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Les céréales et leurs dérivés constituent I’alimentation de base dans beaucoup de pays
en développement, particulicrement dans les pays maghrébins. En Algérie, les produits
céréaliers occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et dans 1’économie
nationale (Djermoun, 2009). En effet, la superficie consacrée a la céréaliculture est tres
importante, pour I’année 2018, elle est de ’ordre de 3 385 560 hectares avec une production
estimée a 41 millions de quintaux (Righi et al., 2019). Cependant, la production de céréales
est confrontée a des contraintes d’ordre pédoclimatique, socio-économique et biotique
(Djermoun, 2009; Waongo et al., 2013; Kara et al., 2020). Les efforts déployés en mati¢re de
développement de la céréaliculture et I’amélioration de la production demeurent insuffisants

sans une bonne conservation post-récolte (Cissokho et al., 2015; Aoues et al., 2017).

Le stockage constitue la phase essentielle du systeme post-récolte qui sépare les
récoltes de leur utilisation pour la consommation directe ou la premiére transformation (Cruz
et Diop, 1989). Pendant cette phase, les denrées stockées peuvent subir des pertes parfois
importantes causées par les insectes, les micro-organismes (principalement les champignons
et les bactéries), les acariens, les rongeurs et les oiseaux (Chomchalow, 2003), mais Ngamo et
al. (2007) stipulent que les dégats occasionnés par les insectes ravageurs sont les plus
importants et peuvent causer la perte totale d’un stock. D’apres Tefera et al. (2011), dans les
pays en développement, ces pertes post-récoltes dues aux insectes nuisibles et aux agents
pathogenes sont de 20 a 30%. Lors des études sur les pertes dans les systemes traditionnels de
stockage du mais au Togo, Pantenius (1988) a observé que les insectes étaient responsables de
80 a 90% des pertes. Dans les pays européens, la présence d’insectes ou de leurs fragments
dans les denrées alimentaires est intolérable par les consommateurs et peut entrainer une perte
sérieuse de la valeur marchande des denrées (Trematerra et al., 2011). L’action des insectes
est aggravée par les conditions climatiques favorables a leur développement et a
I’inapplication de techniques de stockage appropriées. Selon Gueye et al. (2011), les attaques

peuvent commencer aux champs ou intervenir uniquement dans les stocks.

Les insectes ravageurs s’attaquant aux denrées entreposées appartiennent
généralement a I’ordre des Coléopteres et des Lépidopteres (Waongo et al., 2013; Cissokho et
al., 2015). Ces insectes se classent en insectes ravageurs primaires qui sont capables de casser
I’enveloppe dure des grains (Trogoderma spp., Sitophilus spp., et Rhyzopertha dominica) et
en insectes ravageurs secondaires qui s’attaquent uniquement aux grains endommagés et

farine (Oryzaephilus, Cryptolestes, Cadra et Tribolium spp.) (Lee et al., 2002).
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Parmi les insectes ravageurs secondaires, les Tribolium spp. sont les ravageurs les plus
abondants dans le monde. Ces coléopteres causent des dommages considérables aussi bien a
I’état larvaire qu’a 1’état adulte, entrainant des pertes économiques élevées (Olsson et al.,

2006) .

Tribolium confusum est 1'un des principaux insectes présents dans les grains de
céréales et dérivés. Cet insecte infeste surtout les moulins, les silos et entrepots de stockage,
en s’alimentant et en contaminant les denrées par leurs excréments, les mues, les cadavres,
ainsi que les composés volatils émis, responsables de la mauvaise odeur des denrées infestées
(Timothy, 2009). Les adultes de 7. confusum pergoivent les stimuli environnementaux qui
peuvent étre attractifs ou répulsifs a travers leurs organes chimiosensoriels. L’olfaction ou la
détection des odeurs est une modalité sensorielle primordiale chez les insectes, car elle les
conduit a des sources de nourriture, a la rencontre des individus conspécifiques lors de
I’accouplement et du regroupement pour mieux exploiter des ressources (les phéromones
d’agrégation), a la localisation des prédateurs et d’un environnement défavorable, voir toxique

(Alabi et al., 2014).

L’utilisation d’insecticides par fumigation reste I'une des méthodes de lutte les plus
efficaces pour protéger les denrées entreposées contre les infestations d'insectes ravageurs
(Shaaya et al., 1997; Nattudurai et al., 2012). Certains insecticides, tels que la phosphine et le
sulfuryl fluoride, sont utilisés dans la lutte contre les insectes ravageurs des denrées stockées
(Lienard and Seck, 1994; Arthur, 1996; Campbell et al., 2010). Cependant, I’emploi intensif
et inconsidéré de ces insecticides a provoqué une contamination de la chaine alimentaire et
I’apparition d’insectes résistants (Bounechada et Arab, 2011). La résistance des insectes aux
pesticides de synthése est 1’un des principaux méfaits de 1’application répétée des produits
chimiques contre les ravageurs. Au Brésil, des populations de Tribolium castaneum, par
exemple, ont montré un fort degré de tolérance a la phosphine. Cette résistance s’explique par
la capacité de ces insectes a réduire leur taux de respiration (Pimentel et al., 2008). Il est donc
nécessaire de trouver des stratégies de protection alternatives naturelles et saines pour réduire

l'application des insecticides.

La recherche des méthodes alternatives de protection des denrées par 1’usage
des biopesticides d’origine végétale se présente aujourd’hui comme une alternative
prometteuse. L’usage des plantes indigeénes dans la conservation des récoltes a été pratiqué

avant méme [’apparition des insecticides de synthése, certains paysans africains utilisent des
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plantes a effet insecticide pour protéger les denrées alimentaires en stockage (Ndomo et al.,
2009; Gueye et al.,, 2011). Afin de limiter les attaques dues aux larves de la bruche
Acanthoscelides obtectus, les petits producteurs avaient coutume, par le pass¢, de mettre dans
les sacs de grains de haricots des plantes odorantes comme la menthe, 1’ail ou le laurier

(Regnault-Roger, 2011).

Les biopesticides formulés a partir des huiles essentielles des plantes aromatiques
constituent une piste sérieuse (Regnault-Roger, 1997; Al-Jabr, 2006; Ngamo et Hance, 2007).
L’efficacité¢ des huiles essentielles contre les insectes des denrées stockées a été démontrée
par les travaux de nombreux chercheurs (Kellouche and Soltani, 2004; Stamopoulos et al.,
2007; Kellouche et al., 2010; Haouas et al., 2012; Regnault-Roger et al., 2012; Hedjal-
Chehheb et al., 2013; Toudert-Taleb et al., 2014; Bounoua-Fraoucene et al., 2019; Kheloul et
al., 2020).

Les huiles essentielles sont des composés naturels, odorants, complexes et volatils.
Elles ont été largement utilisées pour leurs propriétés bactéricides, virucides, fongicides,
antiparasitaires, insecticides, médicinales et cosmétiques (Bakkali et al., 2008). Plus de 2000
especes de plantes appartenant a 60 familles botaniques sont connues pour leurs propriétés
insecticides. Ces huiles peuvent agir comme fumigants, insecticides de contact, répulsifs, anti-
nutritionnels, et peuvent également affecter la reproduction chez les insectes (Ebadollahi et
Sendi, 2015). Les monoterpenes sont les principaux constituants de nombreuses huiles
essentielles, il a ét¢ démontré qu’ils possédent une activité insecticide et causent la mort des
insectes en inhibant 1’activit¢ de [’acétylcholinestérase au niveau du systéme nerveux
(Houghton et al., 2006). Les huiles essentielles et leurs métabolites secondaires sont des
alternatives potentielles aux fumigants de synthése, car ils ne laissent pas de résidus toxiques
dans la nature et ils ont une faible toxicité pour les mammiféres et I’homme (Isman, 2000;

Rozman et al., 2007) .

Notre travail de theése s’inscrit dans la recherche de moyens de lutte naturels contre un
redoutable insecte ravageur des grains stockés, 7. confusum, par 1’utilisation des huiles
essentielles et des monoterpenes. A cet effet, nous nous sommes proposés d’étudier dans un
premier temps, la biologie du coléoptére sur différents substrats alimentaires et ceci dans le

but de mieux le combattre.
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En deuxiéme lieu, nous avons réalisé des essais toxicologiques par fumigation avec
quelques huiles essentielles de la famille des Lamiacées et des Myrtacées ainsi que des essais
avec deux monoterpenes, I’eucalyptol et le linalool, qui sont les composés majoritaires de
certaines huiles testées, afin de déterminer la toxicité de ces molécules contre différents stades
de développement de I’insecte dans les conditions de laboratoire. Il s’agit d’identifier des
substances potentiellement utilisables dans la lutte contre 7. confusum et aussi de déterminer
si nos traitements affectent tous les stades testés et si il y’a une différence entre I’effet toxique

de I’huile essentielle et de son compos¢€ majoritaire.

Et en dernier lieu, nous avons étudié le comportement de 1’insecte en réponse aux
effets de I’huile essentielle de Lavandula spica a des doses sublétales, a son composé
majoritaire, le linalool, ainsi qu’aux phéromones d’agrégation, par [’utilisation d’un
olfactometre a 4 voies afin de déterminer I’attractivité et la répulsivité de ces molécules
bioactives. De plus, nous avons examiné les effets d’interaction entre des signaux répulsifs
d’origine végétale (L. spica et linalool) et les signaux attractifs intraspécifiques chez T.

confusum.

La thése est organisée en cing chapitres dont les deux premiers portent respectivement
sur une revue bibliographique relative a I’insecte ravageur et aux huiles essentielles. Le
chapitre 3 est consacré a 1’étude de la biologie de 7. confusum sur trois substrats alimentaires.
Dans le chapitre 4, nous avons étudié la toxicité de plusieurs huiles essentielles et de deux
monoterpenes sur les différents stades de développement de 7. confusum. Le chapitre 5 est
consacré a 1’étude du comportement de 7. confusum en réponse aux stimuli olfactifs. Nous

cloturons ce travail de recherche par une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre 1 L’insecte modéle: Tribolium confusum

1. Introduction

Les Tenebrionidae constituent 1’'une des plus vastes familles du régne animal,
comprenant plus de 15000 especes décrites dont environ 600 sont associées aux produits
stockés (Singh et Prakash, 2015). Le régime alimentaire des Tenebrionidae, bien qu’assez
varié, est avant tout saprophage, mais les régimes carnivores ou nécrophages sont également
relativement courants au sein de la famille (Delobel et Tran, 1993). Les Tribolium
appartiennent a la famille des Tenebrionidae, ils sont parmi les plus importants ravageurs des

produits stockés (Rees, 2004).

Le genre Tribolium inclut 36 especes décrites qui sont réparties dans cinq groupes en
fonction de leur distribution géographique et de quelques caractéres morphologiques. Le
groupe castaneum inclut 10 especes distribuées a travers le sud et le sud-est de I'Asie, le
groupe myrmecophilum connu d’Australie avec seulement deux espéces, le groupe confusum
d’Afrique contient 14 espéces, le groupe alcine comprenant trois espeéces endémiques au
Madagascar et en dernier lieu, le groupe brevicornis qui se trouve au nord et au sud de
I’Amérique avec 7 especes (Angelini et Jockusch, 2008). Selon les mémes auteurs, seulement
10 especes de Tribolium sont connues pour coloniser les denrées entreposées. Par contre,
Balachowsky (1962), Watt (1974) et Rees (2004) rapportent que les deux espéces du genre
Tribolium qui causent les dégats les plus importants aux denrées stockées sont Tribolium

confusum et Tribolium castaneum.

2. Présentation de I’espéce modéle Tribolium confusum

2.1. Position systématique

T. confusum est un insecte ravageur secondaire incapable de casser 1’enveloppe dure
des grains entiers, cet insecte s’attaque principalement a la farine, la semoule et aux grains
endommagés par d’autres insectes ou par la récolte mécanique (Ozkaya et al., 2009). Selon

Watt (1992), Soldati et Soldati (2003), 7. confusum est classée comme suit :

Embranchement : Arthropoda

Sous-embranchement : Hexapoda

Classe : Insecta

Ordre : Coleoptera

Famille : Tenebrionidae

Sous-famille : Tenebrioninae

Tribu : Triboliini

Genre : Tribolium

Espéce: Tribolium confusum (Duval, 1868)
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2.2. Origine et répartition géographique
Selon Dawson (1977), T. confusum est une espeéce d’origine africaine probablement
d’Ethiopie, quant a 7. castaneum, elle est originaire d’Inde. Ces especes sont devenues
cosmopolites par le commerce. Les Tribolium ont longtemps ¢été¢ associés a des produits
stockés, comme en témoignent les restes de 7. confusum trouvés dans des jarres contenant de

la farine et des grains de céréales, dans un tombeau égyptien, il y’a environ 2500 ans avant

Jésus-Christ (Good, 1936; Chaddick et Filce Leek, 1972; Rees, 2004).

