
action inhibitrice sur I’acétylcholin-estérase (Lopez MD et Pascual-Villalobos MJ, 2010). En
géneral les huiles essentielles sont de nos jours connues comme des neurotoxines a effets
aigue interferent avec les neurotransmetteurs cholinergiques des arthropodes (Picollo M. | et
al., 2008). De plus ces huiles sont peu toxiques pour les animaux a sang chaud, volatiles et

tres toxiques chez les insectes (L.S.T Ngamo et al., 2007).

Ce travail vient cloturer I’enchainement d’une série de travaux qui ont été entamé portant
sur ’activité de I’extrait de Neem 1’Azadirachtin (Bezzar-Bendjazia R.,2016) et les extraits
des huiles essentielles du citron « Citrus limonum » (Patrik N et al., 2016) qui ont été mené
dans le laboratoire de biologie au sein de 1’université de Tébessa. Au cours de ce travail on a
cherché a voire I’effet combiné de ces deux produits au niveau toxicologique, biochimique
(dosage des proteéines, glucides et lipides) et biomarqueurs enzymatiques (GSTs et Catalase)

et non enzymatiques (GSH).







MATERIEL ET METHODES

Il. MATERIEL ET METHODES

I1.1. Présentation de ’insecte
I1.1.1. Caractéristiques

Le charancon du blé Sitophilus granarius / Famille curculionidés, I’adulte est brun foncé,
pratiquement noir, avec une apparence luisante, caractérisé par un rostre bien visible

Iégerement recourbé, équipé de pieces buccales broyeuses (Figure 01) (Anonyme, 2014)

Le prothorax est aussi long que I’abdomen dont les élytres sont rainurés. Il mesure 3,5 a 5
mm et ne vole jamais (absence d’ailes postérieures membraneuses). Sa larve de 2,5 a 3 mm de

longueur est blanche, a téte brun clair et sans pattes. (Z.Imanuel et al, 2004)

- Long snout

Figure 01 : Sitophilus granarius (Studyandscore.com)
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11.1.2. Cycle de vie

Le charancon du blé (Sitophilus granarius) ne peut se reproduire que dans un grain dont le
taux d'humidité est supérieur a 9,5%, sur une plage de températures allant de 13 a 35°C. La
femelle pond environ 200 ceufs, a une vitesse de 2 ou 3 par jour, en fonction de la température
et de I'humidité, en plagant chacun d'eux dans un petit trou creusé dans le grain et en scellant
celui-ci avec un bouchon de salive mucilagineux. A 18-20°C, les ceufs éclosent aprés 8 a 11
jours pour donner naissance a de petites larves blanches, dépourvues de pattes et qui se
nourrissent de I'endosperme du grain. Une seule larve se déeveloppe parmi les petites graines
comme celles du blé et du riz, mais des graines plus grosses comme celles du mais supportent

le développement de plusieurs spécimens. (Imanuel et al, 2004)

Les larves ne vivent jamais a l'air libre et se développent entierement a l'intérieur du grain.
Elles muent quatre fois, pour finalement se transformer en nymphes au sein des graines, aprés
6 a 8 semaines. Les adultes émergent aprés 5 a 16 jours supplémentaires et vivent environ 9
mois. S'ils sont dérangés, ils feignent la mort en repliant leurs pattes sur leur corps et en
restant dans cette position. A une température de 15°C et avec un taux d'humidité du grain
égal a 113%, le cycle de vie complet séend sur 6  mois.
(://mhjfomdgcfjbbpaeojofohoefgiehjai/index.html)

Figure 02 : Le charancgon du blé (Sitophilus granarius) (Studyandscore.com)
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11.1.3. Classification

MATERIEL ET METHODES

Tableau 01: Le tableau suivant montre la classification du charangcon du blé selon

(Balachowsky AS, 1962)

Nom scientifique :

Curculionidea

Régne : Animalia
Ordre : Colioptera
Sous-classe : Pterygota
Sous-embranchement : Hexapoda
Sous-ordre : Endoptrogy

| Echelle 11 #
|

Figure 03 : Le charangon du blé, S. granarius/ Famille curcullonldés(Studyandscore.com)

11.1.4. Etude morphologique

A. Eufs : oblong, blanc, environ 0,6mm x 0,3mm.(Anticimex et al.,2014).

Larves : ver apode doté d’une capsule de téte jaunatre. (Mourier A, 1979).

C. Adultes : environ 4mm. Imago: 4 - 5mm, brun clair a pratiquement noir (en fonction de

1’age).(Delobel et Tran, 1993)
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Figure 04 : cycle biologique de S. granarius(Studyandscore.com)

I1.1.5. Technique d’élevages

Les insectes ravageurs S. granarius ont été pris a partir de Ccls (Coopératives des céréales
et des légumes secs) de la région de Tébessa, on les a criblé dans un tamis de 2 mm, avec un
papier filtre blanc pour qu’on puisse repérer avec 1’ceil notre espéce par la suite on les a mis

dans un nouveau blé et les classer dans une boite.
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Figure 05 : le processus de tri des insectes en laboratoire de recherche (Photos personnels)

I1.2. Présentation de I’Azadirachtine

11.2.1. Définition

L’Azadirachtine est un composé d'origine naturelle de la famille des limonades. C’est
un métabolite secondaire présent dans I'huile extraite des graines d'Azadirachtine (aussi
appelé margousier, ou neem), il est aussi présent dans toutes les parties de Melia azedarach

(fr.wikipedia.org/wiki/Azadirachtine)

L’Azadirachtine commercialisé sous le nom de NeemAzal- T/S est composé
d’Azadirachtine A (1% d’Azadirachtine ; Emulsion concentrée (EC) ; Firme : Trifolio R
MGmbH, Lahnau, Germany). La masse molaire de I’Azadirachtine A est de 720,7 g.mol™
(Bezzar-Bendjazia R, 2016).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Limono%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_secondaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Melia_azedarach
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11.2.2. La formule chimique

La formule chimique de 1’Azadirachtine est : CssH44016. Cette formulation émulsifiable
dans 1’eau, correspond a un liquide brun avec une odeur caractéristique du Neem (figure 6)

(Bezzar-Bendjazia R, 2016)

Figure 06 : Structure chimique de 1’Azadirachtine
11.3. Présentation de citron (citrus limonum)
11.3.1. Définition

Le citronnier est un arbre de taille moyenne de 3 a 5 meétres de longueur, originaire de
I'iInde ou de la Chine. Ses feuilles persistantes lancéolées de couleur verte contiennent de
glandes riches en huile essentielle. Les fleurs, se situent a ’aisselle des feuilles en forme de
bouquets, formées de 5 pétales épais et libres. Les fruits ayant une taille moyenne de 5 a 10
cm, possedent un mamelon sur les deux extrémités. Ils sont trés riches en vitamine C. (Burm,

1768).

