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Introdcution

l. INTRODUCTION

De nos jours, les céréales en général, le blé (dur et tendre) en particulier constituent
la principale base du régime alimentaire pour les consommateurs algériens. Il présente,
un réle social, économique et politique dans la plupart des pays dans le monde (Ammar,
2015). Cependant, la conservation post-récolte est le seul moyen d’assurer le lien entre

la récolte une fois dans 1I’année et la consommation permanente (\Waongo et al., 2013).

La conservation ou le stockage des céréales est I’opération qui consiste a placer, pour
une période donnée, des céréales dans un magasin suivant des normes et des regles qui
permettent la bonne conservation des grains de fagon a ce que leur quantité et qualité

demeurent autant que possible intactes (Laurent, 2003).

Au cours du stockage et dans des conditions inadéquates d'immenses quantités de
céréales sont perdues en raison des attaques des insectes ravageurs d'ou une perte
quantitative qui s'explique par une diminution du poids de I'ordre de 10% a 40% dans
les conditions traditionnelles (Rajendran, 2002), et une perte qualitative qui déprécie la
valeur nutritionnelle de ces aliments par la réduction de la teneur en protéines du grain
(Aoues et al., 2017), le rendent impropre a la consommation par I’activité métabolique
des insectes qui crée un milieu favorable au développement des micro-organismes

produisant des toxines (Hubert et al., 2018).

Les pertes les plus importantes sont infligées par différentes especes de coléoptéres,
Iépidoptéres et acariens (Fleurat-Lessard, 1994). Parmi ces coléoptéres, figurent le petit
capucin des grains Rhyzopertha dominica (F, 1792) et le charancon de blé Sitophilus
granarius (L, 1758). Ce sont des ravageurs primaires qui causent d’énormes dégats au

niveau des stocks.

Pendant des siécles, pour lutter contre les agresseurs, les agriculteurs ont pratiqué des
rotations de cultures et utilisé divers produits naturels. Ce n’est qu’apres la seconde
guerre mondiale, que le recours aux produits phytosanitaires chimiques s’est généralisé
pour tirer le meilleur profit des cultures (Regnault Roger, 2005). Différents éléments
ont favorisé ce développement : 1’accroissement démographique de la population

humaine (obligation d’augmenter la productivité agricole), I’affaiblissement des terres
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agricoles (épidémies dans les cultures), I’apparition du machinisme agricole ainsi que
les progrés considérables dans le domaine de la chimie organique de synthese.

La protection des denrées et I’¢limination de ces insectes ravageurs en empéchant leur
prolifération dépend fortement de 1’utilisation des pesticides (Kljajic et Peric, 2006 ;
Islam et al. 2010), en raison de leur efficacité et de leur application facile et pratique
(Relinger et al., 1988). Mais I’utilisation abusive de ces derniers a provoqué ’apparition
des phénomeénes de résistances, la pollution et 1’atteinte de la santé humaine (Desneux
etal., 2007 ; Pimental et al., 2009 ; Ali et al., 2012). Ces dangers ont conduit ’OMS
(Organisation mondiale de la Santé) a interdire I’usage de certains insecticides

chimiques.

Face a cette situation, le recours a des méthodes efficaces peut atténuer entre autres les
problemes liés aux résidus présents dans les aliments. La recherche de méthodes
alternatives de protection des denrées stockées par I'usage de substances naturelles
actives, non polluantes dans le cadre d’une lutte moins nocive et plus raisonnée telles
que les substances végétales a effet insecticide (Camara, 2009). L utilisation des huiles
essentielles représentent actuellement une solution alternative prometteuse dans la lutte
contre les insectes ravageurs des denrées stockées (Gholade et al., 2000, Tapondjou et
al., 2005; Gueye, 2012 ; Khani et Rahdari, 2012). Ces derniers sollicitent
simultanément plusieurs voies par opposition a des pesticides chimiques n’ayant qu’une
seule cible moléculaire (Thomas & Ralf, 2014), ce qui peut retarder 1’apparition de

populations résistantes d’insectes (Feng & Isman, 1995).

De nombreuses familles de plantes (Rutacées, Méliacées, Astéracées, Labiatées,

Pipéracées, Verbénacées et Annonacées) sont utilisées comme pesticides botaniques

(Isman, 1995). Leur toxicité s’exprime de différentes maniéres : Activités ovicide,
larvicide (Kéita et al., 2000 ; Regnault-Roger, 2002 ; Pavela, 2004a), perturbation de la
croissance des insectes (Pavela, 2004b), diminution de la fécondité et de la fertilité
(Pavela, 2005). Ils peuvent agir aussi comme des fumigants (Pinho et al., 2014; Saeidi
et al., 2014; Jayakumar et al., 2017; Kheloul et al., 2020), des insecticides de contact (
Heydarzade & Moravvej., 2012; Abdelgaleil et al., 2015; Aryani & Auamcharoen,
2016) et des répulsifs (Akhtar et al., 2013; Hossain & Khalequzzaman, 2018;
Ebrahimifar et al., 2020) .
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Dans ce contexte, notre étude a été consacree dans une premiére partie a 1’extraction
de I’huile essentielle de Schinus molle ainsi qu’a la détermination de son rendement.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’évaluation de la toxicité de 1’huile de Schinus
molle par fumigation et par contact sur les adultes de Sitophilus granarius et

Rhyzopertha dominica et de leur potentiel de répulsion vis-a-vis de cet insecte ravageur.

La troisiéme partie vise a évaluer les effets létaux (CL2s et CLso) de ce biopesticide par
fumigation, sur les protéines et les réserves énergétiques chez les adultes de R.

dominica.

La quatriéme partie a été consacrée a une évaluation de 1’effet de cette huile sur les

acides nucléiques de cette espece.

Dans la cinquiéme partie, nous avons testé 1’effet de cette huile sur les enzymes

digestives (lipase, a-amylase, protéase et chitinase) chez les adultes de R. dominica.

La sixieme partie examine les effets létaux (CL2s et CLso) de cette huile par fumigation
sur les biomarqueurs enzymatiques : les glutathion S-transférases (GSTs) et
I’acétylcholinestérase et non enzymatique : le glutathion (GSH), qui permettront de

mettre en évidence le mécanisme d’action de cette huile chez R. dominica.
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Il. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation des insectes étudiés
2.1.1. Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792)

R. dominica, Coléoptere de la famille des Bostrichidae également appelé capucin des grains,
est un petit ravageur primaire brun capable d’attaquer les graines sains et entiers (Ripusudan et
al., 2011).

R. dominica mesure 2,5 a 3 mm de long avec une forme cylindrique, allongé et étroite, de
couleur brune rougeétre et des cotés paralléles (Steffan, 1972). Sa téte n’est pas apparente, avec
un prothorax qui la couvre entiérement (Steffan, 1978) (Fig. 1). La femelle pond de 400 a 500
ceufs a la surface ou a ’intérieur des grains. Apres de I'éclosion, la larve pénétre dans I'albumen
ou elle passe par 3 ou 4 stades avant de se nymphoser. Le cycle complet dure environ 30 jours
a 30°C et pres de 60 jours a 26°C. L’adulte vit de 3 a 6 semaines (Seck, 2006).
La position systématique de Rhyzopertha dominica est la suivante :

- Régne : Animalia

- Embranchement : Arthropoda

- Sous-embranchement : Hexapoda

- Classe : Insecta

- Ordre : Coleoptera

- Famille : Bostrichidae

- Genre : Rhyzopertha

- Espece : Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792)

Figure 1. R. dominica (face latérale, face ventrale) (Soltani & Abess, 2021).
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2.1.2. Sitophilus granarius (Linné, 1758)

Sitophilus granarius (L.), Coléoptéere de la famille des Curculionidae, appelé aussi charangon
du blé, est un important ravageur primaire de grains entreposés (Mew & Misra, 1994), il est
capable de causer des dégats dans la plupart des cultures céréaliéres, notamment le blé, I’orge,
I’avoine et le seigle (Navarro & Noyes, 2001).

L’adulte mesure environ 4 mm de long, de couleur brun foncé et une forme ovale, avec de
longues pattes et une téte prolongée par un long rostre (Gerozisis et al., 2008) (Fig.2). Il a une
durée de vie de 7 a 8 mois dans les silos de stockage (Hagstrum et al., 2012).
La femelle pond jusqu'a 250 ceufs (Bailey, 2007), déposés a l'intérieur des grains dans un trou
qu’elle fore par son rostre, puis rebouché par du mucilage (Danho & Haubruge, 2003). Apres
éclosion, la larve se développe a I’intérieur du grain qu’elle va ainsi le vider entierement, et s’y
nymphose pour s’en sortir sous forme d’adulte (Bailey, 2007). L’insecte nécessite une
température de 30 °C et une humidité relative de 70 % pour son développement (Mason &
McDonough, 2012).
La position systématique du charancon du blé est la suivante :

- Régne : Animalia

- Embranchement : Arthropoda

- Classe : Insecta

- Ordre : Coleoptera

- Famille : Curculionidae

- Genre : Sitophilus

- Espéce : Sitophilus granarius (L.)