Delobel et Tran (1993) rapportent qu’en dehors des lieux de stockage, 7. confusum est
occasionnellement rencontrée sous les écorces des arbres ou il se nourrirait de coléopteres
xylophages, des Bostrichidae, ainsi que dans les nids d’abeilles sauvages. Ces insectes ont
réussi a coloniser les stocks grace a une plasticité phénotypique considérable leur permettant

de s’adapter aux variations de I’environnement (Fedina et Lewis, 2008; Lewis et al., 2012).

2.3. Description des différents stades de développement de I’insecte

2.3.1. Les ceufs (fig. 1)

Les ceufs sont de couleur blanchatre, presque transparente, de forme oblongue, trés
petit environ 0,60 mm de longueur et 0,35 mm de largeur. Au moment de la ponte, ils sont
recouverts d'une substance visqueuse qui leur permet d'adhérer aux petites particules, ce qui
les rend difficiles a distinguer dans la farine (Good, 1936). Les ceufs sont pondus
individuellement et dispersés dans la farine, mais peuvent étre fixés sur la face interne d’un

récipient (Good, 1933).

Figure 1. Les ceufs de 7. confusum enrobés de particules de farine (G: 40x2) (O L.
Kheloul)
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2.3.2. Les larves (fig.2)

La jeune larve (L1) de Imm environ, d’abord de couleur blanche, devient
progressivement jaune. Elle est trés allongée, de forme cylindrique et presque glabre. Elle
posséde une paire de prolongements abdominaux appelés urogomphes et trois paires de pattes,
leur corps est couvert de nombreuses soies. Les larves subissent 7 a 8 mues au fur et & mesure
qu’elles se développent. A 1’achévement de leur croissance, les larves agées atteignent
environ 6 2 7 mm de long, elles perdent progressivement leur mobilité et se transforment en

nymphes (Fleurat-Lessard, 1982).

F

Figure 2. Les larves de T. confusum (G: 20x2) (© L. Kheloul)
2.3.3. Les nymphes (fig.3)

Une fois formée, la nymphe est de couleur blanche ou semi-translucide, mais peu de
temps apres, les segments thoraciques et abdominaux deviennent plus distincts et prennent
plus tard une couleur créme pale. La nymphe est immobile et mesure environ 3,6- 4,6 mm de
long. Les pattes, les pointes des mandibules et les urogomphes prennent une couleur brun

foncé, lorsque les pupes sont presque matures (Ho, 1969).

Figure 3. Les nymphes de T.cofusum (G: 20%x2) (© L. Kheloul)
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Le sexe des adultes de 7. confusum peut €tre déterminé au stade nymphal. La nymphe
femelle posséde a la face ventrale, au dessus de la paire d’urogomphes a extrémité trés aigue
et brun foncé, deux petites cornes qui, chez le male se réduisent a une 1égére protubérance

déprimée au centre (figure 4) (Brown et al., 2009; Shukla et Palli, 2012).

Figure 4. Extrémité¢ abdominale de deux nymphes femelle (a) et male (b) de 7. confusum
indiquant les urogomphes (fleche bleue), les cornes et la protubérance (fleche rouge) (G:
40x6,5) (© L. Kheloul).

2.3.4. L’imago (fig.5)

A son émergence, 1I’imago est de couleur brun clair, la pigmentation du corps
augmente rapidement au cours des premieres 24 heures (Soliman, 1987). T. confusum est une
espece de couleur brun-rouge mesurant moins de 4 mm, a intervalles des ¢€lytres nettement
peu carénés, non costiformes ventralement, 1’espace interoculaire tres large, de 2,5 fois la
largeur de I’ceil, le canthus des joues trés saillant au-dessus des yeux, la ponctuation du
pronotum fine et espacée, non réticulée latéralement, les antennes sans véritable massue,

progressivement €paissies vers 1’extrémité (Calmont et Soldati, 2008).

Figure 5. L’imago de 7. confusum vue ventrale (a) et vue dorsale (b) (G: 40x2) (© L.
Kheloul)
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T. confusum possede des ailes membranaires bien développées, mais elle n’a jamais
¢été vue voler, contrairement a 7. castaneum qui est une bonne voiliere (Robinson, 2005). Une
¢tude récente a montré que la plupart des vols de 7. castaneum se produisent au crépuscule, a
partir d'une ressource abondante de bonne qualité qui répond a toutes les exigences

individuelle et de la population (Rafter et al., 2019).

T. confusum est trés proche morphologiquement de 7. castaneum, cependant certains
détails permettent une séparation des deux especes: chez 7. castaneum, les trois derniers
segments antennaires forment une massue distincte, I'espace entre les yeux est relativement
plus étroit en vue ventrale, environ 33% de la largeur de la téte (Rees, 2004). Selon Sokoloff
et Lerner (1967), lorsque les deux espéces 7. confusum et T. castaneum se trouvent dans le
méme environnement, ils peuvent coexister mais seulement a une faible densité¢ de

population.

Le dimorphisme sexuel chez le 7. confusum et T. castaneum se caractérise par la
présence d’une glande sétifere sur la face ventrale du fémur male, une structure qui est
absente chez la femelle (Hinton 1942; Faustini et al., 1981; Bousquet 1990). Hinton (1942)
souligne que chez 7. confusum, cette structure trés petite (0,03mm) est difficilement
observable et que 1’utilisation de ce critére d’identification pour le sexage d’un grand nombre

d’individus n’est pas praticable.
2.4. La biologie de ’insecte

Les Tribolium sont des insectes holométaboles qui passent par une métamorphose
complete durant laquelle les stades immatures ne ressemblent pas au stade adulte (Shanholtzer
et Lumsden, 2012). D’apreés Dawson (1964), les adultes de 7. confusum peuvent commencer a
s’accoupler de 17 a 20 heures apres leur émergence. L’accouplement se produit fréquemment
a des moments différents de la journée (Stanley et Grundmann, 1965) et la copulation dure de
1 4 2 minutes (Wojcik, 1969). La femelle commence a pondre des ceufs fertiles, 114 a 126
heures apres la fécondation (Dawson, 1964). Chaque femelle peut pondre, en moyenne, 150-
600 ceufs (jusqu'a 900 enregistrés), a une température de 25 ° C et 32 ° C, respectivement; la
femelle pond 2-11 ceufs par jour pendant plusieurs mois et 1’éclosion nécessite 2 a 3 jours

sous les conditions optimales de température 35° C et 75% d’humidité relative (Hill, 2002).



Chapitre 1 L’insecte modéle: Tribolium confusum

La durée du stade larvaire est environ 15 a 20 jours et le nombre de stades larvaires
varie de 6 a 11, mais il est généralement de 8. L’émergence des adultes a lieu environ 5 a 7
jours apres la nymphose (Mueller et Joshi, 2000). D’aprés Robinson (2005), les conditions
optimales pour le développement de 7. confusum sont de 32,5° C et 70% d’humidité relative,

le cycle est complété en 25 jours.

Il peut y’avoir 5 générations successives par an chez 7. confusum (Drees et Jackman,
1998). Les adultes vivent pendant 6 mois ou plus (jusqu'a 3 ans), les femelles pondent des
ceufs pendant plus d’un an, les males de 7. confusum, a 20-27°C, vivent 634 jours et les
femelles, 447 jours (Robinson, 2005). Ces insectes manifestent souvent des instincts
carnivores et de cannibalisme, surtout si la densité de population est élevée. Les adultes ainsi
que les larves agées consomment principalement les nymphes et les ceufs (Sokoloff et al.,

1980; Alabi et al., 2008).
2.5. Les ennemis naturels des 7ribolium

Good (1936) a signalé une coccidie du genre Adelina qui affecte seulement les larves,
les pupes et les adultes de 7. confusum et T. castaneum. En quelques mois seulement, la
maladie peut exterminer une culture entiere de Tribolium. Le méme auteur a signalé deux
acariens : Acarophenax tribolii qui s’attaque beaucoup plus aux adultes, mais infeste
¢galement les ceufs et les stades larvaires et Pediculoides ventricosus qui s’attaque aux adultes
et parfois aux stades immatures de Tribolium. L’auteur signale également deux hyménoptéres
parasites de la famille des Bethylidae, Rhabdepyris zea et Sclerodermus immigrans et un

coléoptere, Tenebroides mauritanicus, dont les adules s’attaquent aux larves de Tribolium.

3. Dégats causés par T. confusum

Selon Brette (2001), 7. confusum est nuisible aussi bien a I’état larvaire qu’a 1’état
adulte. Les larves et les adultes souillent complétement la denrée par leurs excréments, les
exuvies des mues larvaires ainsi que les fragments d’insectes (figure 6). Cet insecte peut
¢galement provoquer des réactions allergiques (Alanko et al., 2000). Les denrées contaminées
prennent une odeur désagréable et une coloration rositre qui proviennent des quinones

sécrétées par les glandes abdominales des adultes (Lis et al., 2011).
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Chapitre 1 L’insecte modéle: Tribolium confusum

T. confusum est une espece polyphage, qui se nourrit de céréales, de farine, d’haricots,
d’épices, de pates et de nombreux autres produits. Les denrées ainsi contaminées créent des
conditions favorables a la croissance des moisissures, ce qui diminue leur valeur nutritive et

par conséquent entraine des pertes économiques majeures (Nowaczyk et al., 2009).

Il a été estimé que les pertes économiques causées par les ravageurs des produits
stockés peuvent varier de 1,25 & 2,5 milliards de dollars par an aux Etats-Unis (Flinn et al.,
2007). T. confusum diminue également le taux de germination en se nourrissant du germe de

bl¢ et de 1'endosperme (White et Demianyk, 1996).

Exuvies larvaires

Semoule saine Semoule contaminée

Figure 6. Dégats de T. confusum sur la semoule (© L. Kheloul)

4. Lutte

Face a l'ampleur des dégats causés par ces coléopteres, plusieurs méthodes de lutte
sont utilisées pour maintenir le niveau des attaques a un seuil économiquement acceptable. La
maitrise de la prolifération des insectes lors du stockage passe par un ensemble de méthodes

de lutte préventive et curative.

D’apres Longstaft (1994), une aération bien contrdlée et une hygieéne efficace permettent
de réduire les problémes liés aux ravageurs des grains stockés. Une fois qu'un silo de grains a
été vidé, les infestations résiduelles doivent étre éliminées avant une nouvelle réception de
grains. De plus, la détection des infestations par les insectes dans les structures de stockage est
cruciale dans la gestion des produits stockés et ceci par 1’utilisation de plusieurs techniques

comme |'échantillonnage manuel, les picges, le tamisage, les rayons X, etc (Kumar, 2017).
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Chapitre 1 L’insecte modéle: Tribolium confusum

La sélection de variétés résistantes est une méthode de lutte trés intéressante dans le
but de limiter les pertes. Sur 15 variétés de blé testées, seule la variété Barani-70 s’est

montrée résistante a 1’égard de 7. castaneum (Ali et al., 2011).

La lutte chimique reste la méthode la plus fréquemment utilisée. Les insecticides
disponibles pour le stockage des grains sont les produits chimiques de contact et les fumigants
(Mohapatra et al., 2015). La fumigation est l'une des méthodes les plus efficaces dans
lesquelles les insectes nuisibles sont exposés a un environnement gazeux toxique (Upadhyay
et Ahmad, 2011). Le gaz a la capacité de pénétrer profondément a ’intérieur des grains et
tuent tous les insectes, méme les formes cachées comme les larves, nymphes et adultes pré-
émergents (Mohapatra et al., 2015). Apreés le retrait du bromure de méthyle au niveau
mondial, en raison de sa nocivité¢ a 1’égard de la couche d’ozone et I’homme, la phosphine
(PH3) est devenue le fumigant universel de la désinsectisation des lots de grains et graines
dans la plupart des pays développés (Bell, 2000). La lutte chimique, malgré son efficacité, se
heurte a de nombreux problémes liés a son cofit élevé, aux risques encourus pour la santé
humaine et animale, a I’apparition d’insectes résistants, aux résidus laissés dans les denrées et

dans I’environnement (Lienard et Seck, 1994).