10
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11.3.2. La disposition systématique (fr.wikipedia.org/wiki/Citronnier)

Régne Plantae
Sous-Regne Viridaeplantae
Division Magnoliophyta
Classe Equisetopsida
Sous-Classe Magnoliidae
Super-Ordre Rosanae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Citrus

Espéce Citruslimonum

11.3.3. Structure chimique de citron (citrus limonum)

Le citronnier, Citrus limonum, est une espéce de petits arbres de la famille des Rutacées,

cultivée dans les régions méditerranéennes et subtropicales pour son fruit le citron, dont le jus

est utilisé principalement comme condiment. L'origine de l'espéce est un hybride entre

le cédratier et I'orange ameére.(fr.wikipedia.org/wiki/Citronnier)

Il est composé principalement de :(Julia Mouton, 2011/2012)

o Limonene (60 a 70%)

o Béta-pinéne (8 a 15%)

o Citral (Géranial + Néral) (1 a 5%)

° Linalol (< 0,2%)

o Gamma-terpinene (6 a 13%)

o Géraniol (< 0,1%)
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CH;

(.65 YOI

Figure 07: Structure chimique de citron (citrus limonum)(fr.wikipedia.org/wiki/Citronnier)

11.4. Collecte de la plante et extraction des huiles essentielles

Apres avoir recueillies, les feuilles du citron de la région de Tébessa (cartier bourgeois)

et les nettoyées, coupées en petits morceaux et les placées dans le congélateur.

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydro distillation a 1’aide d’un

appareil de type clavenger.

Elle est réalisée par ébullition d’un mélange de 50 g de matériel végétal et 500 ml d’eau
distillée pendant 3 heures. A la fin de la distillation, I'H.E recueillie par décantation est
conservée a 4°C dans des petits flacons bien fermés en verre ombré.

Le rendement en huile essentielle est obtenu du rapport entre le poids de I’huile extraite et

le poids de la matiére végétale, par la formule suivante :

[ R = Pg / PAx100 ] oL [R=[EPB/2PA]><100]

R : Rendement en HE en %.
Pg: Poids d’HE en gr.

Pa: Poids de matiére séche de la plante en gr.
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Figure 08 : Extraction des huiles essentielles (Citrus limonum) (Photos personnels)
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I11.5. Traitement des insectes

11.5.1. Toxicité par fumigation

Apres avoir recueilli les insectes, il faut prendre un flacon en plastique et pesé 10 grammes
de blé avec 10 individus d’insecte. Du papier filtre coupé sous forme de disque de 2,5 cm de
diamétre suspendue a I’aide d’un fil a la face interne du couvercle. Et mettre les différentes
concentrations CL 25 (10,69 ppm) et la CL 50 (35,84 ppm) et laisser sécher a température

ambiante et a la fin on ferme le Flacon.

La mortalité a été enregistrée a 24,48 et 72h aprés traitement, Ensuite, les résultats sont
analysés apres transformation et correction a ’aide de la formule d’Abbott (1925), afin de
calculer les concentrations sous létales et létales ainsi que leurs intervalles de confiance (95%
IC) ceci grace au Logiciel GRAPH PAD PRISM 6.

Figure 09 : Test de toxicité par fumigation. (Photos personnels)
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11.5.2. Dosage métabolites et des Biomarqueurs

Pour realiser cette partie on a procédé comme suit

1. Un lot témoin
2. Unlot traité a la CL 25 (10,69 ppm) a 72 h
3. Unlot traité a la CL 50 (35,84 ppm) a 72h

Disposés dans des flacons cylindrés en plastique (60ml) contenant chacun 10 grammes de
blé avec 10 individus, avec du papier filtre coupé sous forme de disque de 2,5 cm de diamétre
suspendue a I’aide d’un fil a la face interne du couvercle ; chaque lot contient trois répétitions.

Les échantillons serviront pour le dosage biochimique et des biomarqueurs.
11.5.2.1. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibkoet al.,
(1966), et les principales étapes sont résumees dans la Figure 10. Les échantillons sont placés
dans des tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et broyeés a
I’aide d’un homogénéiseur a ultrasons. Aprés une premicre centrifugation (5000 trs/min, 10
mn), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de
Duchateau et Florkin, (1959). Au culot I, 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 Il sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldworthyet al., 1972)
et le culot II, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford,
(1976).
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Adulte S.granarius (corps entier)

U

1 ml de TCA (a 20%)

U

Broyage (Homogénéiseur a ultrasons)

il

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)

ﬁ

[ Surnageant | ]<

3

Aliquote (100ul)
s
Anthrone (4 ml)

d

Chauffer 80°C (10 mn)

Glucides

DuchateauetFlorkin,
(1959)

Culot |

1 ml éther/chloroforme (1\VV/1\/)

S92

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)

) J
Surnageant Culot Il
4 I
Aliauote (100ul) 1 ml NaOH(0,1N)
¢ g
Evaporation totale I
Agitation
4
1 ml d’acide ¢
g Dosage aliquote
Agitation (100 )
4 . @.
Agitation

10 mn au bain de

U
Dosage aliquote(200ul)
L Protéines
Lipides
Goldsworthyet al. (1972) Bradford, (1976)

Figurel0 : Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibkoet al., 1967).
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5.2.1.1. Dosage de protéines totales

Le dosage des protéines est effectue selon la méthode de Bradford (1976) dans une
fraction aliquote de 100 pul a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf (BSA) titrant 1

mg/ml (Tableau 2).

Tableau 2: Dosage des protéines totales chez les adultes des charangons du blé 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
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité d'albumine (ng) 0 20 40 60 80 100

5.2.1.2 Dosage des glucides totaux

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

Tableau 3: Dosage des glucides totaux chez les adultes des charangons du blé: 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
Quantité de glucose (ng) 0 20 40 60 80 100
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5.2.1.3. Dosage des lipides totaux

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

Tableau 4: Dosage des lipides totaux chez les moustiques: 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
Quantité de lipides (pg) 0 50 100 150 200 250

11.5.2.2. Dosage des biomarqueurs

Les adultes des séries témoins et traitées aux huiles essentielles ont été utilisees pour le
dosage de I’activité enzymatique de la catalase, des glutathion S-transférases (GST) et du taux
du glutathion (GSH).

5.2.2.1. Dosage des glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles,
essentiellement cytosolique, impliquées dans diverses opérations de transport et de
biosynthése intracellulaire. Les GSTs jouent un réle important dans la détoxification des
xenobiotiques; elles catalysent souvent la conjugaison des molécules électrophiles avec le
glutathion réduit (GSH). Les produits sont ensuite métabolisés en acide mercapturique et

excrétés au niveau de la bile et des urines (HabigW H et al., 1974)
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Les Adultes du charancon de blé témoins sont prélevées a différentes périodes (24, 48 et
72 heures), pesées puis broyées dans 1 ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6).
L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 10 individus avec une série témoin.
L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (14000 trs/min a 4°C pendant 30 min), le surnageant

récupéré servira au dosage de 1’activité des GSTs (Figure 11).

Le dosage est réalisé selon la méthode de Habig et al., (1974), il consiste a faire réagir 200
pl de surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1M) /GSH (5mM) [20,26 mg CDNB,
153,65 mg GSH, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est
effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc

contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la quantité de surnageant.

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

= DDo/ mn, E

/" mg de protéines
9,6 Vs scep

X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de

protéines).

ADo: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du

temps.

9,6:coefficient d’extinction molaire du CDNB.

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

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
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AdultesSitophilus granarius

témoins et traitées

!