Figure 2. S. granarius (face latérale, face ventrale) (Soltani & Abess, 2021).
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2.2. Présentation de la plante, Schinus molle (Linng, 1758)

Le faux poivrier (Schinus molle) est un arbre appartenant a la famille des Anacardiaceae,
originaire d’Amérique du sud. Les membres de cette famille se trouvent principalement dans
les régions tropicales et subtropicales du monde, mais sont également représentés dans les foréts
de la Méditerranée. La plupart des especes sont caractérisées par une production importante en

huile essentielle avec un feuillage persistant a odeur de térébinthe (Madhu & Bikshal Babu

Kasimala, 2010). C’est un arbre ligneux peut attindre 15 métres de hauteur, il a I’apparence
d’un saule pleurer par ses rameaux effilés et retombants. Ses feuilles alternes, persistantes de 7
a 13 paires de folioles linéaires et lancéolées libérant en froissement une odeur de poivre (Fig.
3).

La position systématique de cette plante est la suivante :

Régne : Végetal

Embranchement : Spermaphytes Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiacées

Genre : Schinus

Espéce : Schinus molle L.

Figure 3. Présentation de Schinus molle (Soltani & Abess, 2021)
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1. RESULTATS

3.1.Rendement de I’huile essentielle

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles de Schinus molle
présente un aspect liquide, limpide et se caractérise par une forte odeur. Le rendement

de cette huile marque un taux de 0,75% (Tableau 5).

Tableau 5. Rendement et caractéristiques organoleptiques de I’'HE extraite de Schinus molle.

Rendement Couleur Odeur Saveur Solubilité
0,75% Liquide Aromatique Aromatique et amére Liposoluble
limpide

3.2. Essais toxicologiques
Les essais toxicologiques ont permis de déterminer 1’efficacité de I’HE de S. molle,
évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les adultes de S. granarius et les adultes

de R. dominica a différentes périodes apres traitement.

3.2.1. Toxicité par ingestion

Apreés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de S. molle ont été
appliquées par ingestion sur les adultes de S. granarius (4, 8, 80, 16, 32 et 64 ul/l d’air)
et sur les adultes de R. dominica (4, 8, 80, 16 et 32 ul/ml). Aucune mortalité n'a été

observée dans les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées chez S. granarius au cours des tests de toxicité par
ingestion varient de 7,5% a 12 h jusqu’a 17,5% a 48 h pour la dose la plus faible (4
pl/ml) et de 97,50% a 12h jusqu’a 100% a 48 h pour la plus forte dose (64 pl/ml) (Fig.
10A). Ces mortalités augmentent de facon significative en fonction des doses
appliquées et du temps apres traitement chez S. granarius traité par ingestion a 24

(Fa15=152,9 ; p<0,001), a 48 (F4,15=147,8 ; p<0,001), et a 72 h (F4,15=98,15 ; p<0,0001)

apres traitement.

Les résultats des mortalités corrigées obtenus apres application de I’HE de S. molle par
ingestion, révelent des taux variant de 7,50% a 12 h jusqu’a 27,5% a 48 h pour la dose
la plus faible (4 pl/ml) et de 80% a 12 h jusqu’a 97,5% a 48 h pour la dose la plus forte

(32 pl/ml) (Fig. 10B). Ces mortalités augmentent de fagon significative en fonction des
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doses appliquées et du temps apres traitement chez R. dominica traité par ingestion a
12 (F3,12=90,36 ; p<0,0001), & 24 h (F312=59,97 ; p<0,0001) et a 48 h (F312=51,89 ;
p<0,001).

Les résultats montrent que le faux poivrier appliqué par ingestion exerce une activité
insecticide avec une relation dose-réponse a 1’égard de S. granarius et R. dominica. Le
classement des doses par le test HSD de Tukey révele I’existence de 4 groupes de
moyennes a 12 h et 48 h et 5 groupes a 24 h pour les mortalités obtenues chez S.
granarius. Par contre, le taux de mortalités enregistrées aprés traitement chez R.
dominica, met en évidence 3 groupes de moyennes a 24h et 48 h et seulement 2 groupes
al2h.

La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en fonction du
logarithme des doses appliquées (Fig. 10A et B) a permis I’estimation des
concentrations létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau
6). De plus, on note que le S. molle appliqué par ingestion est plus toxique chez S.

granarius par rapport a R. dominica.
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Figure 10. Effets de I’HE de S. molle appliquée par ingestion sur les adultes de S. granarius
(A) et R. dominica (B) a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage
de mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses.
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Figure 11. Toxicité de I’'HE de S. molle appliquée par ingestion (ul/ml) sur les adultes de S.
granarius (A) et les adultes de R. dominica (B) a différentes périodes : Mortalité corrigée (%)
(m + SEM, n=4 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.

Tableau 6. Efficacité de I’'HE de S. molle appliquée par ingestion sur les adultes de S. granarius
et R. dominica : analyse des probits.

9,72 17,24 [1,16
12 0,99 1.91 [0,88 - 1,08] -1,30]
, 5,90 10,97 [0,95
S.granarius 24 0,99 L7 [0,63 - 0,87] -1,12]
4,89 8,09
48 0,99 &) [0,63-0,73] [0,87 - 0,94]
12,55 19,99
12| 09 236 [3,18 - 15,17]
N 751 [11,29 - 54,56]
R. dominica 24 0,91 1,80 [0,01 - 21,15] 13,81
3,93 -115,20]
3,82 711
48 0,94 1,76 [0,19-7,72] [2,12 - 13,31]

3.2.2. Toxicité par fumigation

Apreés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de S. molle ont été
appliquées par fumigation sur les adultes de S. granarius (140, 180, 220, 260 et 520 pl/I
d’air) et sur les adultes de R. dominica (100, 140, 180, 220 et 260 ul/l d’air). Aucune
mortalité n'a été observée dans les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées chez S. granarius au cours des tests de toxicité par
fumigation varient de 14% a 12 h jusqu’a 34% a 48 h pour la dose la plus faible (140
pl/1 d’air) et de 92% a 12h jusqu’a 98% a 48 h pour la plus forte dose (520 pl/l d’air)
(Fig. 12A). Ces mortalités augmentent de facon significative en fonction des doses

appliquées et du temps aprés traitement chez S. granarius traité par fumigation a 24
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(F4.20=162,6 ; p<0,001), 248 (F415=111,8 ; p<0,001), et 2 72 h (F415=118,10 ; p<0,001)

apres traitement.

Les résultats des mortalités corrigées obtenus apres application de I’HE de S. molle par
ingestion, révelent des taux variant de 14% a 24 h jusqu’a 36% a 72 h pour la dose la
plus faible (100ul/1 d’air) et de 78% a 24 h jusqu’a 94% a 72 h pour la dose la plus forte
(260ul/1 d’air) (Fig. 12B). Ces mortalités augmentent de fagon significative en fonction
des doses appliquées et du temps aprés traitement chez R. dominica traité par
fumigation a 24 (Fs.20=142,80 ; p<0,001), & 48 (F4,20=73,17 ; p<0,001) et a 72 h (Fa,20
=95,92 ; p<0,001).

Les résultats montrent que le faux poivrier appliqué par fumigation exerce une activité
insecticide avec une relation dose-réponse a 1’¢gard de S. granarius et R. dominica.
Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele 1’existence de 5 groupes de
moyennes a tous les temps testés (12h, 24h et 48h) pour les mortalités obtenues chez
S. granarius et R. dominica.

La courbe dose-réponse exprimant le pourcentage des mortalités en fonction du
logarithme des doses appliquées (Fig. 12A et B) a permis I’estimation des
concentrations létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le HillSlope
(Tableau 7). De plus, on note que le S. molle appliqué par fumigation est plus toxique
chez R. dominica par rapport a S. granarius.
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figure 12. Toxicité de I’'HE de S. molle appliquée par fumigation (pl/l d’air) sur les adultes de
S. granarius (A) et les adultes de R. dominica (B) a différentes périodes : Mortalité corrigée
(%) (m £ SEM, n=5 répétitions de 10 individus chacune) : test HSD de Tukey.
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Figure 13. Effets de I’'HE de S. molle appliquée par fumigation sur les adultes de S. granarius
(A) et R. dominica (B) a différentes périodes : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage
de mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses.

Tableau 7. Efficacité de I’'HE de S. molle appliquée par fumigation sur les adultes de S.
granarius et R. dominica : analyse des probits.