Des moyens physiques peuvent étre également associés a l’usage raisonné des
pesticides en tant que mesures préventives complémentaires. Arthur et Puterka (2002) ont
démontré D’efficacité de 1’utilisation de films de particules a base de Kaolinite pour lutter
contre 7. castaneum et T. confusum. De méme, Sabbour et Abd El- Aziz (2015) ont démontré
au laboratoire, ’efficacité des nanoparticules de la terre de diatomée contre les larves et les

adultes de T. confusum et de T. castaneum.

L’irradiation par des rayons gamma est une méthode de lutte physique utilisée contre
de nombreux insectes des denrées; selon les doses appliquées, elle stérilise ou tue ces
ravageurs (Hallman, 2013). Tungbilek et al. (2003) ont rapporté que les larves et les adultes
de T. castaneum sont complétement éliminés par irradiation a la dose 100 Gy. De méme,
Ayvaz et al. (2002) n’ont trouvé aucun adulte de 7. confusum vivant, 30 jours aprés une

irradiation a la dose 140 Gy.

Par ailleurs, Upadhyay et Ahmad (2011) ont montré qu’un traitement thermique des
grains a une température de 55 - 65°C pendant 10 a 12 h peut tuer tous les stades de vie des
ravageurs des grains stockés, de méme que les basses températures réduisent le

développement des insectes et tuant un grand nombre de stades immatures.
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Chapitre 1 L’insecte modéle: Tribolium confusum

Le recours a la méthode de lutte biologique par 1’utilisation de parasitoides, parasites
et prédateurs, est également utilis¢é comme moyen alternatif a 1’usage des pesticides, ce mode
de lutte a été particulicrement étudié en Afrique dans le cas de la bruche du niébé.
L’introduction d’espéces comme Dinarmus basalis (Hymenoptera: Pteromalidae) et
Eupelmus vuilleti (Hymenoptera : Eupelmidae) dans les greniers a permis de limiter les

populations de Callosobruchus maculatus au Togo (Gueye et al., 2011).

Abd El-Aziz (2011) rapporte que I’hémiptere Xylocoris flavipes est un prédateur
cosmopolite de différents insectes ravageurs des denrées stockées a savoir : 7. castaneum, T.
confusum, Crytolestes pusillus, Rhyzopertha dominica et Trogoderma granarium et que son
introduction dans un entrepot d’arachide a entrainé la suppression de 90 a 98% de T.
castaneum. Une autre méthode de contrdle biologique contre les adultes de 7. castaneum est
I’infection de ces derniers par le champignon Beauveria bassiana. Une dose de 2x10°
conidies/g est responsable de 80% de mortalité, apres 21 jours de traitement (Rice et Cogburn,

1999).

D’autres méthodes de lutte alternatives aux pesticides ont été utilisées contre les
Tribolium et consistent en I'utilisation des phéromones dans la surveillance et la détection des
infestations dans les grains stockés, et la perturbation de la communication ainsi que de la

reproduction ou bien leur piégeage en masse par des appats (Upadhyay et Ahmad, 2011).

Les IGR (Insect Growth Regulators) ou régulateurs de la croissance des insectes sont
utilisés dans le controle de différents insectes ravageurs des grains stockés. Deux IGRs,
I’hydroprene et le méthopreéne, appliqués a des grains de blé et de mais, a des concentrations
allant de 2 a 10 ppm, ont réduit efficacement les populations F1 de 7. confusum (McGregor et
Kramer, 1975). Kellouche et Soltani (2006) ont mis en évidence I’impact d’un autre IGR

(I’hexaflumuron) sur le développement et la reproduction de C. maculatus.

L’utilisation des biopesticides d’origine végétale est largement adoptée contre les
insectes ravageurs des denrées stockées. Ces biopesticides peuvent étre utilisés sous forme
d’extraits de plantes, de poudre, de cendres, de plantes entieres, d’huile végétale ou d'huiles

essentielles (Kumar, 2017).
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Chapitre 1 L’insecte modéle: Tribolium confusum

Les huiles essentielles font partie, ces derniéres années, des voies les plus explorées
dans la régulation des ravageurs, elles sont utilisées pour leurs activités de contact et
inhalatoire (Gueye et al., 2011). Khani et Asghari (2012) ont démontré la toxicité par
fumigation des huiles essentielles d’Achillea wilhelmsii et de Mentha longifolia contre T.

castaneum avec une LCsode 10,02 et 13,05 ul/L d’air, respectivement.

Par ailleurs, I’étude menée par Tripathi et al. (2000) a montré une action toxique,
répulsive et inhibitrice de la croissance de I’huile essentielle d’Artemisia annua contre deux
insectes des denrées stockées, 7. castaneum et C. maculatus. De méme, les extraits de plante
d’Ocimum sanctum, Cardiospermum halicacabum et M. longifolia ont montré un effet
répulsif contre 7. cataneum (Srinivasan et al., 2014). Abbasipour et al. (2012) ont démontré la
toxicité par fumigation de I’huile essentielle de Cinnamomum zeylanicum sur C. maculatus, T.
castaneum et Ephestia kuehniella, avec des LCsy en 24h de 443,17 ; 7559 et 2,87 ul/L,

respectivement.

Gueye et al. (2011) soulignent enfin la nécessité d’une gestion intégrée des denrées
stockées basée sur la combinaison de plusieurs procédés de lutte afin de circonscrire I’activité

des insectes ravageurs.
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Chapitre 11 Généralités sur les huiles essentielles

1. Introduction

Au cours de I'histoire, de nombreuses civilisations ont utilisé les huiles essentielles et
les parfums a des fins diverses, notamment pour des cérémonies religieuses ou comme agents
thérapeutiques contre les maladies infectieuses. Les anciens Egyptiens, par exemple,
utilisaient les huiles essentielles dans plusieurs domaines, en médecine, en parfumerie et lors

de ’embaumement des morts (Rios, 2016).

En ce qui concerne 1’adjectif «essentielles», qui qualifie ces huiles, il nous vient de
Paracelse, un chimiste et médecin suisse du XVI® siécle qui ne voulait extraire de la plante
que la partie active. Il voyait dans I’huile essentielle la composante la plus élevée d’une
plante, composante apte, selon lui, a entrer en contact et a communiquer avec la partie la plus

noble de I’étre humain (Buronzo, 2008).

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supérieurs avec environ 17 500
especes aromatiques. Les genres capables de produire des huiles essentielles sont répartis dans
un nombre limit¢ de familles, exemple : Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae,

Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae, Zingiberaceae, etc (Bruneton, 2009).

2. Définition et caractéristiques

Une huile essentielle est le résultat de la distillation a la vapeur d’eau des plantes ou
des arbres aromatiques pour en extraire 1’essence. C’est une substance qui ne contient aucun
corps gras et est constituée uniquement de molécules aromatiques volatiles. Les huiles
essentielles sont liquides, volatiles, odorantes, de couleur trés variable selon la partie de la
plante qui a servi a la distillation, elles sont solubles dans les solvants organiques et leur
densité est en général inférieure a celle de I’eau, a I’exception des huiles essentielles de la

cannelle et des clous de girofle qui sont 1égerement supérieures a 1 (Huete, 2012).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux: les fleurs
(bergamotier), les feuilles (eucalyptus), dans des écorces (cannelier), des bois (bois de rose,
santal), des racines (vétiver), des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruits (anis, badiane),
des graines (muscade). Si tous les organes d’une méme espece peuvent renfermer une huile

essentielle, la composition de cette derniére peut varier selon sa localisation (Bruneton, 2009).
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La synthese et le stockage des huiles essentielles se fait dans des cellules sécrétrices
spécifiques. Les cellules sécrétrices sont rarement a I’état isolé, mais le plus souvent
regroupées dans des poches (Myrtacées, Rutacées), dans des canaux sécréteurs (Apiacées,
Composées) ou dans des poils sécréteurs (Lamiacées). Ces cellules sont le plus souvent a la

périphérie des organes extérieurs de la plante (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

Les huiles essentielles jouent un réle de défense de la plante contre les agressions
extérieures en inhibant la multiplication de bactéries et de champignons. Elles peuvent
¢galement attirer certains insectes pour favoriser la dispersion des pollens et des graines ou en

repousser d'autres indésirables (Bakkali et al., 2008).
3. Extraction des huiles essentielles

En général, les huiles essentielles peuvent étre obtenues au moyen de la distillation a
la vapeur ou I’hydrodistillation a partir de différentes parties de la plante, y compris la plante
enticre. Les plantes peuvent tre fraiches, partiellement déshydratées ou séchées, mais dans le
cas des fleurs, elles doivent étre fraiches. D'autres procédés d'obtention d'huiles essentielles
comprennent I’expression a froid et l'enfleurage, ainsi que des techniques plus modernes telles

I’extraction assistée par les micro-ondes (Li et al., 2014).

D’apres Koul et al. (2008), la quantité d'huile essentielle trouvée dans la plupart des

plantes est de 1 a 2%, mais elles peuvent contenir des quantités allant de 0,01 a 10%.

Une fois extraite, I’huile essentielle doit étre conservée a 1’abri de ’air, en présence
d’un gaz inerte tel que ’azote, et de la lumiére, dans des flacons propres et secs, métalliques
(aluminium ou acier inoxydable) ou en verre teinté, a froid (de préférence a +4°C) et ceci
pour éviter la formation des produits d’oxydation, notamment les peroxydes (Kaloustian et

Hadji-Minaglou, 2012).

4. Controle chromatographique des huiles essentielles

La méthode d'identification la plus couramment employée, dans I'¢tude des ardmes et
des huiles essentielles, fait appel a la chromatographie en phase gazeuse (GC) (Lucaccion et
al., 1993). Le role du chromatographe est de séparer les constituants d’un mélange. La
chromatographie en phase gazeuse est réservée a 1’analyse de composés relativement volatils
et thermiquement stables, elle est constitué de trois €léments: un injecteur, une colonne

capillaire située dans un four et un détecteur (figure 7).
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L’injecteur est une zone chauffée ou 1’échantillon est introduit en solution au moyen
d’une seringue puis vaporisé et mélangé au gaz vecteur (hélium), ce gaz constitue la phase
dite "mobile". Son rdle consiste a véhiculer les analytes depuis 1’injecteur jusqu’au détecteur
via la colonne analytique dont la paroi interne est recouverte d’un film chimique ou phase
stationnaire. Les molécules sont séparées dans le temps car elles migrent dans la colonne avec
des vitesses différentes, le temps de parcours de chaque analyte étant fonction de sa volatilité
et des interactions qui s’exercent entre la molécule et le film chimique. Les analytes sont
détectés a leur sortie de la colonne. Chaque molécule est caractérisée par un temps de
rétention qui correspond au temps écoulé entre I’injection de ’analyte et I’instant de son

arrivée au détecteur (Bouchonnet, 2009).

La possibilité de coupler les chromatographes a divers spectrometres (infra-rouge a
transformée de Fourier, SM) augmente considérablement la quantité et la qualité des
informations obtenues. En CPG-SM ou GC-MS, I’identification se fait grace a la comparaison
informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs « librairies » de référence
(Bruneton, 2009). La GC-MS est aujourd’hui a son apogée et trouve des applications dans des
domaines aussi variés que l’industrie agroalimentaire, la médecine, la pharmacologie ou

I’environnement (Marriott et al., 2001).

gaz
vecteur
chambre
d'injection Il détecteur
controle de T amplificateur
température | l'_‘
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/ . #
~ 4 \ intégrateur
( > ( | enregistreur
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i A\ Z4
ventilateur B

— colonne analytique

Figure 7. Schéma de 1’appareil de CPG (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012)
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D’autres contrdles physicochimiques des huiles essentielles sont également réalisés
afin d’évaluer leur qualitologie, comme la densité relative, I’indice de réfraction, le pouvoir
rotatoire, et méme parfois des essais supplémentaires: point de solidification, indice d’acide,
indice de peroxyde, eau, résidu d’évaporation, solubilité dans 1’éthanol, odeur et saveur

(Kaloustian and Hadji-Minaglou, 2012).
5. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels trés complexes qui peuvent contenir
environ 20 a 60 composants a des concentrations différentes. Les constituants des huiles
essentielles appartiennent a deux groupes : le groupe des terpeénes ou terpénoides et celui des

composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bakkali et al., 2008).
5.1. Terpénes

Les terpeénes sont des molécules organiques de formule générale (CSH8)n, constitués
de molécules d'isoprene (figure 8). Chaque unité d'isopréne contient cinq atomes de carbone
avec des doubles liaisons. Les terpeénes peuvent étre classés sur la base du nombre d'atomes de
carbone présents dans leur structure en : monoterpenes (Cjy), sesquiterpenes (C;s), diterpenes
(Cyo), triterpenes (Csp), tetraterpenes (Cago) et polyterpenes (C,). Les terpenes peuvent étre
subdivisés en groupes acycliques qui présentent une structure linéaire ou cycliques qui

forment un anneau dans leur structure (Breitmaier, 2006).