Pesée

\ 4

Broyage (Froid)
(Tampon phosphate de Na 0,1 M ; pH 6))

\ 4

Centrifugation a froid (14000 toures/ mm, 30 min)

Dosage (CDNB/ GSH)

Lecture des absorbances a 340 nm pendant 5 min

Figure 11 : Extraction et dosage des glutathion S-transférases (Habig W H et al .,1974)
5.2.2.2. Dosage du glutathion

Le glutathion (GSH) est un composé thiol constitu¢ d’une succession de trois acides
aminés: I’acide glutamique, la cystéine et la glycine. Il joue un réle antioxydant. Dans les
conditions normales, le glutathion se trouve, soit sous forme réduite et libre (GSH) soit sous
forme oxydée (GSSG) ou bien lié a des protéines (GSS-prot) ou a des résidus appropriés

comme le coenzyme A. Lafonction thiol lui conféere ses principales propriétés biochimiques.
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Les Adultes du S.granarius témoins et traitées a la CLys et la CLsg, sont prélevées a
différentes périodes (24, 48 et 72 heures) puis pesees. Elles sont ensuite homogénéisées dans
une solution d’EDTA (0,02 M) [7,448 g ECTA, 1000 ml eau distillée] a raison de 0,8 ml par
200 mg de poids. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 10 individus avec

une série témoin.

L’homogénat (800 pl) additionné d’acide sulfosalysilique ASS (200 pl) est vortexé et
laissé pendant 15 min dans un bain de glace. Aprés une centrifugation (1000 trs/min pendant

5 min), le surnageant est récupéré et utilisé comme source d’enzyme (Figure 12).

Le dosage est réalisé selon la méthode de Weckberker G et Cory J, (1988) comme suit: une
aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon tris / EDTA (0,02 M,
pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M)
[3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances s’effectue a une
longueur d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre

un blanc ou les 500 pul de surnageant sont remplacés par 500 pl d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante:

<= DDo/ mn, Vd, Vt
0.6 Vh Vs

— " —/ mg de protéines ]

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

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

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

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

Vs: volume du surnageant dans la cuve: 0,5 ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
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Adultes témoins et traités du
Sitophilus granarius

1

Peser les corps entier
¥
Broyage (Froid)
(EDTAO0.02M pH 9.6)

\ 4
Déprotéinisation

(Acide sulfosalysique (ASS) 0,25)

}

Repos pendant 15 min a froid

1

Centrifugation (1000 toures/min pendant 5 min)

;

Vortex a froid

\ 4

Récupéré du surnageant de I’échantillon (0.5)

\ 4

Dosage (DTNB, 0.01)

\ 4

Lecture des absorbances a 412 nm pendant 5min

Figure 12: Extraction et dosage du glutathion (GSH) (Weckberker G et Cory J, 1988)
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5.2.2.3. Dosage de la catalase

Le dosage de la catalase (CAT) est réaliseé selon la technique de Claiborne (1935). Cette
technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de I’eau oxygénée
(H202) en une molécule d’oxygéne (O;) et deux molécules d’eau (H,O) en présence de la

CAT, selon la réaction suivante:

Catalase

H,O, > 2 H,O + O,

Les Adultes sont homogénéisées dans 1 ml de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4), puis
centrifugé a 15000 trs/min, pendant 10 mn. Le surnageant récupéré servira comme source

d’enzyme (Figure 13).

Le dosage de la CAT s’effectue dans une fraction aliquote de 50 pl du surnageant dilué de
facon a se situer entre 1 et 1,5 mg de protéine/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la cuve, a laquelle
on ajoute 750 pl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 plH,02(500mM) préparé
extemporanément [1,42 ml H,0,a 30 volume (garder en chambre froide), 25 ml tampon
phosphate (100 mM, pH 7,4)]. Aprés agitation, la lecture est effectuée au spectrophotomeétre
aprés 15 secondes d’attente toute les 5 secondes pendant 30 secondes a une longueur d’onde
de 240 nm contre un blanc avec 800 plde tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et 200 pl
H,0, (500 mM).

L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante:

_ Domax — Domin
B 0.04

mg de protéines

X: micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (UM /mn/ mg de
protéines).

Do max: densité optique maximum obtenue.
Do min: densité optique minimum obtenue.
0,04: coefficient d’extinction molaire du H,O, (cm™.mM™).

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
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Adulte S granarius

(corps entiers)

Pesée

Broyage (froid)
(1 ml de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4)

Centrifugation (15000 trs/ mm, 10 min)

Surnageant de I’échantillon (50 pl)

Dosage (750 pl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,4) et
200 pIH202(500 mMy)

Lecture des absorbances s’effectue aprés 15 sec d’attente
a 240 nm toute les 5 sec pendant 30 sec

Figure 13: Extraction et dosage de la catalase (CAT)(Claiborne, 1935)

11.6. Analyse statistique

Les moyennes £ SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test t de
Student, I’analyse de la variance a un critére de classification ont permis de mettre en

évidence les différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations

(MINITAB,version 2016).

24






RESULTATS

I1l. RESULTATS
I11.1. Rendement en huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des feuilles de C.limonum de couleur vert, D’aprés le
nettoyage, coupage en petits morceaux et les placées dans le congélateur. A la fin de la
distillation, I'H.E recueillie par décantation est conservée a 4°C dans des petits flacons bien

fermés en verre ombré. Le rendement enregistré est de I’ordre 0,98%.
I11.2. Essais toxicologiques

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité de 1’ Azadirachtine et Citrus
limonum évaluées a partir de la mortalité enregistrée chez les adultes de Sitophilus granarius

a différentes périodes 24, 48, 72 heures aprés traitement.
I11.2.1. Toxicité par fumigation

Les mortalités corrigées signalées a différentes périodes aprés traitement affichent des
valeurs allant de 5% a 24h et 37.5% a 72h pour la concentration de 20 ppm jusqu’a 67.5% a
24h et 95% a 72h pour la forte concentration (400ppm). De plus, on note une augmentation du
taux de mortalités corrigées en fonction des concentrations appliquées et le temps

d’exposition.

Les concentrations sous létales et létales ainsi que le slope et le coefficient de
détermination (R?) ont été déterminées par le logiciel GRAPH PAD PRISM 6 et sont

présentés dans le tableau 05 et la Figure 14.

Tableau 05 : Effet de I’AZAD et C. limonum appliqué par fumigation sur des adultes de

S.granarius sur le taux des mortalités corrigées a différentes périodes (m + SEM, n=6 répétitions

comportant chacune 10 individus)

Doses ppm 20 40 80 100 200 400
Temps
24 H 515 22.5+3.75 37.5+75 4515 57.5+3.75 67.5+3.75
48 H 27.5+3.75 42.5+75 47.5%7.5 6010 72.5+75 82.5+75
72 H 37.5+3.75 52.5+3.75 57.5+75 77.5+75 7545 9515
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Tableau 06 : Efficacités I’AZAD et C. limonum appliqué sur les adultes de S.granarius:

analyse des probits

AZAD et Citrus limonum R*>  Slope LCys(ppm) LCso(ppm) LCoo(ppm)
FL (95%) FL (95%) FL (95%)
24 0.96 1.34 47.53 149.27 1629.29
[30.54-74.13] [109.64- 202.76] [633.86-4187.93]
48 0.97 1.20 17.53 66.52 160.69
[10.91-28.11] [52.48- 84.13] [133.35-193.19]
72 0.90 1.50 10.69 35.84 105.92
[3.62-28.11] [22.23-64.26] [63.82- 175.38]
100 7
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Figure 14: Effet ’AZAD et C. limonum par fumigation sur la mortalité corrigées chez les

adultes du S. granarius différentes périodes (m + SEM, n=6 répétition, comportant chacune

10 individus)

111.3. Effet de DI’Azadirachtine et Citrus

limonum combinée sur la

composition biochimique de Sitophilus granarius

L’AZAD et C. limonum ont été appliqué par fumigation sur des adultes de S.granarius

avec deux concentrations sous létales (CLys et Clsp). Ses effets ont été évalués sur la

composition biochimique (Glucides, lipides, protéines) de cette espece a 24h, 48h et 72h apreés

traitements.
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111.3.1. Contenu en glucides totaux

Les résultats révélent une variation significative chez les séries témoins (p=0,024) et la
dose CLspa 72 h (35,84 ppm) (p=0,020). Par contre, on note une variation non significative
(p>0,05) de CL,s a 72h (10.69 ppm) (Tableau 07 Figure 15).