12 0,99 3,33 173,50 241,20
[165,90 - 180,60]  [233,70 - 249,50]

S, granarius 24 0,99 3,07 141,90 202,80
[130,30 - 152,20]  [194,40 - 211,50]

48 0,99 3,47 123,80 169,80
[108,70 - 136,00]  [159,70 - 179,00]

12 0,99 3,26 124,50 174,30
[119,70 - 129,10] ~ [170,40 - 178,20]

2 dominica 24 0,96 2,64 99,25 150,40
[71,40 - 121,00] [129,90 -169,80]

48 0,98 2,91 83,43 121,70

3.3. Effet répulsif de ’HE de S. molle

[66,00 - 97,31]

[108,10 - 133,50]

Les résultats du pouvoir répulsif a 1’égard de R. dominica et S. granarius sont
présentés dans le tableau 8. Le pourcentage de répulsion marque une augmentation en
fonction des concentrations appliquées. Les forts taux de répulsion (70 % et 90%) sont
observés a 6 h avec la plus forte concentration (5ul/ml) chez Rhyzopertha et Sitophylus
respectivement. Ces pourcentages augmentent avec le temps d’exposition et avec les
concentrations appliquées. Par ailleurs, les indices de répulsion marquent une

diminution en fonction du temps d’exposition et des concentrations appliquées.
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De plus, on note que cette activité varie selon 1’espece testée, les fortes valeurs sont
constatées chez S. granarius comparativement a R. dominica et qui sont tous deux
classés en catégorie 5 de répulsion.

Tableau 8. Pourcentages (PR), indices (IR) et classes (CR) de répulsion de I’HE testée sur les
adultes de R. dominica et S. granarius.

S. granarius
PR % IR Classe PR% IR Classe
30 min 10 0,90 2 25 0,75 2
1 heure 15 0,85 2 40 0,60 2
3 heures 20 0,80 3 50 0,50 3
6 heures 25 0,75 3 55 0,45 3
30 min 25 0,75 2 30 0,70 2
1 heure 30 0,70 3 45 0,55 3
3 heures 35 0,65 3 60 0,40 3
6 heures 40 0,60 4 65 0,35 4
30 min 35 0,65 3 55 0,45 3
1 heure 45 0,55 4 65 0,35 4
3 heures 45 0,55 4 70 0,30 4
6 heures 50 0,50 4 75 0,25 4
30 min 55 0,45 4 70 0,30 4
1 heure 60 0,40 4 75 0,25 4
3 heures 65 0,35 5 85 0,15 5
6 heures 70 0,30 5 90 0,10 5

3.4. Effet du traitement sur la composition biochimique
L’HE a été appliqué par fumigation sur les adultes de R. dominica avec deux
concentrations létales (CL2s et CLsg). Ses effets ont été évalués sur la composition

biochimique (réserves énergétiques et protéines) de cette espece a 72h apres traitement.

3.4.1. Effet sur le contenu en protéines totales

D'aprés les résultats représentés dans la Figure 14, on note une augmentation
significative du contenu en protéine totales aprés traitement avec les deux
concentrations appliquées (F2,6=45,98 ; P=0,0002) avec un effet dose (CL2s vs CLsp :
p=0,0034). Le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de moyennes, chacun

étant composé d’une série.
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Figure 14. Effet de I’'HE de S. molle (CL2s et CLso) appliquée par fumigation sur le contenu en
protéines totales (joules/individu) chez les adultes de R. dominica (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 10 individus) : test HSD de Tukey.

3.4.2. Effet sur les réserves énergétiques

Les réserves énergetiques (joules/individu) ont été déterminées chez les adultes de
R. dominica, témoins et traités par fumigation a I’HE (CL2s et CLso) et les résultats

obtenus sont présentés dans la figure 15.

Le traitement provoque une diminution significative des réserves énergétiques avec un
effet dose-réponse a 72 apres traitement (témoins vs CL2s : p<0,001 ; témoins vs CLso

: p<0,001 ; CL2s vs CLso : p<0,001).
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Figure 15. Effet de ’HE de Schinus molle (CLas et CLso) sur les réserves énergétiques chez
les adultes de R. dominica a 72 h (m = SEM, n=3 répétitions, comportant chacune 10 individus).
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3.5. Effet du traitement sur le taux d’épuisement des réserves énergétiques
L’indice d’épuisement des réserves énergétiques calculé chez les adultes de R.

dominica traités a I’HE de S. molle (CL2s et CLso) par fumigation est représenté dans la

figure 16.

Le traitement provoque une augmentation significative du taux d’épuisement des

réserves énergétiques en fonction des concentrations appliquées a 72 h aprés traitement

(t=9,501 ; df=4 ; p=0,0007).
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Figure 16. Effet de I’'HE de S. molle (CL2s et CLso) sur le taux d’épuisement des réserves
énergétiques chez les adultes de R. dominica a 72 h apres traitement (m £ SEM, n=3 répétitions,
comportant chacune 10 individus).

3.6. Effet du traitement sur les acides nucléiques

L’HE (CL2s et ClLso) extraite de S. molle a été appliquée sur les adultes de R.
dominica par fumigation. L’effet de cette huile a été évalué sur la quantité d’ADN et

d’ARN corporels et les résultats du dosage sont représentés dans la figure 17A et B.

Les résultats révelent une diminution significative de la quantité d’ADN avec les deux
concentrations appliquées (F2,6 =45,65 ; p=0,0002). Aucun effet dose n’a été signalé
(p=0,2776).

Par ailleurs, ce traitement induit une augmentation significative de la quantité
d’ARN seulement avec la forte concentration (CLso) (Témoins vs CLsg : p=0,0015) avec
un effet dose (CLa2s vs CLso : p=0,0009).

30




Résultats

-cL“ E -CL“,
B oo z & .
o34

e - b
! - é i e
- Témeoins - Bl rimoins

ux de I'TADN
A

Y

(Mgimg de tissu fra
-

(pgimg de

Figure 17. Effet de I’HE de S. molle (CLs et CLso) sur les acides nucléiques ADN (A) et ARN
(B) chez les adultes de R. dominica a 24 h aprés traitement (m = SEM, n=3 répétitions,
comportant chacune 10 individus).

3.7. Effet du traitement sur les enzymes digestives
Les adultes de R. dominica ont été traités par fumigation avec deux concentrations
létales (CLos et CLso) a 72h. Les effets de I’HE ont été évalués sur I’activité spécifique

de quatre enzymes digestives : a-amylase, chitinase, lipase et protéase.

Les résultats mentionnés dans la figure 18A, montrent une diminution significative de
’activité de la lipase chez les traités a la CLso (Témoins vs CLso : p=0,0001) avec un

effet dose (CL2s vs CL50 : p=0,003) au cours de la période testée.

Concernant 1’activité de a-amylase et d'apres les résultats mentionnés dans la figure
18B, on note une diminution significative de cette enzyme chez les traités a la CLos
(p=0,0042) et a la CLso (p<0,0001) par rapport aux témoins, avec un effet dose
(p=0,0003).

Les résultats de I’activité de la protéase révelent une diminution de cette enzyme apres
traitement a la CLso (p=0,0244) (Fig. 18C). Aucun effet n’a été signalé apres traitement
ala CL25 (p>0,05).

Enfin, les résultats du dosage de la chitinase présentés dans la figure 18D, montrent une
diminution significative de cette enzyme chez les traités a la forte concentration
(Témoins vs CLsg : p=0,0039) avec un effet dose (CL2s vs CLso : p=0,0079).
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Figure 18. Effet de I’'HE de S. molle (CL2s et CLso) sur 1’activité enzymatique de la lipase (A),
a-amylase (B), protéase (C) et chitinase (D) chez les adultes de R. dominica a 72 h aprés
traitement (m £ SEM, n=3 répétitions, comportant chacune 10 individus).

3.8. Effet du traitement sur les biomarqueurs

L’HE testée par fumigation avec la CL2s et la CLsg a été évaluée sur les biomarqueurs
enzymatique (AChE, GST) et non enzymatique (GSH) a 24h aprés traitement. Les

résultats sont représentés dans la Figure 19.

Les résultats du dosage du biomarqueur de neurotoxicité (Acétylcholinestérase)
révélent une diminution significative de 1’activité spécifique de cette enzyme chez les
traités a la CLso (p=0,0035) par rapport aux témoins. De plus un effet dose a été signalé

(CLa2s vs CLsp : p=0,0491) au cours de cette période.