=

Figure 8. Unité isopréne (Breitmaier, 2006)

5.1.1. Monoterpenes (fig. 9)

Les monoterpenes sont les constituants des huiles essentielles qui sont responsables de
I’odeur caractéristique des plantes. Ils existent sous forme d'hydrocarbures ou de groupements
oxygénés avec des fonctionnalités aldéhyde (citronellal, néral), alcool (géraniol, linalool),
cétone (carvone, menthone), ester (linalyl acétate, citronellyl acétate), éther (eucalyptol),
peroxydes (ascaridole) et phénols (thymol, eugénol). De plus, ils peuvent étre de structure

acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique (Weidenhamer et al., 1993).
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U

myrcéne ociméne o.-terpinéne y-terpinéne
(-)-o.-pinéne (+)-B-pinéne 3-caréne (+)-camphéne

Figure 9. Exemples de structures de monoterpenes acycliques et cycliques rencontrés
dans les huiles essentielles (Bruneton, 2009).

5.1.2. Sesquiterpénes (fig. 10)

Les sesquiterpénes peuvent étre divisés en deux grands groupes: les sesquiterpenes
hydrocarbonés et les sesquiterpeénes oxygénés. Ils sont moins volatils que les monoterpénes, et
peuvent étre de structure acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique. Les
sesquiterpenes de méme que les monoterpenes présentent des structures tres diverses : alcool
(cedrol), cétone (germacrone), aldéhyde (sinensals), ester (acétate de cédryle), etc (Buckle,

2015).

H
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[3-bisaboléne [3-caryophylléne longifolene patchoulol

| Z OH h

CH,OH
OH
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Figure 10. Exemples de structures de sesquiterpenes acycliques et cycliques rencontrés
dans les huiles essentielles (Bruneton, 2009).
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5.1.3. Diterpénes (fig. 11)
Les diterpénes sont moins présents dans les huiles essentielles car ce sont de grosses
molécules avec des points d'ébullition ¢€levés, ils sont difficilement entrainables par la vapeur
d’eau lors du processus de distillation. Ce sont des composants importants des résines

végétales (Price et Price, 2007).

a)
\ CHzOH
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Figure 11. Diterpénes acyclique (a) et mono cyclique (b) (Yadav et al., 2014).

5.2. Les composés aromatiques (fig.12)

Les dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents que les terpenes. Les
composés aromatiques comprennent des Aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool
cinnamique), des Phénols (chavicol, eugénol), Dérivés méthoxy (anéthol, élemicine,
estragole, méthyleugénol), des composés méthyléne dioxy (apiole, myristicine, safrole). Les
principales sources végétales de ces composés sont l'anis, la cannelle, le clou de girofle, le

fenouil, la muscade, le persil, les sassafras, I'anis étoilé, I'estragon (Bakkali et al., 2008).

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
A
XN A
% = OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative Metthylene dioxy compound

Anethole Estragole Safrole

— O AN
OCH34
—//_<\_/>7 —/_<\_/>7OCH3 <ij/\M\

Figure 12. Les composés aromatiques des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008).
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5.3. Composés d’origines diverses

Les huiles essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatiques, généralement
de faible masse moléculaire, entrainables lors de la distillation, tels que les acides en Cy ou
Ci2, les alcools ((32)-hexén-1-ol), les aldéhydes (octanal et décanal), les esters (acétate
d'hexényle), des composés issus de la dégradation des terpeénes comme les ionones, les

composés azotés ou soufrés qui sont rares dans les huiles essentielles (Bruneton, 2009).
6. Biosynthese des terpenes

Les terpenes sont formés a partir de deux voies de biosynthese: la voie du mévalonate,
qui se produit dans le cytosol, responsable de la formation des sesquiterpeénes (C15), et la voie
du méthylérythritol phosphate (MEP) qui se produit dans les chloroplastes, a l'origine des
monoterpenes (C10). Dans les deux voies, il y a formation d'isopentényl-diphosphate (IPP)
qui a son tour est converti en son isomere diméthylallyl-diphosphate (DMAPP) par I'action de
'enzyme isopentényl diphosphate isomérase (IPP isomérase), précurseur d'unités actives de
monoterpenes (C10) et sesquiterpenes (C15), ainsi que les diterpénes, triterpeénes et
tétraterpénes. La condensation d'une unit¢ d'IPP et de DMAPP, par l'action de
prényltransférases, forme une molécule de géranyl-diphosphate (GPP) a 10 atomes de carbone
a partir de laquelle les monoterpénes sont formés. La condensation d'une unité d'IPP en GPP
au moyen de l'action des prényltransférases forme le farnésyl-diphosphate (FPP), une
molécule a 15 atomes de carbone a partir de laquelle les sesquiterpénes sont formés (Marques

etal., 2012).
7. Chémotypes

Beaucoup d’huiles essentielles recelent un constituant chimique majoritaire appelé
«chémotype», dont I’action est influencée et complétée par des molécules secondaires. La
nature du sol, D’altitude, les conditions climatiques, 1’ensoleillement et les populations
végétales avoisinantes, entrainent des variations dans la composition biochimique de I’essence
qui déterminent ces différents chémotypes. Par exemple, le thym comprend 7 chémotypes
différents: cinéol, géraniol, linalol, terpinéol, thuyanol, thymol et carvacol. Chaque
chémotype étant responsable d’effets qui lui sont propres et qui peuvent parfois se révéler
antagonistes: le Thymus vulgaris CT thujanol permet la régénération du foie, tandis que le

Thymus vulgaris CT thymol se révele hépatotoxique (Lardry et Haberkorn, 2007).
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8. Activité insecticide des huiles essentielles et terpénes

Les huiles essentielles ainsi que leurs métabolites secondaires présentent un large
spectre d'activité contre les insectes ravageurs, avec des activités insecticides, anti-

nutritionnelles, répulsives et régulatrice de la croissance (Shaaya et Kostyukovysky, 2006).

L’activité insecticide des huiles essentielles est la conséquence de plusieurs
mécanismes qui affectent de multiples cibles cellulaires et physiologiques. Plusieurs
monoterpénoides (thymol, a-terpinéol, linalool, géraniol, eugénol), identifiés comme des
composants majeurs des huiles essentielles, induisent une neurotoxicité dont les mécanismes

impliquent des récepteurs du systéme nerveux des insectes (Regnault-Roger, 2013).

Huignard et al. (2008) ont décrit que le thymol se lie aux récepteurs (Gaba) associés
aux canaux chlore situés sur la membrane des neurones post-synaptiques, perturbant ainsi
I’activité régulatrice de ces cellules. L'eugénol agit a travers le systéme octopaminergique en
activant les récepteurs du neuromodulateur octopamine qui augmente la concentration
d'AMPc. Cette activité des huiles essentielles sur le systéme nerveux implique également une
autre cible qui est l'acétylcholinestérase. Le terpinéne 4-ol et le 1,8 cinéole, contenus dans
I’huile essentielle extraite des feuilles de thé, provoquent une inhibition de

I’acétylcholinestérase.

Selon Chiasson et Beloin (2007), les huiles essentielles présentent des effets physiques
en agissant directement sur la cuticule des insectes et acariens a corps mou. La nature
lipophile de I’huile essentielle peut dégrader la couche cireuse de la cuticule et causer des
pertes en eau. Les trachées et les sacs d’air des insectes sont enduits de cette couche cireuse et

sont affectés par I’huile essentielle, ce qui peut entrainer 1’asphyxie.

En plus de Dactivité insecticide, les composés actifs des huiles essentielles sont
responsables ¢également de plusieurs activités biologiques telles que les activités anti-

oxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales et antifongiques (Vintila, 2018).
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Chapitre 111 Etude de la biologie de 7. confusum

1. Introduction

T. confusum est un insecte ravageur des stocks qui peut entrainer des pertes
¢conomiques importantes chaque année, en réduisant la qualité des produits infestés. C’est un
insecte cosmopolite et sa biologie nécessite une grande attention (Almasi et Posloncec, 2014).
Le choix d’étude de ce ravageur est lié a I’'importance des dégats qu’il occasionne et a sa
disponibilité¢ dans les entrepots de stockage et les minoteries. D’apres Gueye et al. (2015), la

commission canadienne des grains le classe dans le groupe des ravageurs primaires.

Des ¢études se sont intéressées a la biologie de 7. confusum, nous avons des anciens
travaux (Brindley, 1930; Chapman et Baird, 1934; Good, 1933; Park et Frank, 1948) et
d’autres plus récents (Stamopoulos et al., 2007; Ahmady et al., 2017). Tous ces auteurs ont

seulement utilis¢ la farine de blé comme substrat alimentaire dans leur expérimentation.

Pour adopter une stratégie de lutte contre cet insecte ravageur, il est fondamental
d’avoir une bonne connaissance de sa biologie. De ce fait, I’objectif de ce chapitre est
d’¢tudier le développement de ce ravageur sur différents substrats alimentaires, dans les

conditions de laboratoire.

2. Matériels et méthodes

2.1. Elevage de masse

Notre souche provient d’une minoterie qui se trouve dans la région d’Azazga. Des
adultes sont mis en ¢levage sur 150 g de semoule moyenne dans des bocaux en verre dont le
couvercle comporte de petits trous d’aération (figure 13). Au bout d’une semaine, les adultes
sont retirés; les ceufs pondus ont évolué jusqu’a donner des adultes de la premiére génération.
Cet ¢élevage a été réalisé dans une étuve obscure, réglée a une température de 30 + 2 °C et une

humidité relative (HR) de 70 + 5%.

Figure 13. Elevage de masse de 7. confusum (© L. Kheloul)
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2.2. Etude du cycle de développement de 7. confusum sur trois substrats alimentaires

Pour étudier le cycle de développement de 7. confusum sur trois substrats alimentaires,
la farine de blé, la semoule et les grains de blé concassés, nous avons mis des adultes de la
premicre génération dans de la farine de blé pour pondre des ceufs ; aprés 24h, la farine est

tamisée a I’aide d’un tamis a 250 p pour récupérer les ceufs. Ces derniers commencent a
éclore entre le 4°™ et le 7°™ jour, et nous avons suivi un lot homogéne de 60 L1 aprés une
durée d’incubation des ceufs de 4 jours. Chaque larve est mise seule dans une boite de Pétri
contenant 0,5g de substrat alimentaire a tester; arrivée au stade L4, la larve est transférée vers
0,5g d’un méme substrat renouvelé afin de lui permettre de continuer son développement.

L’expérience est conduite dans les mémes conditions de laboratoire que 1’¢élevage de masse.

Le suivi du cycle est réalisé quotidiennement a partir de 1’incubation des ceufs jusqu’a
I’émergence des adultes. Le passage d’un stade larvaire a un autre est marqué par la présence
d’une exuvie qui est retirée a chaque observation, nous avons également noté la mortalité
larvaire. Les paramétres biologiques évalués sont donc la durée de chaque stade larvaire, du
stade nymphal ainsi que la durée totale du cycle de développement depuis 1’ceuf jusqu’a

I’adulte.
2.3. Poids des adultes sur trois substrats alimentaires

Pour déterminer le poids moyen des adultes, nous avons mis des L1 seules dans des
boites de Pétri de 6 cm de diametre contenant 1 g de substrat, arrivées au stade nymphal, les
nymphes ont été sexées et 40 adultes males et femelles ont été pesés apres leur émergence a

I’aide d’une balance analytique.
2.4. Etude du parametre de longévité des adultes

Nous avons ¢galement étudi¢ la longévité des males et des femelles en groupe sur une
période de 12 mois. Pour chaque substrat alimentaire, nous avons pris 50 males et 50 femelles
agés de 24h. Les adultes isolés ont ét¢ mis par lot de 10 males et 10 femelles dans des boites
de Pétri de 9 cm de diamétre contenant 10 g de substrat alimentaire. Le nombre de répétitions
est fix¢é a 5. Le sexage des individus a été réalis¢ au stade nymphal, les femelles ont été
marquées au niveau de leur élytre par un point bleu a I’aide d’un marqueur pour faciliter leur
repérage. L’expérience s’est déroulée dans les mémes conditions que 1’¢levage de masse. Les

mortalités ont été notées chaque semaine et le substrat est aussi changé chaque semaine.
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2.5.Etude de quelques paramétres de reproduction sur trois substrats alimentaires
2.5.2. La fécondité

Pour ce parametre, nous avons séparé les males et les femelles au stade nymphal,
ensuite nous avons pris 60 couples agés de 24 h pour chaque substrat alimentaire. Chaque
couple est mis dans une boite de Pétri de 6 cm de diamétre avec 2 g de substrat. La fécondité
est évaluée quotidiennement pendant un mois pour les 3 substrats alimentaires. Pour la farine
de bl¢é et la semoule, des tamisages quotidiens ont ét¢ réalisés a 1’aide d’un tamis de 250 p
et 300 p respectivement, les ceufs ont ét¢ dénombrés puis incubés dans 1’étuve pour une

semaine afin de déterminer leur fertilité ou taux de survie embryonnaire.