La comparaison des valeurs moyenne montre une diminution non significative (p>0,05) a
24h chez les témoins avec la CL sp et a 72h avec les deux concentrations (CL ;5 et CLsg). Par
contre, on note une augmentation significative a 24h chez les témoins avec la CL ;5 (p=0,006)
et a 48h avec la CL,s (p=0.009) et la CLso (p=0.004).

Tableau 07 : Effet de I’AZAD et C. limonum (CLs et CLsp) sur le contenu en glucides totaux

(ng/individu) chez les adultes de S.granarius (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10

individus). (Lettres en majuscules : Comparaison des moyennes a différents temps pour une méme série, Lettre

en minuscules : comparaison des moyennes dans un méme temps entre les différentes séries)

Temps Témoins CL25 CL50
24h 86,1+1,67 68,78 + 1,9 39,53 6,27
48h 90,14 +5,24 71,75 + 8,09 26,88 + 8,04
72h 145,5 + 20,84 80+9,88 24,5+16,1
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180 -
160 B Témoins m CL25 m CL50
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Contenu en glucides totaux (ul/individu)

24h 48h 72h
Temps

Figurel5 : Effet de I’AZAD et C. limonum (CLs et CLsp) sur le contenu en glucides totaux

(ng/individu) chez les adultes de S. granarius a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétition

comportant chacune 10 individu). (NS : Différence non significative, *: Différence significative (p<0,05)

111.3.2.Contenu en protéines totales

Les résultats du dosage des protéines totaux sont mentionnés dans le tableau 08 et la figure
16. 1l ressort de nos résultats une variation significative (P=0,016) de ce contenu que chez les

témoins.

Le test t de Student révele uniqguement une diminution non significative (p>0,05) avec la
dose la plus elevée a 48h. Par contre, on note une diminution significative avec la CLs dans
les différents temps ; a 24h (p=0.10), a 48h (p=0.0l) et a 72h (p=0.031). Et avec la CLsy a
24h(p=0.011) et a 72h(p=0.03)

29



RESULTATS

Tableau 08 : Effet de I’AZAD et C. limonum (CLys et CLso) sur le contenu en protéines

totales (ug/individu) chez adultes de S. granarius au cours de différentes périodes (m + SEM,
n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Lettre majuscule : Comparaison des moyennes a différents

temps pour une méme série, lettre minuscule : Comparaison des moyennes dans un méme temps entre les
différentes séries)

40

Temps Témoins CL25 CL50
2ah 114.66+3.16a 104.85+7.74 b 135.4+8.38 ¢
A A A
48h 76.134£6.03 a 66.75+£11.23 b 73.23+£8.38a
B A A
79h 70.47+3.33a 61.47+9.90b 51.99+2.03c
C A A
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Figure 16 : Effet de I’AZAD et C. limonum (CL;s et CLsg) sur le contenu en protéines totales

(ng/individu) chez adultes de S. granarius a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétition,

comportant chacune 10 individus). (ns : Différence non significative, * différence significative (p<0,05)
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111.3.3.Contenu en lipide totaux

Les résultats du dosage sont présentés dans le tableau 09 et la Figure 17.

Nos résultats révelent une variation non significative (p>0,05) de ce contenu chez les
traités dans les différents temps. Par contre, on note une augmentation significative chez la
CL25(p=O.001) et la CL50(p20.003).

La comparaison des valeurs moyennes révele une augmentation significative chez les

témoins par apports aux traités dans les différents temps (p<0,05).

Tableau 09 : Effet de L’AZAD et C. limonum (CLs et CLsg) sur le contenu en lipides totaux

(ug/individu) chez les adultes de S. granarius cours de différentes périodes (m + SEM, n=3
répétitions comportant chacune 10 individus). (Lettre majuscules : Comparaison des moyennes a différents

temps pour une méme série, lettre minuscule : Comparaison des moyennes un méme temps entre les différentes

série)
Temps Témoins CL25 CL50

24h 36.78+3.81 a 37.05+4.78 b 34.96+2.93 ¢
A A A

48h 67.77£3.75 a 76.42+0.79 b 94.08+ 3.38 ¢
A B B

79h 96.11+9.73 a 79.52+£1.66 b 118.65£1.69 ¢
A C C
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Figure 17 : Effet de I’AZAD et C. limonum (CLs et CLsp) sur le contenu en lipides totaux

(ng/individu) chez les adultes de S. granarius a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétition,

comportant chacune 10 individus). (NS : Différence non significative, *: Différence significative (p<0,05), ** :

Différence hautement significative (p<0,001)

111.4. Effet des H.E extraites de C. limonum et ’AZAD combinée sur les

biomarqueurs:

Les huiles essentielles extraites de C. limonum et /’AZAD testé par fumigation avec la
CL25 et la CL50 ont été évaluées sur les biomarqueurs enzymatiques (GSTs et Catalase) et

non enzymatiques (GSH) a différentes périodes apres traitement (24, 48 et 72h).
111.4.1. Effet sur Pactivité spécifique de GSTs:

L’activité spécifique des glutathion-S-transférases a éte estimée chez les séries témoins et
traitées selon la méthode de Habig et al. (1974). Les résultats sont exprimés en micromoles

par minutes et par milligramme de protéines (WM/min/mg de protéines).

Ils sont mentionnés dans le tableau 10 et la figure 18, ou on observe une variation
significative (p=0.003) de I’activité spécifique des GSTs uniquement chez les séries traités
Clos.
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Le test t de Student révele une augmentation significative de I’activité spécifique des

GSTs chez les témoins par apport les deux concentrations dans les différents temps.

Tableau 10 : Effet des H.E de C. limonum et I’AZAD(CLs et CLsp) sur I’activité spécifique
des GSTs (uUM/min/mg de protéine) chez les adultes de S. granarius au cours de différentes

périodes (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus).(Comparaison des moyennes a

différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries

(lettres minuscules)

=
o

(2}

Temps Témoin CL25 CL50
24h 18.869+0.075a 21.814+0.029b 28.869+0.375¢c
A A A
48h 18.270+0.184a 23.551+0.444b 28.270+0.184c
A B A
72h 18.153+0.084a 25.774+0.916b 29.079+0.229c
A C A
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Figure 18: Effets des H.E extraites de C.limonum et I’azad(CL,s et CLsp), sur I’activité
spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéine) chez les adultes de S. granarius a différentes
périodes (m + sem, n=3). (ns:Différence significative (p>0,05), *: Différence significative (p<0,05); **:

Différence hautement significative (p<0,01)
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111.4.2. Effet sur le taux du glutathion

Le taux du glutathion (ug/mg de protéines) a été estimé chez les séries témoins
et traitées (CLys et CLsp) selon la méthode de Weckberker et Cory (1988).Les résultats sont

exprimés en nanomoles par milligramme de protéines (nM/ mg de protéines).