Concernant D’activité spécifique des glutathion-S-transférases, on note une
augmentation significative de ce biomarqueur de détoxication apres traitement avec les
deux concentrations appliquées (F26= 107,9 ; p<0,0001) avec un effet dose (CLo2s vs

CLso : p=0,0002).
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Enfin le taux du GSH révele une diminution significative chez les traités avec les deux
concentrations appliquées (F2,6= 118,6 ; p<0,0001) et avec un effet dose-réponse
(CL2s vs CLsp : p=0,0035).
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Figure 19. Effet de I’'HE de S. molle (CL2s et CLso) sur I’activité spécifique de I’AChE (A), de
la GST (B) et sur le taux du GSH (C) chez les adultes de R. dominica a 24 h apres traitement
(m £ SEM, n=3 répétitions, comportant chacune 10 individus).
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IV. DISCUSSION
4.1. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation des feuilles de Schinus
molle a enregistré une valeur de 0,75% au cours de notre étude. Plusieurs études
réalisées sur le genre Schinus, montrent que le rendement en huile essentielle varie

d’une espece a une autre.

Les travaux de Djebaili (2013) ont signalé des différences dans le rendement en HE
selon la partie de la plante ou I’organe qui a subi I’extraction car ils ont noté un
rendement de 1,66% dans les feuilles, 1,07 % dans les fruits, et 0,45% dans la plante
entiere. Guenther (1972) a confirmé que la quantité et la qualité des huiles différent

selon les parties de la plante examinées.

Les conditions environnementales influencent également ce rendement pour la méme
espece étudiée, le méme génotype et pour le méme stade de développement (Bakkali et
al., 2008 ; Aprotosoaie et al., 2010) ainsi que 1’origine géographique de la plante
(Mohammedi, 2011).

Par ailleurs, le rendement de 1’huile de Schinus molle est plus élevé dans la zone
subhumide d’El Kala avec un taux de 0,66% dans les feuilles et 0,53% dans les fruits
par rapport au rendement obtenu dans la région aride de Biskra et la région semi-aride
d’Oum El Bouaghi, ce qui signifie que la formation et I’accumulation des HE de S.
molle est favorisée dans un climat humide, ou le degré d’humidité est trop élevé et la
température moyenne annuelle ne dépasse pas les 34°C (Djebaili, 2013). De fortes
valeurs du rendement en HE ont été signalées dans les travaux de Boutoumi (2010) et

Rossini et al. (1993) avec des taux de 2,22% et 2% respectivement.

Ces variations peuvent étre dues également a plusieurs facteurs notamment climatiques,
la nature du sol, le moment de la récolte, la méthode d’extraction, le cycle vegétatif et

le chémotype (Besombes, 2008).

4.2. Toxicité de ’HE de S. molle a I’égard des ravageurs
Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes
comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et al., 1999). Ces

derniéres peuvent affecter la croissance, le développement et le comportement des
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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).

Elles peuvent remplacer les insecticides classiques et semblent é&tre capables de
résoudre les problémes de I’environnement causés par les pesticides de synthése (Kim
et al., 2003), en raison de leur faible toxicit¢é a 1’égard des mammiféres, leur

disponibilité et leur biodégradabilité (Rajendran & Sriranjini, 2008).

Le taux de pénétration a travers la cuticule, le transport dans les tissus de 1’organisme,
le métabolisme (Besard et al., 2011) mais aussi la régulation des récepteurs
membranaires ou encore les canaux ioniques ciblés par les insecticides peuvent jouer
un réle crucial pour expliquer les différences de sensibilité des insectes aux pesticides
(Lavialle-Defaix et al., 2010).

Notre étude a pour but de tester par fumigation et par ingestion la toxicité¢ de I’huile
extraite de S. molle a I’égard des adultes de S. granaries et de R. dominica. Les tests
toxicologigques ont montré que R. dominica est I’espéce la plus sensible au traitement et

que I’ingestion est le mode d’application le plus efficace par rapport a la fumigation.

Des résultats similaires ont été observés chez S. granarius traité a ’'HE de Citrus
limonum et I’azadirachtine avec I’efficacité de 1’ingestion par rapport a la fumigation
(Guettal, 2021). Khris (2015) a noté que le taux de mortalité des adultes de R. dominica
traités par 1’huile d’olive par contact est de 95 % a 10 h apreés traitement. Par ailleurs,
les travaux de Tine et al. (2021) réalisés sur la méme espéce apres application de I’huile
de Lavandula angustifolia, ont révélé I’activité insecticide de ce produit avec une
relation dose-réponse. Halaimia et chechoui (2017), ont testé une formulation
commerciale d’azadirachtine, le Neem Azal par ingestion et par fumigation sur les
adultes de R. dominica et les résultats ont montré une augmentation du taux de mortalité

en fonction des concentrations appliquées.

4.3. Effet répulsif de ’HE de Schinus molle a I’égard des ravageurs
La répulsion est un méecanisme de défense exercé par les plantes contre les insectes
(Ben Slimen & Baoundi, 2016 ; Jayakumar et al., 2017b; Adjou et al., 2019). Ce
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phénomeéne physiologique peut étre utilisé pour lutter contre les dégats causés par ces
insectes ravageurs.

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que I’HE de S. molle a un effet répulsif
vis a vis de R. dominica et S. granarius. Plusieurs auteurs ont testé la répulsion de
certaines huiles essentielles extraites de plantes aromatiques telles que Cannamomum
eylanicum et d’Eucalyptus citriodora qui se sont montrés tres répulsifs, avec des taux
de 90 % et 86,6% respectivement ((De Feo V et al., 2002 ; Kelouche et al., 2010).

Guettal (2021) a montré que le citron a un pouvoir répulsif plus important vis a vis des
adultes de S. granarius par rapport a 1’azadirachtine et la combinaison. Les résultats de
Hanif et al. (2016) ont également montré une activité répulsive de 1’azadirachtine visa-
vis de Tribolium castaneum et de R. dominica avec des taux de 77,66% et 81,48%
respectivement. Dans d’autres études, 1’exposition du charancon du riz, Sitophylus
oryzae au Psidium guajava, Citrus reticulata, Citrus limon, Citrus sinensus et
Azadirachta indica a provoqué des effets répulsifs avec une relation dose-réponse
(Akhtar et al., 2013). Les travaux de Ben-jemaa et al. (2012) ont révélé une activité
répulsive de I’HE du Laurier a 1’égard de R. dominica et T. castaneum, méme a des

doses faibles.

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

4.4. Effet du traitement sur la composition biochimique de R. dominica

Les HEs de plusieurs plantes peuvent engendrer des perturbations biochimiques
exprimées par une augmentation ou une diminution en différents métabolites (protéines,
carbohydrates, lipides) (Yazdani et al., 2013 ; Driset al., 2017 b ;
Gnanamani & Dhanasekaran, 2017). 11 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).
4.4.1. Effet sur le contenu en protéines

Les protéines sont des constituants importants de la cellule et du systéme vivant, car
les différentes enzymes qui réalisent les cascades d'activités métaboliques dans les

organismes sont principalement des protéines (Preet & Sneha, 2011). Elles assurent
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diverses fonctions, comme la régulation hormonale et le catabolisme enzymatique, et
sont incorporées dans la structure cellulaire en méme temps que les glucides et les
lipides (Cohen, 2010 ; Sugumaran, 2010).

Nécessaires au développement de I’organisme et a sa croissance pour réaliser ses
activités vitales (Mojarab-Mahboubkar et al., 2015; Yazdani et al., 2014), les protéines
jouent un role fondamental dans I’organisme de toutes les especes biologiques vivantes

connues (Mahler et al., 1968).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que 1’application de
I’HE de S. molle sur les adultes de R. dominica par fumigation, induit une perturbation

du contenu en protéines en 1’augmentant.

Des résultats similaires ont été observés chez les adultes de R. dominica traités a
I’azadirachtine (Tine et al., 2017), a I’Eucalyptus globulus et a I’Artemisia herba-alba
(Aref & Valizadegan, 2015) et chez les larves de Rhizotrogini traitées aux extraits

hydroalcooliques des feuilles de Nerium oleander (Madaci et al., 2008).

Par contre, les résultats de Bouguerra (2019) ont montré une diminution du contenu en
protéines suite au traitement des larves de moustiques par I’HE de T. vulgaris et O.
vulgare. De méme, les résultats de Guettal (2021) ont révélé cette reduction apres
traitement des adultes de S. granarius par I’huile de C. limonum, I’azadirachtine et leur

combinaison par fumigation et par ingestion.