Dans le cas des grains de blé concassés, puisqu’il est difficile de localiser les ceufs
dans ce substrat, les couples de 24h ont été déplacés quotidiennement vers de nouvelles boites
de Pétri et le nombre de larves vivantes dans chaque boite a ét¢ dénombré apres 15 jours. La
durée de la pré- oviposition qui correspond au temps mis par la femelle pour commencer la

ponte a été déterminée.
2.5.1. Taux de survie post-embryonnaire et sex-ratio

Pour le calcul de ces paramétres, nous avons suivi le protocole expérimental modifié
de Gueye et al. (2015). 11 consiste a suivre 60 couples de 7. confusum, chaque couple est mis
dans une boite de Pétri de 6 cm de diamétre, contenant 2 g de chaque substrat de ponte. Apres
24h, les adultes sont retirés, les ceufs sont récupérés par tamisage de la semoule et de la farine
de blé, les ceufs pondus et éclos ont été dénombrés. Dans les grains de blé concassés, il est
difficile de compter les ceufs, dans ce cas, c’est le nombre total de larves qui est comptabilisé.
Les jeunes larves ont été gardées jusqu’a I’émergence des adultes, le sexage des individus est

réalisé¢ au stade nymphal.

A D’issue de cette expérience, nous avons pu déterminer la fertilité ou taux de survie
post-embryonnaire sur les substrats farine et semoule ainsi que le sex-ratio qui donne le
pourcentage des femelles de la descendance. Si le sex-ratio est supérieur a 50%, il est en

faveur des femelles, dans le cas contraire, il est en faveur des males (Gueye et al., 2015). Ils

Nombre d’adultes émergés
82 x 100

sont donnés par les formules suivantes: Fertilité (%) = -
Nombre d’oeufs éclos

. Nombre de femelles
Sex-ratio (%) = %X 100

Nombre de femelles+Nombre de méles
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Dans le cas des grains de blé concassés, le taux de fertilité biaisé correspond au
rapport entre le nombre d’adultes émergés et le nombre total de larves dont 1’dge est de 15

jours (Gueye et al., 2015).
3. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont soumis aux tests de 1’analyse de la variance a un critére de
classification a I’aide du logiciel statistique Stat Box, version 6.4, qui vérifie en méme temps
la normalité des données. Lorsque cette analyse révele des différences significatives, elle est
complétée par le test de Newman et Keuls, au seuil de 5%. Les résultats relatifs a la longévité
des adultes de T. confusum sont soumis au test de student apres vérification de la normalité de
nos données par le test de Shapiro-Wilk, a I’aide du logiciel statistique Spss version 20. Les

données sont présentées sous forme de moyennes+écart-type.

4. Résultats

4.1. Le cycle de développement de 7. confusum sur trois substrats alimentaires

Le suivi du cycle de développement de 7. confusum, du stade ceuf jusqu'a I’émergence
des adultes, nous a permis de mesurer la durée de développement de l’insecte sur trois
substrats alimentaires, a savoir la farine de blé, la semoule moyenne et les grains de blé

concasses.

Les résultats (tableau 1) montrent que le 7ribolium passe par 7 stades larvaires au
cours de son cycle de développement sur la farine et les grains de blé concassés et 8 stades
larvaires sur la semoule moyenne. Sur les 60 L1 suivies, nous avons enregistré une mortalité
larvaire de 15%, 3,33% et 11,66%, sur respectivement la semoule moyenne, la farine et les
grains de blé concassés. La durée du stade larvaire L1 est la méme pour les trois substrats

alimentaires avec une moyenne de 2+0 jours.

L’analyse de la variance a montré des différences trés hautement significatives de la
durée des différents stades larvaires en fonction du substrat alimentaire (tableau 1). Nous
remarquons que les stades larvaires L2 et L7 sont plus longs sur les grains de blé concassés,
alors que les stades larvaires L3 et LS durent plus longtemps sur la semoule, comparativement
aux autres substrats. Quant aux stades larvaires L4 et L6, leur durée est plus longue et n’est
pas significativement différente sur la semoule et les grains de blé concassés, par rapport a la
farine de blé. Nous avons noté également que pour les trois types de substrat, le deuxieme et

le dernier stade larvaire sont les stades les plus longs de la vie larvaire de 7. confusum.
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Le tableau 1 indique également que la durée totale du développement larvaire de T.
confusum présente des différences trés hautement significatives entre les trois substrats, elle
est plus importante sur la semoule que sur les grains de blé concassés et la farine. Une fois
que la croissance larvaire est terminée, les larves muent en nymphes. La durée de la
nymphose est plus longue sur la semoule et les grains de blé concassés, comparativement a la
farine. Quant a la durée totale moyenne du cycle de vie de 7. confusum sur les trois substrats
alimentaires, 1’analyse de la variance a montré des différences trés hautement significatives, le
cycle le plus long est obtenu sur la semoule (43,07+£2,09 jours) et les grains de blé concassés

(39,70+1,80 jours) et plus court sur la farine (34,82+1,20 jours).

Tableau 1. Durée des différentes phases du cycle de vie de T. confusum (en jours) sur
trois substrats alimentaires

Durée moyenne + Ecart-type (jours)
F P
Stade de développement Semoule Farine de blé Grains de blé
moyenne concassés
Durée d'incubation des 4+0 4+0 4+0 - -
ceufs

1 stade larvaire 2+0 2+0 2+0 - -
2°"¢ stade larvaire 6,27+ 1,60 b 543+0,76 ¢ 742+ 1,18 a 29,273 <0,001
3°™ gtade larvaire 4,29+0,60 a 3,05+0,23 ¢ 3,68 £0,67b 55,335 | <0,001
4°™ stade larvaire 3,49+0,76 a 2,79+ 0,35b 343+£0,53 a 22,821 <0,001
5°™ stade larvaire 3,63+0,59 a 3,02+£0,13 ¢ 3,23+0,50 b 19,078 | <0,001
6™ stade larvaire 341+049a | 296+0,13b 3,40+ 0,49 a 15,392 | <0,001
7°"¢ stade larvaire 341+0,49 ¢ 5,57+0,55b 6,07+ 0,70 a 270,397 | <0,001

8°™¢ stade larvaire 6,02 +0,73 - - - -
Développement larvaire | 32,52+201a | 24,82+1,20 ¢ 29,23 +1,74b 264,437 | <0,001
Nymphose 6,55+0,50 a 6+0b 6,47 + 0,50 a 26,625 | <0,001
Durée totale du cycle 43,07+2,09a | 3482+120¢ | 39,70+1,80b 287,816 | <0,001

Au niveau de chaque ligne, les moyennes suivies d’une lettre différente sont significativement
différentes et les mémes lettres indiquent des différences non significatives au sein des
différents substrats alimentaires par le test de Newman et Keuls au seuil 5%.
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4.2. Poids des individus sur les trois substrats alimentaires

L’analyse de la variance a un critére de classification indique qu’il y’a une variation
trés hautement significative du poids moyen des femelles (f=16,768, p<0,001, df=2) et du
poids moyen des males (f=33,725, p<0,001, df= 2) selon le substrat alimentaire. Le test de
Newman et Keuls au seuil de 5% révele qu’il n’y a pas de différences significatives du poids

moyen des femelles et celui des males sur la semoule et sur la farine de bl¢ (figure 14).

La comparaison entre le poids moyen des males et celui des femelles sur chaque
substrat alimentaire a montré des différences trés hautement significatives (semoule:
£=15,579, p<0,001, df=1), (farine de blé: f=43,222, p<0,001, df=1), (grains de blé concassés:
£=24,855, p<0,001, df=1). Le test de Newman et Keuls a montré que pour les trois substrats

alimentaires, les femelles présentent le poids le plus €levé (a) par rapport aux males (b).

a a

2,5

2
o0
£
*c’ 1,5
]
>
£
w 1 m femelles
T A
3 W males
a

0,5

Semoule Farine de blé Grains de blé
concassés

Substrat alimentaire

Figure 14. Poids moyens en mg (£écart-type) des femelles et des males de 7. confusum en
fonction du substrat alimentaire. (Les poids moyens pour les males et les femelles suivis de
lettres différentes sont significativement différents selon le substrat alimentaire).
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4.3. Longévité des adultes

Apreés 12 mois de suivi de la longévité des adultes de 7. comnfusum, nous avons
remarqué qu’il restait toujours des individus vivants sur les trois types de substrats testés. La
longévité des femelles sur les trois substrats varie de 29,57 a 30,51 semaines et chez les
males, elle varie de 32 a 35,66 semaines (tableau 2). Le test t n’a pas montré de différences
significatives entre la longévité moyenne des males et celle des femelles sur les 3 substrats
alimentaires (farine de blé: t-test=-1,161, df=61, p= 0,250 ; semoule: t-test=-0,882, df=68,
p=0,381 ; grains de blé concassés: t-test=-1,701, df=51, p=0,095).

Le test t n’a également pas révélé de différences significatives entre la durée de vie
moyenne des males sur la farine de blé et la semoule (t-test=0,226, df=57, p=0,822), ainsi que
sur la farine de blé et les grains de bl¢ concassés (t-test=-1,123, df =52, p=0,267), de méme

sur la semoule et les grains de blé concassés (t-test=-1,483, df=51, p=0,144).

Les résultats du test t ont montré aussi qu’il n’y a pas de différences significatives de
la durée de vie moyenne des femelles sur la farine de bl¢é et la semoule (t-test=-0,215, df=72,
p=0,831), ainsi que sur la farine et les grains de blé concassés (t-test=-0,344, df=60, p=0,732),

de méme sur la semoule et les grains de blé concassés (t-test=-0,174, df=68, p=0,863).

Tableau 2. Longévité moyenne en semaines (+€cart-type) de 7. confusum en population

mixte selon la nature de substrat (n©=50 et nd'=50) (T°: 30°C, HR : 70%).

Nombre Nombre Loneévite
Substrats Sexe d'adultes d'adultes gev
. moyenne
vivants morts
Femelles 17 33 29,57+10,04
Farine de blé
Males 20 30 32,53+10,14
Femelles 9 41 30,07+£9,78
Semoule
Males 21 29 32+7,61
Femelles 21 29 30,51+11,53
Grains de blé concassés
Males 26 24 35,66+10,24
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4.4. Paramétres de reproduction
4.4.1. La fécondité

4.4.1.1. Fécondité de 7. confusum sur la semoule et la farine de blé

D’aprés les résultats obtenus (figure 15), la ponte a commencé au 5°™ jour sur la farine
avec une moyenne de 2,28+1,69 ceufs pondus et sur la semoule, la ponte a commencé au 7°™
jour, avec une moyenne de 1,7£1,13 ceufs pondus. Le nombre d’ceufs pondus augmente avec

le temps, jusqu’a pres de 7 ceufs par jour sur la farine et 6 ceufs par jour sur la semoule.

La durée de la phase de pré-oviposition sur la farine est de 5,36+0,86 jours, alors que sur
la semoule, elle est de 7,71+2,24 jours. L’analyse de la variance a un critére de classification a
montré des différences trés hautement significatives de la durée de la pré-oviposition entre les

deux substrats (f=57,143, p<0,001, df=1), elle est plus longue sur la semoule que sur la farine.

—+—Farine —s=—Semoule

Nombre d'oeufs moyen pondus
D
\

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3

Jours

0

Figure 15. Nombre d’ceufs moyen pondus par les femelles de 7. confusum pendant un mois
sur deux substrats alimentaires.

4.4.1.1.1. Taux de survie embryonnaire

L’analyse de la variance a montré une différence trés hautement significative (f= 53,293,
p<0,001, df=1) du nombre d’ceufs pondus par les femelles de 7. confusum sur les deux
substrats en 30 jours. Le nombre d’ceufs pondus sur la farine est plus important que celui
enregistré sur la semoule. On observe également des différences trés hautement significatives

du nombre d’ceufs éclos en fonction du substrat (f=60,82, p<0,001, df=1).
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Cette analyse a également révélé des différences trés hautement significatives du taux
d’éclosion des ceufs ou taux de survie embryonnaire en fonction du substrat (f=12,427,
p<0,001, df=1), il est plus important sur la farine avec une moyenne de 80,40+3,92 %
(tableau 3).