D'apres le tableau 11 et la figure 19, on observe une variation significative de 1’activité

spécifique des GSH chez les séries témoins et avec les deux concentrations.

Le test t de Student montre une diminution significative du taux du glutathion qu’avec la
dose la plus élevée a 24h (p=0.031) et a 48h (p=0.05).

Tableau 11: Effet des H.E (CLys et CLsp) extraites de C. limonum sur et I’AZAD sur le taux
du glutathion (nM/mg de protéines) chez adultes de S. granarius au cours de différentes

périodes (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 10 individus). (Comparaison des moyennes a

différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries
(lettres minuscules))

Temps Témoins CL25 CL50
24h 55.52+3.33a 48.21+1.41a 38.84+0.54b
A A A
55.90+1.76a 47.38t1.42a 34.43+£0,21b
48h
B B B
79h 54.65+7.26a 38.84+2.14a 34.94+0,43a
C C C

34




RESULTATS

70 -+

Taux de de glutathion
nm/mg/mn de proteines

24h 48h 72h
temps(heures)

Figure 19: Effets des H.E extraites de C.limonum et I’azad (CLys et CLsp), sur le taux
du glutathion (UM/min/mg de protéine) chez les adultes de S. granarius a différentes périodes

(m + sem, n=3). (ns:Différence significative (p>0,05), *: Différence significative (p<0,05)
111.4.3. Effet sur Pactivité spécifique de la catalase

L’activité de la catalase a été estimée chez les séries témoins et traitées d’aprés la méthode
de Claiborne (1935). Les résultats sont exprimés en micromoles par minutes et par
milligramme de protéine (UM/min/mg de protéines). Ils montrent une variation non
significative (p>0,05), les séries témoins avec les deux concentrations (Tableau 12 et Figure
20).

La comparaison des valeurs moyennes révele une évaluation non significative uniqguement

chez les témoins avec la dose CLs a 24h.
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Tableau 12: Effets des H.E extraites de C.limonum et I’azad(CL,s et CLsg)sur I’activité
specifique de la catalase (UM/min/mg de protéine) chez les adultes de S. granarius a
différentes périodes (m + sem, n=3). (ns: Différence significative (p>0,05), *: Différence significative

(p<0,05). des moyennes a différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps

entre les différentes séries (lettres minuscules))

Temps Témoins CL25 CL50
35,69+ 1,71a 42,22+1,80a 46,37+0,90b
24h A A A
35,86+1,00a 44,33+2,65b 47,26+0,08¢c
48h A A A
36,62+1,61a 44,52+2 24b 47,88+0,91c
2h A A A
60 -
3 ns * . * * *
L:; § 50 -
e
o 9 40 -
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Figure 20 : Effets des H.E extraites de C.limonum et I’azad (CL,s et CLsp), sur I’activité
spécifique de la catalase (UM/min/mg de protéine) chez les adultes de S. granarius a
différentes périodes (m + sem, n=3). (ns: Différence significative (p>0,05), *: Différence significative
(p<0,05)
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IV. DISCUSSION
1VV.1. Rendement en huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des feuilles de C.limonum de couleur vert, D’aprées le
nettoyage, coupage en petits morceaux et les placées dans le congélateur pendant un mois. Le

rendement enregistré est de 1’ordre 0,98%.

Le rendement en huiles essentielles varie d’une espeéce a une autre. Les especes du genre
de C.limonum présentent un rendement de 0.94% (Ben Khedim K et DJEDOUANI H, 2017),
et de 0,89% chez Citrus limon (Kehal F, 2013).

De plus, les rendements élevés ont été enregistrés chez d’autres especes telles que les
graines de Cuminum Cyminin (4.16%) (Negahban M et al., 2012), Elettaria. Cardamomun
(4-7%) (Abbasipour H et al.,2012), Laurus nobilis (5,94%-10,38%) (Bouderhem A, 2015).

Et les rendements diminués ont été enregistrés chez d’autres espéces telles que, Ocimum
gratissimum(1.24%) et Cymbopogon nardus (1.25-2.5%)(Ouedraogo let al., 2016), et Thymus
vulgaris (1,58%) (Bouguerra N et al., 2017), Perovskia abratanoides (2.41%) (Arabil F,
2008), Artemisia khorassanisa (1%) (Borzoui E et al., 2016).

Cette variabilité dépend de plusieurs facteurs tels que 1’espéce, ’origine géographique,
période de récolte, durée de séchage, température et technique d’extraction (Svoboda K P et
Hampson J B, 1999; Smallfied B, 2001).

IV.2. Toxicité de ’AZAD et C. limonum combinée a I’égard des adultes de

S. granarius

La toxicologie traite L’étude de la composition chimique et les effets des substances
toxiques et a pour but de montrer I’activité de I’insecticide et la relation entre les ¢léments

actifs sur I’insecte et ainsi évaluer les concentrations létales (CLos CLsp).

Les huiles essentielles ou les propriétés insecticides des plantes aromatiques peuvent

principalement dériver des métabolites secondaires (Patrick N A et al., 2016).

Ces huiles essentielles et leurs composants sont connus pour posseder des activités
antioxydantes (Caillet S et Lacroix M, 2007), lls agissent directement sur la cuticule des
insectes (Isman M, 1999).
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Le but essentiel de cette étude est de tester la toxicité par fumigation des huiles essentielles

extraites de C. limonum et I’AZAD a I’égard de S. granarius,

Les résultats montrent un pouvoir toxique contre les adultes de S. granarius avec une
réaction dose-réponse. Ces résultats montrent une augmentation des pourcentages de mortalité

de méme les valeurs des CL,5 CLspaugmente en fonction du temps.

Les résultats obtenus suite a I’application des huiles essentielles extraites C.sinens var.
hamlin sur les T. castaneum , S. granarius et C. maculatus affiche une CLs trés éleves qui est
de 931,28 -367,75 et 223,48 pl/L respectivement a 24h et 362,40 -20,45 -207,17 pl/l
respectivement a 48h, et le M. pulegium était plus forts que C. sinens var .hamlin sur S.
granarius et Z .multiflora et R. officinalis sur I’adultes de P. interpunctella ces huiles
montrent bonne toxicité par fumigation sur les organismes nuisibles aux produits entreposes
(Mohammoud vand M et al., 2016), tandis que 1’huile de E. camaldulensis était plus toxique
contre E. cautella et E. kuehnilla et les valeurs de CLsg 11,07 et 26,73 ml/l d’air a 46h , et
chez les espéce E. ceratoniae 1’huile d’E. rudis était plus efficace avec le valeur de CLsg
31,4ml/1 d’air a 36h (Jouda mediouni Ben Jemaa et al., 2016).