L’augmentation du taux de protéines dans notre €tude peut €tre 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

régulation et de défense dans I’organisme tel que les enzymes, les hormones ... etc.
4.4.2. Effet sur le contenu en glucides

Les glucides forment un groupe de composés tres importants. Certains représentent
une source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable
(tréhalose), soit sous forme de réserves (glycogéne) ; d’autres ont un réle structural
(cellulose, chitine, acide hyaluronique) (Nation, 2008). Les taux de glycogéne et de
tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux événements physiologiques tels que

le vol, la mue, et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1967 ; Kaufmann & Brown, 2008).
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Nos résultats montrent une réduction significative des niveaux de glucides chez les
adultes de R. dominica traités par I’HE extraite de S. molle par fumigation. Des résultats
similaires ont été signalés par Guettal (2021), apres application de 1’huile de citrus et
de I’azadirachtine sur les adultes de S. granarius. Dris (2018) a noté une perturbation
des glucides totaux chez les larves et les pupes de Cx. pipiens traitées a I’huile du
basilic, de la menthe et de la lavande. De méme, Khosravi et al. (2011) a remarqué les
mémes observations chez les larves de Glyphodes pyloalis traitées avec 1'extrait d’A.

annua.

Dans les conditions de stress, plus de sucres pourraient étre métabolisés pour faire face
aux dépenses énergeétiques (Yazdeni et al., 2014). Cela pourrait étre la raison de

I'appauvrissement en carbohydrates chez les insectes traités.
4.4.3. Effet sur le contenu en lipides

Les lipides sont également des composants importants formés des acides gras, des
phospholipides et des stérols qui font partie intégrante des parois cellulaires des insectes
et contribuent également a d'autres fonctions (Chapman, 1998). 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
etal., 1981).

Les résultats obtenus dans notre étude, montrent que le traitement des adultes de R.
dominica par I’HE extraite de S. molle induit une diminution significative du contenu
en lipides. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Dris et al. (2017 b ; 2018)
qui ont constaté une réduction du contenu en lipides chez les larves et les pupes de Cx.
pipiens apres traitement au basilic, a la lavande et la menthe et par Guettal (2021) qui a
signalé la méme observation chez S. granarius suite au traitement par le citron et
I’azadirachtine. Des résultats similaires ont été observés également par Sharma et al.
(2011) qui ont rapporté que les teneurs en lipides chez les larves d'Anophélinés et de
Culicinés diminuent de 28,57% et de 25,0% respectivement apres traitement avec

I'extrait d'Artemisia annua.
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4.5. Effet du traitement sur les réserves énergétiques et le taux d’épuisement
Lorsqu’un organisme est soumis a un stress, il peut mettre en place des mécanismes

pour faire face a I’origine de ce stress, et réduire les dommages causés par ce dernier

(Forbes & Forbes, 1997 ; Horns & Hood, 2012).

La majeure partie des réserves énergétiques se trouve sous forme de lipides (Arrese &
Soulages, 2010). 90 % de ces lipides consistent en des triglycérides qui possédent un
pouvoir calorique par unité de poids supérieur a celui du glycogéne (Gnaiger, 1983).

En revanche, les réserves en glycogénes sont mobilisées au cours des cycles de mues et

de la métamorphose (Hamburger et al., 1996).

Les sucres représentent une source d’énergie pour les organismes vivants, soit
immédiatement utilisable (tréhalose), soit sous forme de réserves (glycogéne). Le taux
de glycogene et de tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux évenements
physiologiques tels que le vol, la mue, et la reproduction (Kaufmann & Brown, 2008).
Le tréhalose est la fraction la plus importante des glucides circulants. Il joue un réle
métabolique de premier plan dans le cycle de développement (Steele, 1981) et constitue
une source énergétique essentielle en libérant le glucose sous 1’action d’une enzyme, la
tréhalase. Sa concentration dans I’hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux
processus : son retrait pour les besoins énergétiques de 1’insecte et son stockage dans le

corps gras (Wyatt, 1967).

De nombreux travaux suggerent qu’un stress toxique, favorise 1’activation de certaines
voies métaboliques, qui se traduit par une réduction des réserves énergétiques (Koehn
& Bayne, 1989 ; Calow & Sibly, 1990).

Nos résultats ont montré une diminution significative des réserves énergétiques chez
les adultes de R. dominica traités par fumigation avec le Schinus molle et avec les deux
concentrations testées (CL 25 et CL sg). Des résultats similaires ont été noté chez les
adultes de S. granarius traités par fumigation ou par ingestion avec le citron et
1’azadirachtine appliqué seul et combiné et avec les deux concentrations testées (CL 25
et CL s50) (Guettal, 2021). Mé&mes observations ont été signalées chez Spodoptera
littoralis traité avec Azadirachta indica et Citrullus colocynthis (Rawi et al., 2011),
chez T. castaneum et C. maculatus traités avec les HEs de cardamome, cannelle et

muscade (Tarigan & Harahap, 2016), chez Plodia interpunctella traité avec Artemisia
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Khorassabica et Vitex pseudo-negundo (Borzoui et al., 2016) et chez Glyphodes
pyloalis exposé a un extrait d’Artemisia annua et Rosmarinus officinalis (Khosravi et
al., 2010; Yazdani et al., 2013). Plusieurs travaux réalisés sur les moustiques traités par
les huiles essentielles ont montré également cette perturbation (Dris, 2018 ; Bouguerra,
2019 ; Guenez, 2020, Seghier et al., 2020 ; Zeghib et al., 2020)

En revanche, les larves de Spodoptera littoralis traitées par les huiles d’Allium sativum
et de Citrus limonum ont montré une augmentation de la teneur en glucides (Ali et al.,
2017). Askar et al. (2016) ont signalé que 1’application d’huile de girofle chez les
adultes de S. oryzea, S. zemais et S. granarius a induit une élévation des niveaux de

lipides.

L’utilisation des lipides comme source d’énergie induit un phénoméne de lipolyse
permettant aux organismes de les dégrader afin de produire 1’énergie nécessaire a leur
métabolisme de base (réaction enzymatique, synthese moléculaire) (Gismondi, 2012a).
Chez Daphnia magna, les premiéres réserves énergétiques mobilisées au cours d’un

stress toxique sont les réserves lipidiques (De Coen & Janssen, 1997).

L’¢épuisement des lipides apres traitement aux produits toxiques pourrait étre dii a une
altération de leurs synthese (Klowden, 2007), a un dysfonctionnement hormonal qui
controle le métabolisme lipidique (Steel, 1981), a I’utilisation de ces réserves
métaboliques (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 1’énergie

(Wright, 1993 ; Steele, 1985).

Une réduction similaire de ces réserves énergétiques a été observée dans des études
antérieures portant sur différents types de facteurs de stress : environnemental (Muturi
et al., 2011), nutritionnel (Vantaux et al., 2016), chimique (Sneha, 2011; Rivero et al.,
2011) ou d’origine botanique (Senthilkumar et al., 2009; Vinayagam et al., 2008).

4.6. Effet des HEs sur les acides nucléiques
Les étres vivants sont constitués de certaines biomolécules complexes (acides
nucléiques et protéines) intervenant dans certains processus physiologiques notamment

la reproduction (Bergeron & Regnault, 1980).

L'exposition a des xenobiotiques, induit des changements dans le matériel genétique

ainsi que dans la protéosynthese car il a été prouvé que certains de ces molécules (par
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exemple, le DDT) agissent au niveau cellulaire et stimulent la transcription des génes.
Ces substances semblent affecter soit les histones ou les protéines acides qui sont

impliqués dans le controle de I'expression génétique (VIadmir et al., 1991).

Notre étude montre que les acides nucléiques chez les adultes de R. dominica traités a
I’HE de S. molle sont perturbés. Les résultats obtenus révelent une diminution du taux
d’ADN et une augmentation du taux d’ARN. Nos résultats peuvent justifier cette
perturbation par la synthése de I’ARN messager au cours de la transcription de I’ADN.
Par contre, plusieurs études ont signalé¢ une réduction du taux d’ADN et d’ARN, suite
a une exposition aux pesticides (Rathod et al., 2009). Chez Danio rerio (Cyprinidae),
la teneur en ADN semble étre affectée aprés I’action directe de la lambda-cyhalothrine
et I’extrait de neem (Nutan et al., 2010). L’application de certains régulateurs de
croissance tels que le RH-2485 et le RH-5992 a provoqué une élévation du taux d’ADN
au niveau des testicules des adultes d’Ephestia kuehniella (Bouzeraa, 2009). De plus,

Une augmentation du taux d’acides nucléiques a été enregistrée par Soltani-Mazouni &
Hami (2010) aprés traitement des femelles d’E. Kuehniella par le RH-5992. Les travaux
réalisés sur E. kuehniella ont montré que I’application du Lisinopril stimule la synthése

des acides nucléiques testiculaires et ovariens (Bensalem-Djidi, 2014).