Tableau 3. Le taux d’éclosion des ceufs de 7. confusum élevé sur la farine et la semoule

Substrats | Nombre total d'ceufs pondus | Nombre total d'ceufs éclos | Taux d'éclosion (%)
(n=30 jours) par 60%

Farine de blé 9689 (a) 7831(a) 80,40+3,92 (a)

Semoule 6160 (b) 4730 (b) 76,33+8,03 (b)

Les différentes lettres dans les colonnes indiquent des différences significatives au sein des différents
substrats alimentaires par le test de Newman et Keuls au seuil 5%.

4.4.1.2. Fécondité estimée de 7. confusum sur les grains de blé concassés

D’apres les résultats obtenus (figure 16), les larves commencent a apparaitre au bout
du 5°™ jour avec une moyenne de 0,4+1,36 larves, le nombre de larve augmente avec le
temps jusqu’a atteindre plus de 10 larves par jour. La durée de la pré-oviposition a été estimée
en fonction du nombre de larves trouvées, elle est de 6,05£0,72 jours. En un mois
d’expérimentation, nous avons dénombré un total de 11235 larves issues des pontes de 60

femelles.

—+—@Grains de blé concassés

[
N

\

Nombre de larves moyen
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Figure 16. Nombre de larves issues des ceufs pondus par les femelles de 7. confusum durant
un mois sur les grains de blé concassés
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4.4.2. Taux de survie post-embryonnaire et sex-ratio

L’analyse de la variance a un critére de classification a montré des différences trés
hautement significatives du taux de fertilité¢ en fonction des substrats alimentaires (f=10,748,
p<0,001, df= 2), ce taux est plus important en présence des grains de blé concassés et de la
semoule. Par ailleurs, 1’analyse statistique des données n’a montré aucune différence
significative du sex-ratio de 7. confusum sur les trois substrats alimentaires (f=1,409,

p=0,24623, df=2) (tableau 4).

Tableau 4. Comparaison de la fertilité (£écart-type) et du sex-ratio de 7. confusum en
fonction de la nature du substrat

Nombre Nombre | Nombre | Nombre de | Nombre de| Fertilité Sex-ratio
Substrats d'ceufs d'ceufs de larves | femelles males (%) (%)
pondus éclos
. . 406 340 - 127 152 83,63+24,88 48,77
Farine de blé (b)
320 252 - 122 112 94,07+12,32 55,68
Semoule ()
Grains de’ble i i 319 148 162 97,53+5,75 47.72
concasses (a)

Les différentes lettres dans les colonnes indiquent des différences significatives au sein des différents

substrats alimentaires par le test de Newman et Keuls au seuil 5%.

5. Discussion

D’aprés nos observations, la période d’incubation des ceufs de 7. confusum varie de 4
a 7 jours. Ahmady et al. (2017) ont remarqué une durée d’incubation des ceufs de 7. confusum
inférieure a celle que nous avons observée qui est de 2 a 3 jours a 30°C et 70% d’HR. Alors
que Stamopoulos et al. (2007) rapportent que les ceufs de 7. confusum mettent 7,6+0,2 jours, a
25+1°C et 65+5% d’HR, pour éclore.

L’¢étude du cycle biologique de 7. confusum a révélé un nombre de stades larvaires qui
varie en fonction du substrat alimentaire. Nous avons observé 8 stades larvaires sur la
semoule et 7 stades larvaires sur la farine de blé et sur les grains de blé concassés. Brindley
(1930) a observé 6 stades larvaires chez 7. confusum sur la farine de blé a 30°C et 73% d’HR,
avec une durée totale du cycle de 29 jours. Les résultats de Stamopoulos et al. (2007), sur la
farine de blé, concordent avec les notres, ces auteurs dénombrent 7 stades larvaires chez T.
confusum, a 25+1°C et 65+5% d’HR, par contre, la durée totale du cycle est plus longue a

cette température (49+2,02 jours).
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Howe (1956) rapporte que la rapidité du cycle de développement est influencée par la
température et ’humidité. Sur la farine de blé, Ahmady et al. (2017) ont trouvé que le cycle
de développement de 7. confusum, a 30°C et 70% d’HR, est de 33 jours, ce qui est proche du

résultat que nous avons obtenu (34,82+1,20 jours).

Le cycle de développement de I’espéce voisine T. castaneum sur la farine de blé est de
29,7 jours, a 27+0,2°C et 60+2 % d’HR, et I’insecte passe par 5 stades larvaires (Baldassari et
al., 2008). D’aprés Abdelsamad et al. (1988), a 30°C et une HR de 70%, T. castaneum subit 6
stades larvaires sur la farine de blé. Good (1933) rapporte que le nombre de mues larvaires
n’est pas fixe, il varie de 6 a 11 ou plus. Cette variation est due a la fois a des conditions
externes, telles que la nourriture, la température et I'humidité, et a des caractéristiques

individuelles entiérement indépendantes des influences externes.

Pour les trois types de substrat, nos résultats révelent que les stades larvaires les plus
longs sont le deuxieéme et le dernier, ils confirment ceux de Stamopoulos et al. (2007). Alors
que chez T. castaneum, Abdelsamad et al. (1988) ont trouvé que le stade larvaire le plus long

est le dernier stade.

Par ailleurs, le poids moyen différe significativement selon le substrat, nos résultats
ont montré également qu’il n’y a pas de différence significative du poids moyen des males et
des femelles sur la semoule et la farine de blé. En effet, la croissance pondérale des insectes
dépend du substrat alimentaire, le poids moyen des insectes est plus élevé sur la semoule et la
farine par rapport aux grains de blé concassés, ceci est peut-étre di au fait que les aliments
sont plus facilement assimilables par les insectes que les grains de blé concassés. Selon
Brindley, (1930), aprés 1’émergence, le poids moyen des femelles et des males de T.
confusum, sur la farine de blé, est respectivement de 1,78mg et 1,48mg, ces résultats sont bien
inférieurs aux ndtres, avec un poids moyen des femelles sur la farine de 2,40mg et celui des
males de 2,12mg. Alors que Sreeramoju et al. (2016) ont montré que le poids des adultes
males de 7. castaneum (2,031+0,04 mg) ayant bouclé leur cycle de développement sur la

farine de blé ne differe pas de celui des femelles (2,028 +0,04 mg).

En ce qui concerne la longévité de 7. confusum en groupe (population mixte), nos
résultats ont montré que sur les trois types de substrats, il n’y a pas de différence significative
entre la longévité moyenne des males et des femelles. Alors que Spratt (1980) a rapporté que

dans une population mixte de 7. confusum qui se nourrit de farine de blé, a 30°C et 70%
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d’HR, et avec un nombre de femelles égal a celui des males, ce sont les femelles qui vivent

plus longtemps (30,1+2,96 semaines) que les males (22,6+1,56 semaines).

Par contre, chez Tribolium freemani, les males ont une durée de vie moyenne plus
¢levée (346,7 jours) que les femelles (329,1 jours) lorsqu’ils se retrouvent en groupe et se
nourrissent de farine de bl¢, a 32,5+0,5°C et 70£7% d’HR (Imura, 1987). Chez d’autres
insectes des denrées stockées comme R. dominica et Prostephanus truncatus, les males ont
une longévité supérieure a celle des femelles, ceci est probablement dii a un effort de
reproduction continu des femelles qui aurait réduit leur taux de survie (Edde et Phillips,

2006).

Nos résultats démontrent qu’il n’y a pas de différences significatives du sex-ratio selon
le type du substrat et il est proche de 1’unité, nous pouvons dire qu’il y a un équilibre des
sexes. Nos résultats concordent également avec ceux de Smith et Barker (1991), le sex-ratio

est proche de I’unité chez Tribolium madens et Tribolium audax.

Comme il faudrait plus d’une année pour estimer la fécondité totale de ces insectes, le
nombre d'ceufs pondus a été enregistré tous les jours sur une période d’un mois seulement, sur
la farine de blé et la semoule, et dans le cas des grains de blé concassés, c’est le nombre de
larves qui a été dénombré. D’apres nos résultats, le nombre d’ceufs pondus varie en fonction
du substrat, le nombre élevé de larves trouvées dans les grains de blé concassés suppose une
fécondité élevée sur ce substrat par rapport a la farine et a la semoule. Ajayi et Rahman
(2006) confirment que chez T. castaneum, 1’oviposition ainsi que I’émergence des adultes

sont influencées par la nature du substrat.

Cette différence du nombre d’ceufs pondus sur les trois substrats pourrait s’expliquer
aussi par le tamisage quotidien effectué sur la semoule et la farine. En effet, d’aprés Chapman
et Baird (1934), le tamisage constitue une perturbation mécanique qui peut réduire le taux

d’oviposition chez T. confusum.

Nos résultats ont montré que la durée de la pré-oviposition varie selon le substrat, elle
est de 5,36 jours sur la farine, 7,71 jours sur la semoule et 6,05 jours sur les grains de blé
concassés. Ziegler (1976) rapporte que sur la farine de blé, la durée de la pré-oviposition chez
T. confusum varie de 5 a 6 jours et elle est de 4 jours pour 7. castaneum, a 29°C et 70% d’HR.
Par ailleurs, Pires et al. (2019) rapportent que sur les noix brésiliennes, la pré-oviposition chez

T. castaneum est de 7,4+1,7 jours, a 30+2°C et 60+£10% d’HR.
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Par ailleurs, nos résultats ont montré que le taux d’éclosion des ceufs varie ¢galement
en fonction du substrat, il est de 80,40+3,92% sur la farine et de 76,33+8,03% sur la
semoule. Abdelsamad et al. (1988) ont obtenu un taux d’éclosion des ceufs de 7. castaneum,
sur la farine de sorgho, de 91,3% a 30°C et 70% d’HR, ce taux augmente jusqu’a 96,3% a
35°C. A 32+1°C, le taux de survie embryonnaire de 7. castaneum, sur la farine de blé avec
10% de levure de bicre, est de 94,8% (Fardisi et al., 2013). D’aprés Park et Frank (1948) et
Ahmad et al. (2012), le taux d’éclosion des ceufs dépend de différents facteurs comme la

température, I’humidité relative et le substrat alimentaire.

En conclusion, notre étude a montré que le type de ressource utilisé agit sur la durée
du cycle de développement et la fécondité de 7. confusum, mais n’influe pas la longévité des

males et des femelles.
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1. Introduction

Malgré les progreés réalisés au niveau des méthodes de gestion appliquées durant
l'entreposage et a la diversité des produits chimiques (fumigatoires, produits de contact, etc.),
les insectes ravageurs continuent de provoquer d'importants dégats au niveau des stocks. Cette
situation découle en grande partie de leur capacité a s'adapter et a se reproduire (Bourarach et

al., 1994).

Les huiles essentielles et les extraits de plantes peuvent étre des alternatifs potentiels
aux insecticides utilisés actuellement car ils constituent une riche source de composés
chimiques bioactifs (Hikal et al., 2017). Leurs principaux constituants, principalement les
monoterpenes, présentent un intérét particulier en raison de leurs activités biologiques et leur

toxicité par fumigation et par contact contre les insectes ravageurs (Lee et al., 2004).

Les huiles essentielles sont extraites par distillation a la vapeur de nombreuses plantes
appartenant a différentes familles botaniques, et plus particuliecrement des Lamiacées et
Myrtacées (Isman, 2000). La famille des Lamiaceae ou Labiatae comprend environ 236
genres et 6900 a 7200 especes (Raja, 2012). Les plantes de cette famille sont
traditionnellement utilisées dans les pays en développement pour leurs propriétés insecticides

et répulsives contre plusieurs especes d'insectes (Conti et al., 2012).

Une autre famille de plante intéressante est celle des Myrtacées qui comprend plus de
3800 especes réparties en 133 genres (Wilson et al., 2001), les principaux genres sont Myrtus,
Psidium, Pimenta, Eugenia, Pseuocaryophyllus, Syzygium, Eucalyptus, Leptospermum, Plinia
et Melaleuca (Govindarajan et Benelli, 2016). De nombreuses huiles essentielles de la famille
des Myrtaceae ont des effets insecticides contre plusieurs insectes nuisibles et peuvent étre

considérées comme des bio insecticides (Ebadollahi, 2013).