De plus, les essais toxicologiques réalisés au niveau du laboratoire ont mis en évidence des
variations des effets des huiles de C. nardus et de O. gratissimum contre les S. zeamais et R.
dominica. Ces résultats montrent que le taux de mortalité dus aux deux huiles atteint 100% en
fonction de I’espéce d’insecte (Ouedraogo | et al., 2016). Les effets toxiques des nano-
capsules ont été évalues contre  Tribolium castaneum et les valeurs de CLsy 16,25 ppm
étaient trés efficaces plus que le Cuminum Cyminum pure CLso 32,12 ppm (Negahban M et
al., 2012).

Cependant d’autres huiles tel que herba- alba était plus toxique sur T. granarium CLs
2,09mg/ml et T.castaneum CLsg 6,39 mg/ml (Ben slimane et Baouindi, 2016), les adultes de
S. granarius étaient plus sensible a I’huile de C. copticum CLsp 0,009 ug/mg que C cyminum
ClLso 0,016ug/mg. En général, T. confusum a une sensibilité similaire aux deux huiles
essentielles. Cependant les adultes de T. confusum étaient plus résistants que S.granarius
(Masumeh Z, 2014). Une mortalité de 100% des adultes de T. castaneum a été enregistrée

avec ’huile de P. anisum.
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IV.3. Effet 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 différentes
états physiologiques de I’insecte comme la mue, la nymphose et la diapause (Nowosielski
Patton 1965)

L’étude des résultats concernant la partie biochimique a S. granarius traitées aux huiles

essentielles de C.limonum et ’AZAD.

Dans toutes les espéces biologiques, les protéines jouent un role décisif dans 1’organisme,
en effet les protéines et les acides aminés ont un rdle crucial durant les différentes phases de

leur nie car ils sont par des niveaux trés éleveés.

Durant notre recherche, on a pu constater une diminution non significative des protéines
totales chez les adultes de charangcon du blé de S. granarius traitées aux huiles essentielles
extraites de C. limonum et I’AZAD.

Ces résultats sont similaires aux travaux faitpar Borzouiet al. (2016) ont montré une
diminution du contenu enprotéines chez Plodiainterpunctella traitée aux huiles essentielles

d’ArtemisiaKhorassanica etVitex pseudo-negundo.

Ahmed et al. (2012) rapportent que I’AZAD interfere ou bloque certaines voiesnécessaires
pour la synthése de I’ARN ou méme un impact direct sur celui-ci. L’AZAD inhibela synthése
des protéines dans plusieurs types de tissu via des enzymes telles que lestrypsines de I’intestin
moyen (Timmins et Reynolds, 1992), les 20 hydroxy-monoxygénasesdu corps gras (Mordue
et al., 2005) et les enzymes de détoxification (Lowery et Smirle,2000).

Par contre les travaux de (Tine, 2009) ont montré une augmentation du contenu enprotéines
chez Cx pipiens et Cs longiareolata faite avec la méthoxyfénojide et halofénojide et traités

avec le spiromesifen(Bouabida et al, 2016)

Des perturbations chez Cx pipiens et Cs longiareolata traités a /‘ocimun basilicum ont été
mises en évidence apres des expérimentations menées au niveau de notre laboratoire dans le

but de tester les effets HE sur les réserves énergétiques des moustiques (bouzidi et ziani 2015)
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Les glucides forment un groupe de composeés tres importants, ils sont présenté sous source
d’énergie pour les organismes vivant, soit immédiatement utilisable (tréhalose) soit sous
forme de réserves (glycogenes) ; d’autre ont un rdle structurale (Cellulose chitine, acide,
hyaluronique), le tréhalose dans le tissus et le taux de glycogéne sont liés aux événements

physiologiques tel que le vol, la mue et la reproduction (Wiens et Gilbert, 1967)

Les résultats obtenus au cours de notre travail montrent une diminution progressive de

glucides chez les séries traitées et les témoins.

Ces tréhalose est la fraction la plus importante des glucides circulants.il a un réle
métabolique de premier plan dans le cycle de développement (Steel, 1981) et forme une
source énergétique essentielle en libérant le glucose sous I’action d’une enzyme, sa
concentration dans 1’hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux processus: SON

stockage dans le corps gras et son retrait pour les besoins énergétiques de I’insecte (Wyatt,

1967)

Ceci concorde avec les résultats obtenus par (Benkhdime, 2017) qui a utilisé les huiles
essentielles de C.limonum a I’égard d’une espéce de moustique, Culiseta longiareolata, de
méme le travail fait par Hlaimia( 2017) qui a appliquée 1’azad sur R.dominica. Concernant les
travaux de Bouzidi et Ziani ( 2015), a I’égard de C longiareolata par I’ocimum basilicum
ainsi que Cy pipiens par laurus nobilis (Attia et Kouider,2016) n’ont montré aucun effet sur ce

contenu biochimique.

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes, transportés aux
corps gras, site de leurs synthése et stockage (Keely, 1985; Van Hensdan et Law, 1989) vers
les organes utilisateurs, notamment les ovaires (Kilby, 1963; Chinoet al., 1981), via

I’hémolymphe pour étre utilisés lors de la vitéllogénése (Downer, 1985; Keely, 1985).

une augmentation significative a été motionné chez les la séries traitée avec les deux

concentrations (CL,s, CLsg)au cours de la période testée (24, 48 et 72h).

Plusieurs études ont démontrées que les triglycérides, dont le corps gras est le site majeur

de stockage chez les insectes, sont une réserve metabolique importante.

Les travaux de (Benkhdime, 2017) ont été fait sur le traitement par Citrus a 1’égard d’une
espéce de moustique, Culiseta longiareolata, et les travaux fait sur L’effet de I’ AZAD a
1I’égard de R.dominica(Hlaimia, 2017)
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D’ailleurs, Borzaoui et al(2016) confirment le fait que les huiles essentielles extraites de A
khorassanico et V. peseudoneguudo affectent le contenu en lipides chez la larve du quatreme

stade de p.interpunctella.

Plusieurs plantes ont été testées sur diverses classes d’insectes comme les clucidae, en effet
cette application des huiles essentielles a fait apparaitre des perturbations par lavandula
deutata(Sahbi et Aouini, 2015) et C longiareolata faite par /’accumu basilicin (Bouzidi et
ziani, 2015)

En 1990 brigel a démontré que les moustiques femelles avec un grand volume corporel
synthétisent plus de lipide que les petites femelles, Néanmoins les études de Van Handel
(1984) ont démontré que 1’oxydation des lipides fournis les besoins énergétiques dans

I’absence de repas sanguin.

Chez Tribolium confusum (Beaudoin et Lemonde, 1970), les résultats montrent que la
concentration des acides gras est maximum au stade larvaire ainsi qu’au stade adulte. C’est
en effet a ces deux ages que I’activité métabolique et la plus intense, en plus du métabolisme
basal chez la larve, il y a une activité locomotrice; chez I’adulte il y a activité locomotrice et

maturité sexuelle.