4.7. Effet du traitement sur les enzymes digestives

L'intestin des insectes est différencié¢ en trois régions incluant 1’intestin antérieur,
l'intestin moyen et l'intestin postérieur. Parmi ces trois régions, I’intestin moyen a été le
plus étudié puisqu'il est le siége de la synthése et de la sécrétion des enzymes digestives,
mais aussi, un site de digestion et d'absorbation des nutriments (Shanbhage & Tripathi,
2009 ; Lemaitre & Miguel-Aliaga, 2013).
L'intestin moyen est également affecté par différents types de substances toxiques
conduisant a une perturbation de la croissance et du développement des insectes par le
biais de changements des événements physiologiques associés a la prise de nourriture,
I’absorption et la transformation des nutriments (Mordue & Blackwell, 1993).
Dans I’intestin, les enzymes digestives hydrolysent les macromolécules alimentaires en
des molécules plus petites facilitant ainsi leur absorption. Les protéines, I'amidon et les
triglycérides constituent la majorité des macromolécules alimentaires et sont hydrolysés
respectivement par les protéases, les amylases et les lipases. La synthese et la sécrétion

des enzymes digestives sont contr6lées durant le processus de digestion par différents
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mécanismes nerveux, hormonal paracrine et prandial (Lehane et al., 1995). La digestion
est également influencée par les conditions physico-chimiques de [l'intestin
principalement le pH (Douglas, 2013).

Plusieurs études ont montré que 1’alimentation est nécessaire a la stimulation des
activités digestives (Sibley, 1981; Broadway & Duffey, 1988). Dans le cadre de cette
¢tude, I’exposition des adultes de R. dominica, a des doses 1étales de I’HE de S. molle
a réduit I’activité spécifique de quatre enzymes digestives : a-amylase, chitinase, lipase
et protéase.

En effet, toute perturbation dans l'activité des enzymes digestives réduit I'acces aux
¢léments nutritifs indispensables au bon fonctionnement de 1°‘organisme. De plus, cette
réduction dans la capacité d'utilisation des nutriments peut se répercuter sur la
conversion de I'énergie nécessaire a la production de la biomasse et I'induction de
I'activité d'enzymes nécessaire a la détoxication (Tanzubil & McCaffery, 1990;
SenthilNathan & Kalaivani, 2005).

Les lipases jouent un role tres important dans le stockage et la mobilisation des lipides.
Ces enzymes interviennent également dans plusieurs processus physiologiques comme
la reproduction, la croissance et la défense contre les agents pathogenes (Lemaitre &
Miguel-Aliaga, 2013).

Les lipides sont essentiels pour toutes les formes de vie et ils remplissent un éventail
important de fonctions chez les insectes. Les principaux lipides chez les insectes sont
les triacylglycérols (TAGs), les diacylglycérols (DAG), les phospholipides, les
hydrocarbures et les esters de cire (Jurenka et al., 1988). Les triacylglycérols (TAGS)
constituent un composant lipidique majeur dans 1’alimentation des insectes et leurs
processus de digestion et d’absorption sont trés similaires a ceux des mammiferes
(Canavoso et al., 2004).

Nos résultats montrent que I’extrait de ’'HE de S. molle a réduit I’activité de lipase. Les
travaux de Senthil Nathan et al. (2006) ont montré que le traitement de Cnaphalocrocis
medinalis (Lepidoptera : Pyralidae), avec 1’azadirachtine a diminué considérablement
le niveau d’activité de la lipase dans I’intestin moyen. Les travaux de Zibaee & Bandani
(2010) ont montré que I’extrait d’A. annua a causé la réduction de 1’activité lipase chez
I’E. integriceps. Les effets de I'azadirachtine sur l'activité des lipases varient en fonction

de la dose appliquée ; plusieurs travaux montrent que le neem ou l'un de ces dérivés
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diminuent l'activité des lipases intestinales chez différentes especes d'insectes
(SenthilNathan et al., 2006 ; Zibaee & Bandani, 2009 ; Khorsravi & Sendi, 2013).
L'a-amylase est une enzyme endo-digestive hydrolyse les liaisons des polysaccharides
tels que I'amidon en maltose (disaccharide) et le glycogene en glucose (Terra &
Ferriera, 2005).

Nos résultats montrent que 1’huile du faux poivrier a réduit 1’activité amylase, ce qui
concordent avec plusieurs travaux. La réduction de 1’activité amylase sous I'effet de
I’azadirachtine a été rapportée chez P. americana (Paranagama et al., 2001), P.
interpunctella (Rharrabe et al.,2008), Glyphodes pyloalis (Khosravi & Sendi, 2013) et
Tribolium castaneunm (Sami, 2014). Selon Lai et al. (2014), I'azadirachtine réprimerait
I’expression des génes codant pour I’a-amylase au niveau de l'intestin moyen de D.
melanogaster.

Les expériences de Mehrabadi et al. (2011) menées sur quatre ravageurs de stocks, dont
C. maculatus, R. dominica, S. granarius et T. granarium, montrent que les extraits de
plantes ont provoqué une activité inhibitrice sur les o -amylases variant de prés de 4 %
a 95 % d'inhibition. Les extraits de D. stramonium et R. officinalis avaient la plus forte
activité inhibitrice d'amylase par rapport aux autres extraits, tandis que les extraits
méthanoliques de P. harmala et de T. vulgaris présentaient la plus faible activité
inhibitrice. Zibaee et al. (2008a) ont montré qu’avec 1’¢1évation des temps d’exposition

au traitement, I’activité de cette enzyme diminue chez les larves de Chilo suppressalis.

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-Ruiz
et al., 2009). Nos résultats montrent que I’HE de S. molle a réduit I’activité protéase.

L'application de 1’azadirachtine entraine également une diminution de cette activité
chez les larves et les adultes de D. melanogaster et ce avec un effet dose. Des résultats
similaires ont été rapportés chez P. americana (Paranagama et al., 2001) et G. pyloalis

(Khosravi & Sendi, 2013) traitées a 1’azadirachtine.

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 B-(1-4) des résidus de N-acétyl- B-D-glucosamine

(Merzendorfer & Zimoch, 2003) et interviennent dans la formation et la dégradation de
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la membrane périthrophique qui protege I'épithélium intestinal (Shen & Jacobs-Lorena,
1997).

La chitine est un biopolymere trés répandu dans la nature qui est produit par les insectes
en particulier. Elle est le composant majeur de la cuticule qui constitue I’exosquelette
chez les insectes. La chitine est également présente dans la matrice péritrophique,
couche protectrice de I’intestin moyen des insectes contre 1’attaque de pathogénes ou
de toxines (Merzendorfer & Zimoch, 2003).

Les inhibiteurs de chitinases constituent une voie prometteuse dans I'élaboration de
nouveaux bioinsecticides et une cible d'intérét dans le développement de moyens de
lutte alternatifs aux pesticides utilisés contre les ravageurs des cultures (Saguez, 2007).
Nos résultats montrent que I’HE de S. molle réduit I’activité chitinase. Des résultats

similaires ont été rapportés chez les larves et les adultes males et femelles de D.

melanogaster traités avec l'azadirachtine (Bezzar, 2016).

4.8. Effet du traitement sur les biomarqueurs
Les biomarqueurs sont des importants éléments d’évaluation des risques écologiques
liés a la pollution, qui mesurent l'interaction entre un systeme biologique et un agent

environnemental (Who, 1993).

L’acquisition de cette résistance est définie comme la capacité d’une espéce a tolérer
des doses de produit toxique habituellement létales (Ishaaya, 2001), pour survivre et se
reproduire (Magnin et al., 1985). Ce phénomene est assuré par un nombre de
mécanismes qui sont capables de détoxifier les xénobiotiques en métabolites moins

toxiques (Soderlund, 1997). Ces derniers sont classés en trois phases :

La phase | est d0 a une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un mécanisme
de résistance de moindre importance mais qui peut contribuer en association avec
d’autres a augmenter le niveau de résistance (Georghiou, 1994; Pasteur & Reymond,

1996; Taylor & Feyereison, 1996).

La phase Il relativement la plus importante, assure une bonne détoxification des
xénobiotiques. Il est lié a une augmentation du taux des diverses enzymes de
détoxification (Sodrlund, 1997) telles que les monooxygénases a cytochrome P450
(Kassi et al., 1994; Scott, 1999), I’estérase (Field et al., 1999; Zhu et al., 1999, Harold
& Oftea, 2000), la glutathion-S-transférase (Parapanthadara et al., 2000; Yu &
AboElghar, 2000; Sun et al., 2001), et la lactate déshydrogénase entre autre (Saleem &
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Shakoori, 1987; Ribeiro et al., 1999). Ce sont des enzymes qui introduisent des groupes
réactifs ou polaires dans les xénobiotiques (Bernhardt, 2006; Le Goff et al., 2003) et
offrent une protection initiale aux insectes contre les insecticides (\Werck-Reichhart &
Feyereisen, 2000; Le Goff et al., 2003; Bernhardt, 2006; Daborn et al., 2007).