L’objectif de ce chapitre est de rechercher des alternatives de lutte aux insecticides
chimiques par 'utilisation de quelques huiles essentielles des familles des Lamiacées et
Myrtacées ainsi que deux monoterpénes (eucalyptol et linalool) par fumigation contre
différents stades de développement de 7. confusum a savoir les ceufs, les jeunes stades
larvaires (L1), les larves agées (LS8), les nymphes et les adultes dans les conditions de

laboratoire.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel animal

Pour nos tests de fumigation, nous nous sommes intéressés a différents stades de
développement de 7. confusum: des ceufs agés de 24h, des jeunes larves (L1) de 1 a 2 jours,
des larves agées (L8) de 27 jours, des nymphes de 1 a 3 jours et des adultes de 1 a 7 jours.
Dans la littérature, trés peu d’études ont traité I’influence des huiles essentielles ou
monoterpenes sur les stades ceuf, larve, pupe et adultes de 7. confusum, hormis les travaux de
Isikber et al. (2006) et de Stamopoulos et al. (2007). De méme, peu de travaux ont été réalisés

sur I’effet des huiles essentielles et des monoterpenes sur les nymphes de 7. confusum.

Les ceufs et les jeunes larves proviennent d’un élevage de masse réalisé dans des
bocaux en verre contenant de la farine, a l’intérieur d’une étuve obscure réglée a une
température de 30+2°C et une humidité relative de 70+5 %. Par contre, les larves agées, les
nymphes et les adultes proviennent d’un élevage de masse réalisé sur un substrat alimentaire

qui est la semoule moyenne, dans les mémes conditions de laboratoire.

2.2. Matériel végétal
Nous avons test¢ 6 huiles essentielles extraites de trois plantes de la famille des
Lamiacées: Lavandula spica (ou Lavandula latifolia), Thymus satureioides et Rosmarinus
officinalis, ainsi que de trois plantes de la famille des Myrtacées: Myrtus communis, Eugenia
caryophyllata et Eucalyptus globulus. Ces huiles essentielles proviennent du laboratoire
francais Phytosun ardms et sont extraites par la distillation a la vapeur d’eau (Tableau 5).
Nous avons testé ¢galement deux monoterpenes qui proviennent de Sigma Aldrich, France:

I’eucalyptol a 99% et le linalool a 97%.

Tableau 5. Les espéces végétales dont les huiles essentielles sont issues

Nom commun Nom scientifique Partie de la plante Origine

Lavande aspic L. spica, L. latifolia | Fleurs Espagne

Thym a feuilles de sariette T. satureioides Fleurs Maroc

Romarin R.officinalis Rameaux Afrique

Myrte rouge M.communis Rameaux Maroc

Clous de girofle E. caryophyllata Boutons floraux Madagascar, Indonésie
Eucalyptus E. globulus Feuilles Europe, Asie
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Le choix de ces huiles essentielles est justifié par une revue de la littérature, ou nous
avons trouvé que certaines huiles ont été testées sur certains stades de développement de 7.
confusum mais pas sur d’autres, de méme certaines huiles essentielles comme la L. spica et T.
satureioides n’ont pas été testées contre ce ravageur. Nous avons choisi I’eucalyptol car c’est
le composé majoritaire des huiles essentielles de romarin, de myrte et d’eucalyptus, de plus
nous avons voulu savoir si ce composé donne les mémes résultats que les huiles essentielles
dont il est le composé majoritaire. Le linalool quant a lui est le constituant principal de la
lavande aspic, ses effets sur les différents stades de développement de 7. confusum n'ont été
que partiellement étudiés jusqu'a présent et les informations recueillies sur l'efficacité du
linalool vis-a-vis de T. confusum sont limitées (Stamopoulos et al., 2007; Saglam et Ozder,

2013).

2.2.1. Description des espéces de plantes testées

2.2.1.1. L. spica

Le genre Lavandula comprend environ 20 especes, il est originaire de la région
méditerranéenne, bien qu'il soit maintenant cultivé dans différentes régions du monde (Da

Porto et Decorti, 2008).

La lavande aspic est un arbrisseau de 50 a 100 cm de hauteur. Les feuilles sont grises,
linéaires-lancéolées et persistantes. La tige d'inflorescence nettement ramifiée et forme
généralement un épi floral en forme de trident, atteignant 25 cm de haut, la corolle est
fortement symétrique bilatéralement et de couleur bleue @ mauve (Upson, 2002). La lavande
aspic est semblable a la lavande vraie, Lavandula angustifolia, en apparence, mais fleurit
tardivement (figure 17). On la trouve en Espagne, avec certaines plantes qui poussent tres

haut dans les montagnes et aussi a basse altitude (Lis-Balchin, 2002).
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2.2.1.2.T. satureioides (Fig. 18)

T. satureioides est un arbrisseau érigé, pouvant atteindre 60 cm de hauteur avec de
nombreuses ramifications. Les feuilles sont spatulées, I’inflorescence est en glomérules laches
et la corolle est rose ou rose pale. C’est une espece endémique du Maroc. Elle est répandue
dans les clairieres des foréts, broussailles et matorrals des basses et moyennes montagnes
jusqu’a 2200m d’altitude, sur substrats calcaires siliceux et sols rocailleux plus ou moins

terreux mais bien drainés (Ainane et al., 2018).

Les espéces du genre Thymus sont parmi les plantes aromatiques et médicinales les
plus utilisées dans le monde entier, grace a leurs multiples vertus thérapeutiques, ce genre
comprend environ 350 espéces, dont une plus grande partie se situe dans la zone

méditerranéenne (Alaoui-Jamali et al., 2016).

WG

Figure 18. T. satureioides (Chafai et al., 2014)
2.2.1.3. R. officinalis (Fig. 19)
Le romarin est un arbrisseau commun a tout le bassin méditerranéen, dont I’ Algérie ou
on le trouve sur les coteaux arides et les collines. Cet arbrisseau touffu et ligneux, de 1 a 2 m
environ, est toujours vert, son écorce s’écaille sur les branches les plus agées. Les rameaux

velus portent des feuilles opposées et étroites d’un vert grisatre. Groupées a l’aisselle des

feuilles, les fleurs sont d’un bleu pale et maculées intérieurement de violet (Ali-Delille, 2010).
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Figure 19. R. officinalis (Hernandez et al., 2016)
2.2.1.4. M. communis (Fig. 20)

M. communis, communément appelé myrte est originaire d'Europe, il est répandu dans
toute la région méditerranéenne et au Moyen-Orient. Le genre Myrtus comprend environ 100
genres et 3000 espéces poussant dans les régions tempérées, tropicales et subtropicales et

environ 50 especes originaires du bassin méditerranéen (Anwar et al., 2016).

Cet arbuste commun de tout le tell algérien et surtout le littoral, mesure de 2 a 3 m. Ses
feuilles opposées a treés court pétiole, ovales a la base, pointues au sommet sont enticres,
luisantes fermes et persistantes. Les fleurs blanches sont isolées a I’aisselle des feuilles. Le

fruit est une baie ovoide de couleur foncée, ressemblant a une olive (Ali-Delille, 2010).

Figure 20. Le fruit de M. communis (Zilkah et Goldschdmidt, 2014)
2.2.1.5. E. caryophyllata (Fig. 21)

Le genre Eugenia est 'un des plus grand genre d'arbres et d'arbustes comprenant
environ 2000 especes, il se rencontre dans les régions tropicales et subtropicales du nouveau

monde et des régions tropicales d'Asie, d'Afrique et d'Australie (Haron et Moore, 1996).
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Le giroflier pousse principalement en Indonésie, en Inde, a Madagascar, au Zanzibar,
au Pakistan et au Sri Lanka. C’est un arbre a feuilles persistantes atteignant une hauteur allant
de 8 a 12 m, avec de grandes feuilles et des fleurs. Les boutons floraux sont d'abord d'une
couleur pale et deviennent progressivement verts, apres, ils se développent en un rouge vif
lorsqu'ils sont préts a étre récoltés. Les clous de girofle sont récoltés lorsqu'ils atteignent 1,5-2
cm de long et consistent en un long calice, se terminant par quatre sépales étalés et quatre

pétales non ouverts qui forment une petite boule au centre (Goiii et al., 2016).

Figure 21. Les clous de girofle mires (Lim, 2014)
2.2.1.6. E. globulus (Fig. 22)

D’apres Ayinde (2016), les especes d'eucalyptus seraient originaires d'Australie et de
Tasmanie, d’ou elles ont été introduites dans diverses régions du monde. Le genre se compose

de nombreuses especes (14 a 550 environs).

L’Eucalyptus (ou gommier bleu de Tasmanie) est introduit en Algérie en 1856 par
Ramel qui I’'importe d’Australie dans le but d’assainir les régions marécageuses. Son tronc
lisse et argenté peut atteindre 80 m de haut et 2,50 m de circonférence. Les feuilles arrondies a
la base et pointues a I’extrémité, en forme de faucille, sont alternées et portées par un long
pédoncule. Les fleurs qui naissent a 1’aisselle des feuilles sont grandes, leur corolle forme une
sorte de coiffe qui tombe au moment ou mdrissent les étamines trés nombreuses (Ali-Delille,

2010).
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Figure 22. E. globulus (Boukhatem etal., 2017)

2.2.2. Présentation des monoterpénes testés

2.2.2.1. Linalool (Fig. 23, a)

Le linalool (C;oH;30) est le composé monoterpénique qui se trouve dans les huiles
essentielles appartenant a différentes familles botaniques, mais particuliérement aux familles
des Lamiacées, Lauracées et Rutacées (Aprotosoaie et al., 2014). Le linalool est couramment
trouvé comme constituant volatil majeur des huiles essentielles de plusieurs espéces de
plantes aromatiques dont beaucoup sont utilisées en médecine traditionnelle (Peana et al.,
2002). Parmi ces especes, Aniba rosaeodora et Cinnamomum camphora sont les principales

sources de linalool avec un taux de 90% et plus (Aprotosoaie et al., 2014).
2.2.2.2. Eucalyptol (Fig. 23, b)

Le 1,8-cinéole (C;oH;30), également connu sous le nom d'eucalyptol, est un
monoterpene présent naturellement dans de nombreuses plantes aromatiques par exemple,
dans les genres Eucalyptus, Croton, Hyptis, Pectis, Rosmarinus et Salvia (Caldas et al., 2015).
Des concentrations ¢élevées de 1,8-cinéole sont retrouvés chez 1’espéce Eucalyptus

polybractea (>90%) (Igbal et al., 2011).

@ on cHy @

| 0
| HsC CHs

Figure 23. Structure chimique du linalool (a) et de 1’eucalyptol (b)
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2.3. Analyse GC-MS des huiles essentielles

Les analyses chromatographiques ont été effectuées au département de pharmacie de
I’université d’Angers (France) a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplé a un
spectrometre de masse (GC-MS QP 2010 SE, Shimadzu, France). La fragmentation est
effectuée par impact é€lectronique sous un champ de 70 eV. La colonne utilisée est une
colonne capillaire ZB-5 (30 mx0,25 mmx0,25 um). Le gaz vecteur utilis¢ est I’hélium, a un
débit de 1,5 mL/min. Le programme de température du four va de 40 a 240°C a raison d’une
augmentation de 2 °C/min. La température de 1’injecteur est fixée a 250°C, celle de I’interface
entre la colonne et le spectrométre de masse a 240°C et la température de la source
d’ionisation a 230°C. L’huile essentielle a ét¢ diluée au 1/50 dans le cyclohexane. Le volume

d’injection est de 3 pl en mode split (split ratio : 30).

L’identification des composés a été réalisée par comparaison de leurs temps de
rétention avec ceux d'échantillons authentiques purs ainsi qu’en comparant leurs spectres de
masse avec les spectres de référence des bases de données NIST11, NIST11get FFNSC2. Les
pourcentages relatifs des composés ont €té calculés sur la base des aires sous courbes des pics
chromatographiques. Les composants des huiles essentielles ont été classés en monoterpenes
hydrocarbonnés, monoterpénes oxygénés, sesquiterpenes hydrocarbonés, sesquiterpénes

oxygénés ainsi qu’en d’autres composés non terpéniques.
2.4. Les tests de toxicité par fumigation

Les tests de toxicit¢ par fumigation ont été réalisés dans des petits flacons en
plexiglass de 64 ml de volume et a des temps d’exposition de 24, 48, 72 et 96h. Des disques
de papier filtre (Whatman N°1) de 2 cm de diamétre ont été suspendus a 1’aide d’un fil a la
face inférieure des bouchons a vis des flacons et ont été¢ imprégnés avec les doses appropriées
d'huile essentielle pure. Le choix des doses des huiles essentielles est basé sur des tests
préliminaires, quatre a cinq doses ont été choisies a partir d’une dose initiale et selon une

progression arithmétique a raison de 2.