En conclusion, on peut suggérer que les perturbations notées dans la composition
biochimique de S. granarius sont probablement liées a des interactions avec 1’action des

huiles essentielles qui interférent avec les vois métaboliques.
IV.4. Effet sur les biomarqueurs

La lutte chimique contre les organismes nuisibles (rongeurs, arthropodes vecteurs de
maladies ou destructeurs de récoltes) se traduit invariablement par la sélection d’individus
résistants, c’est a dire capable de survivre et de se reproduire malgré la présence dans leur
environnement de composés toxiques pouvant tuer des individus dits sensibles (Magnin et al.,
1985). Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs vont concerner I’étude des changements
physiologiques, biochimiques, moléculaires ou comportementaux révélant 1’exposition
présente ou passé d’un individu & au moins une substance chimique a caractére polluant qui
peuvent étre mesurés dans les tissus ou les fluides d’un organisme ou sur 1’organisme entier

pour mettre en évidence 1’exposition a ou les effets d’un ou plusieurs contaminants.
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Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme la

catalase, la glutathion peroxydase, les glutathion-S-transférases.

Plus de 500 espéces d’arthropodes sont maintenant résistantes a au moins, un
insecticide ou larvicide. Un petit nombre de mécanismes sont capable de détoxifier
les insecticides en métabolites moins toxiques (Soderlund, 1997). Ces mécanismes

sont généralement classes en trois catégories:

Le premier est d0 & une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un mécanisme de
résistance de moindre importance mais augmenter le niveau de résistance (George, 1994;

Pasteur et Reymond, 1996; Taylor et Feyereison, 1996).

Le deuxieme mécanisme, assure une bonne détoxification des différents tissus de
I’organisme, est lié a une augmentation du taux des diverses enzymes de detoxification
(Soderlund, 1997) telles que les monooxygénases a cytochrome P450 (Scott, 1999), I’estérase
(Field et al.,1999; Zhu et al., 1999; Harold et Ottea, 2000), la glutathion-S-transférase
(Parapanthadara et al., 2000; Yu et Abo-Elghar, 2000; Sun et al., 2001), et la lactate
déshydrogénase (Saleem et Shakoori, 1987; Ribeiro et al., 1999).

Enfin, le troisiéme mécanisme, aussi important que le second, traite de 1’altération
des sites cibles telle que les canaux sodium, les récepteurs GABA et surtout une enzyme du
systeme nerveux, ’acétylcholinestérase et leur insensibilité aux insecticides. (Rufingier et

al.,1999; Tomita et al., 2000; Siegfreid et Scharf, 2001)
IV.4.1. Effet sur glutathion-s-transférase

Le glutathion-S-transférase (GST) représente une famille multi génique d'enzymes qui
jouent un réle important dans la protection des tissus contre les éventuels composes toxiques
et cancérigenes d'origine exogenes et endogeénes (Vlaykova et al. ,2008 ; Sun et al., 2001) .
Ce sont des isoenzymes de la phase II du mécanisme de détoxification, catalysant la
conjugaison du glutathion avec plusieurs composés électrophiles (Banrjee et Goswami, 2010).
Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules des corps gras et des muscles

alaires (Franciosa et Bergé, 1995).
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L’activité spécifique de la GST chez les adultes traités de C.limonum et I’AZAD marqueé
une augmentation significative de 1’activité spécifique des GSTs chez les séries traitées (CL s,

CLso) comparativement aux séries témoins durant la période testee (24, 48 et 72h).

Nos résultats sont en accord avec les travaux trouvant que 1’activité spécifique de la GSTs
est en augmentation, comme chez les adultes de R.dominica traités par 1’azad (Chachoui et
Halaimia, 2017),chez les adultes de Blattella germanica traités avec 1’azadirachtine (Tine,
2013) ou encore chez les larves de H.armigera (Lepidoptére) traités avec 1’Huile de Neem
(War et al.,2014) , chez les larves de Xanthogalerucaluteola (Coléoptere) traités avec
I’Achook (Valizadehetal., 2013), Culex pipien straité par [’Ocimumbasilicum
(Sayada&Messai, 2015), Lavanduladentata (Gheraibia&Abaidia, 2014) et Laurusnobilis
(Attia et Kouider, 2016), et chez Cs longiareolatatraitée par Menthapiperita (Chettat, 2013),
Ocimum basilicum (Kemache&Meziani, 2015) et L.dentata (Gouasmia&Bouchagoura, 2013).
Cette observation a été également signalée chez B. germanicatraitée par 1’acide borique
(Habeset al.,2006), un pyréthrinoide, la cypermethrine(Valles et al., 2000), 1’azadirachtine
(Saci, 2006), I’acétamipride et le benfuracarbe (Morakchi, 2002), le spinosad
(Meghlaoui&Mansouri, 2010), mais aussi par le propoxur (Valles et al., 1999 ; Lee et al.,
2000).

En revanche nos résultats sont contre les travaux ceux qui obtenus chez (Ahmed et Wilkins,
2002) qui a eu une diminution significative dans I’activit¢ de la GST chez la mouche
domestique Musca domestica, traitée au fenitrothion. Chez les larves de Chironomus tentans

traités par un herbicide et un insecticide organophosphoré provoque la réduction de I’activité
de la GST (Kun et al., 2007).

1VV.4.2. Effet sur le Glutathion

Bien que le glutathion ait été découvert en 1888, ce n’est que dans les années 1970 que son
role détoxiquant a été reconnu. Il joue un réle critique non seulement chez les humains et les
mammiferes, mais chez tous les vertébrés, insectes, plantes et micro-organismes (Bonus et
Gold, 1991).C’est 1'une des plus abondantes petites molécules non protéiques thiols dans les

tissus des mammiféres, en particulier dans le foie (Zhu Hong Mei et al., 2011).

Le glutathion est un tripeptide non-protéique soluble dans 1’eau constitué de trois acides
aminés ; glutamate, cystéine et glycine (L-y -glutamyl-L cysteinyl glycine), produite

naturellement dans le corps (Meister & Anderson, 1983), que l'on trouve en concentration
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assez élevée (1-10 mM) dans presque toutes les cellules vivantes (animaux, végétaux et
humaines) (Gauthier, 1997 ; Barbaro et al.,1997).

Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique joue un réle central dans le processus
de défense intracellulaire. C’est le principal systéme impliqué dans la détoxification des ions
peroxyde et dans la lutte contre le stress oxydatif (Gannage-Yared et al., 1998). Une
déficience du GSH provoque un risque de degats oxydatifs pour la cellule se traduisant par
des troubles pathologiques tels que le cancer, les désordres neuro-dégénératifs et les fibroses

cystiques (Townsend et al.,2003).

Notre étude révele une diminution progressive du taux de GSH chez les adulte de
charancon du blé S. granarius traités de C. limonum et I’AZADea la (CLjs et CLsg) de 24h
jusqu'a 72h.