Enfin, la troisiéme phase, aussi importante que la seconde, traite de 1’altération des sites
cibles et leur insensibilité aux insecticides. Parmi ces derniers, on note les canaux
sodium, les récepteurs GABA et surtout une enzyme du systéme nerveux,
I’acétylcholinestérase (Rufingier et al., 1999 ; Tomita et al., 2000 ; Siegfreid & Scharf,
2001).

Plusieurs travaux ont enregistré une inhibition ou une induction de [’activité de
différentes enzymes impliquées dans le processus de détoxification suite aux
traitements par les métabolites secondaires (\Valizadeh et al., 2013; Mahanta et al.,
2017). Ces deux types de réponses dépendent de I'évaluation du niveau d'exposition et
des effets toxiques de xénobiotiques sur I'organisme ainsi que la sensibilité de I’espéce
exposee (Sifi, 2009).

Dans ce sens et pour contribuer a une compréhension de ces mécanismes, nous avons
¢évalué ’effet d’une HE extraite de S. molle sur les principaux marqueurs enzymatiques
tels que I’AChE, glutathion S-transférases et son cofacteur, le glutathion chez une

espece de ravageur, R. dominica.

4.8.1. Effet du traitement sur ’activité spécifique de ’AChE

Pour assurer une transmission bréve et efficace au niveau du systeme cholinergique,
I’organisme a besoin d’un controle trés précis et efficace assurant 1’¢limination rapide
de ’ACh. Cette action est réalisée par une enzyme, 1’acétylcholinestérase (Massoulie
etal., 1993). L’hydrolyse conduit a la formation de choline, pouvant étre récupérée par
la membrane pré-synaptique et d’acétate afin de stopper la stimulation du récepteur et

par conséquent la repolarisation de la membrane (Charpentier et al., 2000).

L’AChE est une enzyme clé du systéme nerveux des insectes et représente un
biomarqueur de neurotoxicité largement utilisé pour identifier une exposition aux
insecticides anticholinestérasiques (Fulton & Key, 2001; Matozzo et al., 2005; Coppage
& Matthews, 1975). Cette enzyme est indispensable au bon fonctionnement des

synapses cholinergiques (Haubruge & Amichot, 1998).
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Si P’action de cette enzyme est bloquée, la membrane post-Synaptique se trouve
continuellement excitée (Haubruge & Amichot, 1998). L'augmentation de la
concentration d'acétylcholine dans le synapse et l'excitation excessive du systéeme
nerveux entrainent une liaison prolongée de I'acétylcholine (ACh) a son récepteur
postsynaptique, ce qui entraine une intoxication, notamment une agitation, une
hyperexcitabilité, des tremblements, des convulsions et une paralysie, aboutissant
finalement a la mort (Estrada Mandaca et al., 1998; Samuel & Laurent, 2005 ;
Braquenier, 2009 ; Rajashekar et al., 2014).

L’analyse des résultats obtenus au cours de notre expérimentation révele une diminution
de Pactivité de I’ AChE chez les adultes de R. dominica traités par I’HE de S. molle.

Plusieurs travaux ont montré une inhibition de I’activité de I’ AChE aprés traitement aux
huiles essentielles. Cette inhibition a été également démontrée chez les moustiques suite
a un traitement par ces huiles (Dris, 2018 ; Bouguerra, 2019 ; Guenez, 2020). Des
résultats similaires ont été signalés par Chaubey (2011; 2017), qui ont observé une
diminution de I’activit¢ de I’AChE chez deux ravageurs, Sitophilus zeamais et
Sitophilus oryzae aprés traitement avec les HEs extraites de deux plantes, Cuminum
cyminum et Piper nigrum. Rattan (2010) a examiné le mécanisme d'action des
métabolites secondaires des plantes sur les insectes et il a enregistré plusieurs
perturbations physiologiques, telles que l'inhibition d’acétylcholinestérase. Par ailleurs,
les HEs de Syzygium Aromaticum et de Xylopia aethiopica ont montré une inhibition
plus forte de I'AChE par rapport au BChE (Adefeghaa et al., 2015). Hu et al. (2015) ont
prouvé que le 1,8-cinéole inhibe I'activité de I'AChE et provoque une accumulation
excessive d'acétylcholine dans I'espace synaptique, ce qui pourrait étre lI'une des raisons

de la mort des larves de Sarcoptes scabiei var. cuniculi.

4.8.2. Effet de HE de schinus molle sur I’activité spécifique des GSTs

Les glutathion-S-transferases (GSTs) sont des enzymes multifonctionnelles
impliquées dans la phase 11 de détoxification ; catalysant la conjugaison du groupement
thiol du « glutathion réduit » a un grand nombre de xénobiotiques exogenes ou
endogenes modifiés en composes polaires (Jakoby & Habig, 1980; Liska, 1998;
Chelvanayagam et al., 2001 ; Nho & Jeffery, 2001; Boyer, 2006 ; Walters et al., 2009
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Sau et al., 2010; Ebadollahi et al., 2013). Ceci résulte en synthése d’un acide
mercapturique qui est ensuite facilement éliminable. Donc, le réle majeur du glutathion
est de convertir des composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement
excrétables (Habig et al., 1974).

Les GSTs des insectes sont classées en deux groupes, cytosolique et microsomal. Elles
sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et des muscles
alaires (Haubruge & Amichot, 1998). Elles permettent le développement de la
résistance envers les agents chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les
antibiotiques microbiens et jouent un réle important dans la physiologie du stress, le
transport intracellulaire et dans la biosynthése des hormones (Oppenoorth et al., 1977;
Kao & Sun, 1991; George, 1994; Sun et al., 2001 ; Board & Menon, 2013).

Les résultats obtenus au cours de notre étude révélent une augmentation significative
de ’activité spécifique de la GST chez les adultes de R. dominica traités par S. molle et
qui se traduit par une mise en place du processus de détoxification qui est une forme de
défense de I’insecte contre le pesticide (Clark, 1986). Par ailleurs, cette surproduction
peut étre due également a une modification d’un geéne régulateur contrélant le degré
d’expression de I’enzyme, et a une augmentation du nombre de copies du gene qui code

pour ces enzymes (Cédric, 2008).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez R. dominica traitée par
I’azadirachtine (Tine et al., 2017), chez les adultes de S. granarius traités par deux
biopesticides (azadirachtine et HE de C. limonum) (Guettal, 2021) et chez les larves L4
de Cx. pipiens traitées aux HEs de T. vulgaris, d’O. vulgare (Bouguerra, 2019) et au
basilic (Dris et al., 2017).

L’augmentation de Dl’activité spécifique des GSTs a aussi été notée chez d’autres
insectes traités, avec différentes formulations commerciales d’azadirachtine, comme
chez les larves de Xanthogaleruca luteola (Coléoptére) traités avec 1’Achook
(Valizadeh et al., 2013), chez les adultes de Blattella germanica traités avec
’azadirachtine (Tine, 2013) ou encore chez les larves de H. armigera (Lepidoptére)
traitées avec I’Huile de Neem (War et al., 2014).

Par contre, une réduction de I’activité des GSTs a été notée chez les larves de T.
castaneum traitées a 1’huile d’Agastache foeniculum (Ebadoallahi et al., 2013), chez les

larves de Cx. quinquefasciatus traitées a I’HE de Citrus grandis (Mahanta et al., 2017)

48




Discussion

et les larves de T. castaneum traitées aux HEs de six plantes : Allium sativum, Mentha
piperita, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris, Sesamum indicume et Chamaemelum
nobile (EI-Aziz et al., 2009).

Chez les insectes, I’augmentation de cette enzyme traduit une mise en place du
processus de détoxication qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide
(Clark, 1989), mais sa diminution peut &tre liée a I’implication de cette enzyme dans la
biosynthése des hormones et aussi dans le transport intracellulaire (Board & Menon,
2013; Enayati et al., 2005).

4.8.3. Effet du traitement sur le taux du GSH

Le glutathion est un tripeptide soluble dans 1’eau constitué de trois acides aminés ;
glutamate, cystéine et glycine, produit naturellement dans le corps (Meister &
Anderson, 1983; Noctor et al., 1998; Kim et al., 2005). Le glutathion est un
biomarqueur non-enzymatique qui joue un rdle majeur dans le processus de défense
intracellulaire. C’est le principal systéme impliqué dans la détoxification des ions
peroxydes et dans la lutte contre le stress oxydatif (Gannagé-Yared et al., 1998). Il
existe sous deux formes, oxydée GSSG et réduite GSH (Yu, 1994 ; Kizek et al., 2004 ;
Zehnalek et al., 2004). L’oxydation du glutathion réduit se fait par le glutathion
peroxydase et la réduction du glutathion oxydé par le glutathion réductase
(GannagéYared et al., 1998).

Une déficience en GSH expose les cellules a un risque de dommage oxydatif grace a la
fonction thiol (-SH) de la cystéine, le glutathion sous sa forme réduite est un composé
important pour le maintien de I'équilibre redox de la cellule. Cette fonction thiol peut
aussi fixer des fonctions électrophiles et sert donc a la détoxification de nombreux
pesticides qui contiennent une telle fonction (Habig et al., 1974). Certains insecticides
agissent sur un nombre trés limité d’espéces, en augmentant l'activité des différents

enzymes impliquées dans la détoxification (Lagadic et al., 1993).

L’analyse des résultats obtenus apres détermination du taux du GSH chez les adultes de
R. dominica, traités par I’HE de S. molle, révéle une diminution significative, ce qui est

en accord avec plusieurs travaux réalisés. Cette diminution traduit une réduction du
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systeme antioxydant non enzymatique par la consommation accrue de ce cofacteur par
les GSTs afin de detoxifier les bioinsceticides (Tine, 2013).

Les mémes observations ont été signalées chez les adultes de R. dominica (Tine et al.,

2017), B. germanica (Tine et al., 2015) traités a I’azadirachtine, chez les moustiques
traités par les HEs de T. vulgaris et O. vulgare (Bouguerra, 2018) et chez les adultes S.
granarius traités par le citron, 1’azadirachtine et la mixture avec un effet marqué de
’azadirachtine et du citron (Guettal, 2021). Les travaux de Dris (2018) ont montré que
les HEs extraites a partir de trois plantes L. dentata, M. piperita et O. basilicum
provoquent une réduction du taux de la GSH chez deux espéces de moustiques, Cs.
longiareolata et Cx. pipiens. Les mémes observations ont été faites chez S. oryzae et R.
dominica traités a I’HE de Gaultheria procumbens (Kiran & Prakash, 2015).

En revanche, les travaux de Singh et al. (2017) mettent en évidence une augmentation
du taux de la GSH chez S. oryzae exposée a I'anhydride 2,3-diméthylmaléique et chez

B. germanica traitée par différents traitements tels que 1’azadirachtine (Saci, 2006), le
spinosad (Meghlaoui & Mansouri, 2010), I’acide borique (Habes et al., 2006).
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Conclusion et Perspectives

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez deux espeéces de Coléoptere
ravageur des denrées stockées, Rhyzopertha dominica et Sitophilus granarius, 1’effet

d’une huile essentielle extraite de Schinus molle.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation et par ingestion ont permis de
déterminer les concentrations létales (CL2s et CLso). Le S. molle appliqué présente un
effet insecticide avec une relation dose-réponse avec un effet plus marqué sur R.
dominica. De plus, on note que 1’ingestion est le mode d’application le plus efficace par
rapport a la fumigation. Le test de répulsion réalisé par la méthode de la zone
préférentielle a permis de mettre en évidence le pouvoir répulsif de I’'HE de S. molle a
I’égard des deux espéces, avec un effet plus marqué chez S. granarius comparativement
a R. dominica. L’effet de cette HE a été évaluée sur plusieurs aspects de R. dominica:
la composition biochimique, les acides nucléiques, les enzymes digestives et les

biomarqueurs.

L’¢tude de la composition biochimique a montré que ce biopesticide appliqué par
fumigation, induit un épuisement des réserves énergétiques et une perturbation du

contenu en protéines chez les adultes de R. dominica.

Le S. molle (CLos et CLso) appliqué sur les adultes de R. dominica semble affecter
relativement les acides nucléiques par une diminution significative de la quantité

d’ADN accompagnée d’une augmentation de la quantité d’ARN.

Les activités spécifiques des enzymes digestives chez les adultes R. dominica sont
également perturbées sous 1’effet du faux poivrier. 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 neurotoxicité, indique que I’HE de S. molle a
un effet neurotoxique sur R. dominica via une diminution de ’activité spécifique de
I’AChE. De plus, cette huile provoque une réduction du taux de la GSH et une
augmentation de ’activité de la GST chez les traités comparativement aux témoins,

suggerant une induction du processus de détoxication.
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En guise des perspectives, nous recommandons de :

» Cibler d'autres ravageurs afin d'élargir le spectre d'action de cette huile ;

L)

X/
°

Evaluer I’effet de cette huile sur le potentiel reproducteur de R. dominica ;

X3

*

Déterminer le profil chimique de cette huile et tester ses composés actifs ;

X/
°e

Voir I'impact de cette huile sur la structure histologique du tube digestif pour

renforcer les résultats des enzymes digestives étudiées,

X/
°

En dernier lieu, nous suggérons des essais pilotes dans les entrep6ts de stockage

afin de mieux évaluer D’efficacité de ce traitement in Situ.
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RESUME

Cette présente ¢tude a pour but d’évaluer les activités insecticides d’une huile
essentielle extraite du faux poivrier, Schinus molle a 1’égard de deux espéces de
ravageurs, Sitophilus granarius et Rhyzopertha dominica. Les effets ont été examinés
sur la mortalité, les biomarqueurs enzymatiques (AChE, GSTs) et non-enzymatique
(GSH), les réserves nutritionnelles, les acides nucléiques et les enzymes digestives chez

R. dominica.

Le rendement en HE des feuilles de Schinus molle obtenue par hydrodistillation, affiche

une valeur de 0,75% de la matiére séche.

Les essais toxicologiques réalisés par fumigation et par ingestion ont révelé 1’activité
insecticide de cette huile avec une relation dose-réponse. De plus, I’HE de S. molle
appliquée par ingestion est plus efficace par rapport a la fumigation et R. dominica est
I’espéce la plus sensible. Le test de répulsion a permis de mettre en évidence le pouvoir

répulsif de ce traitement a 1’égard de R. dominica et S. granarius.

Par ailleurs, I’étude biochimique montre que le traitement provoque une augmentation
du contenu en protéines et une diminution des réserves énergétiques. De plus, il perturbe
le taux des acides nucléiques (ADN et ARN) chez les adultes de R. dominica.

Le S. molle perturbe également 1’activité des enzymes digestives chez les adultes traités
comparativement aux témoins. En effet, le traitement réduit 1’activité spécifique de

I’aamylase, de la chitinase, de la protéase et de la lipase.

L’activité enzymatique déterminée chez les adultes traités (CL2s et CLso) a I’huile
essentielle a révélé une activité neurotoxique et une induction du systeme de
détoxication, traduites par une inhibition de I'AChE et une augmentation de I'activité
des GSTs, respectivement. En outre, une diminution de la GSH a été enregistrée apres

traitement a I’HE.

Mots clés : Schinus molle, Huile essentielle, Sitophilus granarius, Rhyzopertha
dominica, Toxicité, Répulsion, Réserves énergétiques, Acides nucléiques, Enzymes

digestives, Biomarqueurs.
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ABSTRACT

The purpose of this study is to determine the effects of this biopesticide on the
mortality of Sitophilus granarius and Rhyzopertha dominica, continue with enzymatic
biomarkers (GSH and acetylcholinesterase) and non-enzymatic biomarkers (GSH),
nutritional reserves (proteins, lipids, carbohydrates), nucleic acid (DNA and RNA),

digestive enzymes (a-amylase, chitinase, lipase, protease) in R. dominica only.

The EO yield of Schinus molle’s leaves obtained by hydrodistillation is 0.75% of the

dry matter.

Toxicological tests revealed the insecticide activity of this treatment with a
doseresponse relationship, it is noted that S. molle applied by ingestion and also by
fumigation is more toxic to R.dominica compared to S.granarius. In addition, ingestion
is the most effective mode of application compared to fumigation. The repulsion test
demonstrated the repellence activity of this treatment against R. dominica and S.
granarius.

Moreover, the biochemical study shows that the treatment increases the protein content

and reduces the energy reserves.

Nucleic acid levels (DNA and RNA) were also disrupted after treatment of adults with
EO.

S. molle disrupts the activity of digestive enzymes in treated adults compared to
controls. The treatment reduces the specific activity of a-amylase, chitinases, proteases

and lipase especially at high concentration.

Finally, the enzymatic and non-enzymatic biomarkers determined in treated adults
(CL2s and CLso) revealed neurotoxicity reflected by a decrease in the AChE activity
and induction of the detoxification system, reflected by an increase in the GSTs activity

and a decrease in the GSH rate.

Keywords: Schinus molle, Essential oil, Sitophilus granarius, Rhyzopertha dominica,

Toxicity, Repulsion, Energy reserves, Nucleic acids, Digestive enzymes, Biomarkers.
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