Plusieurs travaux obtenus sont accordés avec nos résultats, aident a mieux expliquer la
relation entre la diminution du taux de GSH et I’administration des molécules exogenes. Les
expérimentations  menées dans notre laboratoire ont mis en  évidence
une diminution du taux de la GSH chez Culiseta longiareolata traitée parC.limonum
(Benkhdime, 2016) ,Cs longiareolata traitée par Mentha piperita (Chettat, 2013), chez Cx
pipiens (Sayada et Messai, 2015) et Culiseta longiareolata (Kemache et Meziani 2015) traités
par I'Ocimum basilicum.et chez Meghlaoui et Mansouri, (2010), ont rapporté également une
diminution significative du taux de GSH chez les adultes de B. germanica traités par le
spinosad. Des résultats similaires ont été observés chez D. trunculus exposés aux polluants
environnementaux (Sifi, 2006), chez Galleria mellonella traitée par le malathion
(Buyukguzel, 2009), et Eurytemora affinis traitée au cadmium (Souissi et al.,2008). Outre, le
stress oxydatif par I’arsenic conduit a une diminution du taux de GSH chez S. cerevisiae
(Todorova, 2007). La diminution du GSH pourrait étre expliquée par une consommation
accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier I’organisme. De plus, cette diminution

de la GSH traduit également une réduction du systéme antioxydant non enzymatique.
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1V.4.3. Effet sur ’activité specifique de la Catalase

Les catalases sont des hémoprotéines tétramériques qui, avec un atome de fer par sous-
unité, ont une masse d’environ 240 KDa. Elles catalysent la réduction du peroxyde
d’hydrogéne (H,O;) en eau et en oxygene moléculaire. Les catalases sont des enzymes
peroxysomales dont le rble est de prévenir les peroxydations des molécules biologiques
induites par I’ecau oxygénée (H,0,). Les catalases sont présentes dans tout le regne animal et
se retrouvent aussi chez les végétaux. Elles sont sensibles a certains contaminants inducteurs
de stress oxydatif au niveau des membranes cellulaires, comme les HAP, PCB ou certains
pesticides (Livingstone, 1992) et les métaux (Labrot et al., 1996). Cependant, les résultats
sont parfois contradictoiresinvivo, certains auteurs montrent une induction de I’activité de la
catalase (Di Giulio et al., 1993).

L’analyse des résultats obtenus apres dosage de 1’activité de la catalase chez les adultes de
Le charangon du blé S. granarius traitée par les huiles essentielles de C. limonum et I’AZAD
a deux concentrations létales: CL,s et CLsg et aux différent temps: 24, 48, 72 heures, révele

une augmentation significative.

Cette augmentation de 1’activité traduit une mise en place du processus de détoxification
qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Clark, 1989). Les principaux
systéemes de défense antioxydante ont été mis en évidence chez les invertébrés aguatiques
(Winston et Di Giulio, 1991; Lemaire, 1993), en particulier, chez la moule Mytilus
edulis.L’augmentation de 1’activité de la catalase a déja été révélée chez des poissons et des
bivalves exposés a des polluants organiques (HAP, PCB, pesticides et engrais chimiques)
(Cossu et al.,1997).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les pesticides qui ont été utilisés sur les produits agricoles a fin d’éliminer les insectes
nuisibles et avoir une bonne qualité de produits, ont causé de grands problemes de santé et des
dégats sur le plan environnementale. Ce qui nous a fait penser de changer les produits

chimiques par d’autres qui sont naturels qui nuisent pas I’environnement.

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espéce de S. granarius, 1’effet
d’AZAD et C. limonum sur la toxicité (par fumigation), la composition biochimique
(protéines, glucides et lipides) et d’activité spécifique de quelques biomarqueurs
enzymatiques et non enzymatiques catalase (CAT), glutathion S-transférases (GSTs) et

cofacteur, la glutathion (GSH).

L’effet des huiles essentielles de C. limonum et d’AZAD sur la toxicité (par fumigation) et
aussi la composition biochimique (protéines, glucides et lipides) et aux plus Dactivité
spécifique de trois biomarqueurs ; Catalase (CAT), Glutathion S-transférases (GSTs) et son

cofacteur, la glutathion (GSH).

L’utilisation des huiles essentielles de C. limonum et 1’Azad sur I’insecte ravageur S.
granarius a permis d’établir les concentrations Iétales la Clys (10.69 ppm) et la Cls (35.84
ppm). Ces huiles montrent une activité insecticide avec une relation dose-réponse et la
période testée (24h-48h-72h).

L’¢évaluation des biomarqueurs indique que ces huiles présentent une augmentation du taux
de la Catalase comparativement aux témoins, cette ¢lévation est due a la mise en place d’un
systeme de détoxification est en plus, provoque une réduction du taux de la GSH, donc il
induit P’activation du systéme de détoxification par le biais d’une augmentation significative
de Dactivit¢ des GSTs, mettant en évidence la mise en place d’un mécanisme de

détoxification.

Enfin ces résultats par une étude électrophorétique des protéines, glucides, lipides et
I’ensemble des résultats acquis confirment I’effet de 1’Azad et le C. limonum sur les

biomarqueurs du stress oxydatif.

Par ailleurs en évaluant le pouvoir anti appétant de ce produit en déterminant la qualité de
nourriture ingérée et en dosant le différent enzyme digestives. Et afin de synthétisée un

biopesticide vitale et mortel au méme temps.






RESUME

RESUME

L’objectif fondamental de ce travail est vise a tester I'effet des huiles essentielles extraites
de Citrus limonum et I’Azadirachtine a I’égard d’un coléoptére ravageur et qui cause des

dégats majeurs au niveau des céréales en Algérie, Plusieurs aspects ont été étudiés:

% Aspect toxicologique: a permis d’établir les concentrations létales des huiles
essentielles de C.limonum, et de I’AZAD qui est appliqués par fumigation contre les
ravageurs S. granarius a différentes périodes. Le produit révele un effet toxique avec

une relation dose-réponse

%+ Aspect biochimique : a permis de déterminer les variations des réserves métaboliques
(Glucides, lipides et protéines) en fonction du traitement par fumigation avec les deux
concentrations sous létales CL 25 (10,69 ppm) et CL 50 (35,84 ppm) Le produit
affecte relativement ces parameétres biochimiques au cours de la période testée (24h,
48h et 72h).

% Biomarqueurs: une séries d’expérience a permis d’évaluer les effets des H.E de
C.limonum, et de ’AZAD sur les biomarqueurs enzymatiques (GSTs et catalase) et
non enzymatique (GSH) chez les ravageurs S. granarius. Qui a provoqué une induction
du systeme de détoxification et une augmentation de 1’activité spécifique des GSTs et

de la catalase et une diminution du taux de glutathion. Au cours de la période testée.

Mots clés: Sitophilus granarius, huiles essentielles, Citrus limonum, AZAD, toxicité,

fumigation, biochimie, biomarqueurs.



ABSTRACT

ABSTRACT

The fundamental objective of this work is to test the effect of essential oils extracted from
Citrus limonum and Azadirachtin with respect to a devastating beetle and which causes major
damage to cereals in Algeria. been studied:

% Toxicological aspect: established the lethal concentrations of essential oils of
C.limonum, and AZAD which are fumigated against S. granarius pests at different

times. The product reveals a toxic effect with a dose-response relationship.

% Biochemical aspect: allowed to determine the variations of the metabolic reserves
(Carbohydrates, lipids and proteins) depending on the fumigation treatment with both
concentrations below lethal CL 25 (10,69 ppm) and CL 50 (35,84 ppm) The product
affects these biochemical parameters relatively during the test period (24h, 48h and
72h).

% Biomarkers: A series of experiments evaluated the effects of C.limonum H.E. and
AZAD on enzymatic (GSTs and catalase) and non-enzymatic (GSH) biomarkers in S.
granarius pests. This caused an induction of the detoxification system and an increase
in the specific activity of GSTs and catalase and a decrease in the rate of glutathione.

During the period tested

Key words: Sitophilus granarius, essential oils, Citrus limonum, AZAD toxicity, fumigation,

biochemistry, biomarkers
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