Pour les jeunes stades larvaires (L1), les doses testées sont 0,5, 1, 2 et 4 ul/64ml
correspondant aux doses 7,81, 15,63, 31,25 et 62,5 pl/L. Pour les autres stades de
développement de I’insecte, les doses testées sont 4, 8, 16, 32 ou 64 pl/64ml correspondant
aux doses 62,5, 125, 250, 500 ou 1000 ul/L. Le nombre de répétitions est fixé a 5, y compris

pour le témoin qui est réalisé sans exposer les différents stades a I’huile essentielle.
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20 individus de chaque stade sont introduits dans chaque flacon. Les ceufs et les
nymphes sont testés sans substrat alimentaire, les jeunes stades larvaires sont testés dans 0,1 g
de semoule, quant aux larves agées et les adultes, les tests sont réalisés dans 3g de semoule.
Les ceufs et les jeunes stades larvaires sont d’abord déposés sur un petit couvercle de 3cm de
diametre et 1cm de hauteur puis mis dans les flacons en plexiglass, pour les autres stades de

développement, les individus sont directement introduits dans les flacons (figure 24).

Aprées fumigation, les insectes sont retirés des flacons et mis dans des petites boites de
Pétri et un dénombrement des individus morts est ensuite effectué 24h aprés le traitement
pour les larves et les adultes. L’éclosion des ceufs et I’émergence des adultes a partir des

nymphes ont été vérifiées 7 jours apres le traitement.

Les ceufs non éclos et les nymphes non émergées sont considérés comme morts, pour
les larves et les adultes, la mortalité¢ est notée, lorsqu’aucun mouvement des pattes et des

antennes n’est observé sous la loupe binoculaire (Gx40).

Les mortalités observées ont été ensuite corrigées uniquement pour les ceufs en tenant
compte des mortalités naturelles observées dans le t¢émoin en utilisant la formule de correction
d'Abbott (Abbott, 1925). Pour les autres stades de développement, nous n’avons pas

enregistré de mortalité dans le témoin.
MC (%) = (Mo-Mt/100-Mt) x100
Avec :

Mo : Le pourcentage de mortalité observée chez les individus traités
Mt : Le pourcentage de mortalité observée dans le témoin
Mc : Le pourcentage de mortalité corrigée

2.5. Effectif des descendants de la premiére génération

Lorsque les ceufs ont survécu aux traitements, les jeunes larves sont placées dans des
boites de Pétri avec de la semoule jusqu’a I’émergence des adultes. Il en est de méme pour
les larves des stades L1 et L8 qui ont survécu aux traitements. Le pourcentage d’émergence
des adultes a partir du nombre total d’individus traités a été déterminé pour chaque dose et
temps d’exposition. En ce qui concerne les nymphes, le pourcentage d’adultes malformés, de
mosaiques (individus intermédiaires entre les nymphes et les adultes) ainsi que les adultes

sains émergés ont été calculés.
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Figure 24. Dispositif expérimental du test de fumigation sur les ceufs (a), les jeunes larves
(b), les nymphes (c), les larves agées (d) et les adultes (e) de 7. confusum (© L. Kheloul)
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2.6. Calcul de la CL5

La concentration létale 50 (CLsg) est la concentration d’une substance entrainant une
mortalit¢ de 50% de la population. Nous avons essayé de déterminer la CLsy apreés 24h
d’exposition pour les huit substances naturelles testées sur les cinq stades de développement
de T. confusum. Pour cela, nous avons réalisé des tests de fumigation, comme ¢a été décrit
précédemment, en testant cette fois, six jusqu'a huit doses. Tous les essais biologiques sont

réalisés dans les mémes conditions de laboratoire.

3. Analyse statistique des données
Les résultats obtenus de la mortalité corrigée sont soumis a une analyse de la variance
apres vérification de la normalité des données en utilisant le logiciel Stat Software box
(version 6.40). Nous avons pris 500 ul/L comme la plus forte dose pour tous les traitements
pour réaliser 'ANOVA. Lorsque D’effet des traitements est significatif, [’analyse est
complétée par le test de Newman et Keuls a 5% afin de comparer les moyennes et déterminer
les groupes homogenes. Dans le cas ou les données ne suivent pas la loi normale, le test non

paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé.

La mortalité corrigée est également soumise a une analyse des probits pour estimer la

CLso apres 24h de traitement, a I’aide du logiciel statistique SPSS version 20.

4. Résultats

4.1. Résultats de ’analyse chromatographique des huiles essentielles des Lamiacées

L’analyse chromatographique a permis d’identifier 25 composés dans les trois huiles
essentielles représentant 100% de la composition chimique totale pour les huiles essentielles
de L. spica et R. officinalis et 99,99% de la composition chimique totale pour I’huile

essentielle de 7. satureioides (tableau 6).

D’apres les résultats de la GC/MS, les trois huiles essentielles sont trés riches en
monoterpenes, la fraction des monoterpénes oxygénés est plus représentée que les
monoterpeénes hydrocarbonés. Le taux des sesquiterpeénes est faible pour les trois huiles
essentielles analysées, la fraction des sesquiterpénes hydrocarbonés est plus importante que
celles des sesquiterpenes oxygénés. Les sesquiterpénes hydrocarbonés ne représentent que
1,94% de la composition chimique de I’huile essentielle de lavande aspic, mais 4,07% et

8,12% chez les huiles essentielles de romarin et de thym a feuilles de sariette, respectivement.
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Les composés majoritaires trouvés dans 1’huile essentielle de la lavande aspic sont le

linalool (43,80%), I’eucalyptol (31,81%) et le camphor (11,99%). Pour I’huile essentielle de

R. officinalis, les principaux constituants sont : I’eucalyptol (57,91%), a-Pineéne (11,18%) et

camphor (10,55%). Tandis que pour I'huile essentielle de 7. satureioides, les composés

majoritaires sont le bornéol (36,51%), I’a-Terpinéol (14,81%) et le thymol (8,40%) (tableau

6).

Tableau 6. La composition chimique (%) des huiles essentielles des Lamiacées testées. Les

composés majeurs sont indiqués en gras. TR : temps de rétention en minutes.

] L. spica R. officinalis T .satureioides
Composés 5 : o : 0 ;
%o TR (min) %0 TR (min) %0 TR (min)
Monoterpénes hydrocarbonés 5.34 20.85 17.42
a-Pinéne 1.79 10.325 11.18 10.369 3.53 10.338
Camphene 0.51 11.060 3.15 11.054 6.56 11.104
a-Phellandréne 0.26 12.570 - - - -
(-)-B-Pinéne 1.91 12.669 3.57 12.659 0.67 12.646
B-Myrcéne 0.25 13.802 0.88 13.773 0.25 13.790
0-Cymeéne 0.62 15.800 0.18 15.745 - -
Tricycléne - - 0.09 9.640 0.23 9.665
a-Thujéne - - 0.11 10.012 0.24 10.029
2-Carene - - 0.21 15.218 - -
p-cymeéne - - 1.04 15.923 3.56 15.762
y-terpinéne - - 0.33 18.011 1.24 18.031
Terpinoleéne - - 0.11 19.970 - -
a-Terpineéne - - - - 0.39 15.213
D-Limonéne - - - - 0.75 15.997
Monoterpeénes oxygénés 91.88 74.96 73.46
Eucalyptol 31.81 16.238 57.91 16.341 0.96 16.080
Linalool 43.80 21.483 0.73 21.089 5.11 21.158
(+)-Camphor 11.99 23.837 10.55 23.782 0.89 23.635
Borneol 0.99 25.397 2.22 25.400 36.51 25.791
A-Terpinéol 0.27 25.540 0.48 25.519 - -
Terpinéne-4-ol 0.64 26.208 0.56 26.165 2.12 26.333
a-Terpinéol 1.10 27.245 2.01 27.252 14.81 27.545
Carvacrol - - - - 1.57 34.895
Thymol - - - - 8.40 35.618
Linalyl acetate 0.83 31.968 - - - -
Bornyl acetate 0.07 33.766 0.50 33.718 2.08 33.788
Myrtenyl acetate 0.17 34416 - - - -
3,7-Octadiene-2,6-diol, 2,6- 0.12 39.198 - - - -
dimethyl-
Geranyl acetate 0.09 40.629 - - - -
Thymol methyl ether - - - - 1.01 31.019
Sesquiterpénes hydrocarbonés 1.94 4.07 8.12
Caryophylléne 1.17 42.480 3.13 42.513 7.28 42.593
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(E)-B-Farnésene 0.09 45.254 - - - -
(Z)-a-Bisaboléne 0.68 50.509 - - - -
Copacne - - 0.24 39.689 - -
Humuléne - - 0.29 44.630 - -
y-Muuroléne - - 0.17 46.225 - -
A-Cadinéne - - 0.24 49.170 0.48 49.196
v-Cadinéne - - - - 0.36 48.554
Sesquiterpénes oxygénés 0.67 0.12 0.46
Caryophylléne oxide 0.43 52.593 0.12 52.557 0.46 52.583
10-epi-cis-Dracunculifoliol 0.24 5.115 - - - -
Autres composés 0.17 0 0.53
3-Octanone 0.11 13.551 - - - -
Hexyl butyrate 0.06 27.589 - - - -
Bornyl formate - - - - 0.53 29.643

Total identifié 100 100 99.99

4.2. Résultats de ’analyse chromatographique des Myrtacées

Les résultats ont montré que la totalité ou la presque totalité des constituants ont été
identifiés chez I’ensemble des Myrtacées (tableau 7). Vingt-cinq composés ont été identifiés
chez les huiles essentielles de myrte et d'eucalyptus et dix composés uniquement chez 1’huile

essentielle des clous de girofle.

Les trois huiles essentielles analysées sont riches en monoterpénes qui représentent
plus de 90% de leur composition totale. La classe des monoterpénes oxygénés est la plus
représentée avec des taux de 94,27%, 78,21%, 77,24%, respectivement chez les huiles
essentielles des clous de girofle, d’eucalyptus et de myrte. Les monoterpénes hydrocarbonés
n’ont été identifiés que chez les huiles essentielles d’eucalyptus et de myrte avec,
respectivement 18,10% et 21,13%. La classe des sesquiterpeénes est moins importante, les
sesquiterpenes hydrocarbonés et les sesquiterpénes oxygénés sont représentés par de faibles

taux.

Les principaux composés majoritaires de 1’huile essentielle des clous de girofle sont :
l'eugénol (83,20%), 1'acétate d'eugényle (10,96%) et le caryophylléne (4,57%). Les principaux
constituants de I’huile essentielle d'E. globulus sont : l'eucalyptol (74,68%) et l'a-pinene
(16,21%). Les composés majoritaires de 1’huile essentielle de M. communis sont : 1'eucalyptol

(44,83%), l'a-pineéne (20,36%) et le myrtenyl acétate (19,14%).
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Tableau 7. La composition chimique (%) des huiles essentielles des Myrtacées testées.
Les composés majeurs sont indiqués en gras. TR : temps de rétention en minutes.

Composés E. caryophilata E. globulus M. communis
% TR (min) % TR (min) % TR (min)

Monoterpénes hydrocarbonés 0 18.1 21.13
a-Pinéne - - 16.21 10.431 20.36 10.425
Camphene - - 0.06 11.077 - -
B-Pinéne - - 0.33 12.662 0.26 12.655
B-Myrcéne - - 0.28 13.816 0.12 13.813
a-Phellandréne - - 0.23 14.454 - -
B-Cymeéne - - 0.38 15.800 - -
y-Terpinéne - - 0.48 18.059 0.13 18.041
2-Carene - - 0.13 20.012 - -
a-Thujene - - - - 0.10 10.052
B-cis-Ociméne - - - - 0.16 17.498
Monoterpénes oxygénés 94.27 78.21 77.24
Eucalyptol - - 74.68 16.403 44.83 16.279
Linalool - - 0.06 21.062 3.90 21.139
(E)-Pinocarveol - - 0.55 23.380 - -
Pinocarvone - - 0.07 24.998 - -
d-Terpinéol - - 0.06 25.519 - -
Terpinéne-4-ol - - 0.28 26.167 0.30 26.162
a-Terpinéol - - 1.48 27.242 3.51 27.284
(-)-Myrténol - - - - 0.30 27.627
Estragole - - - - 0.22 27.730
2-Hydroxycinéol - - - - 0.27 37.652
Eugenol 83.20 39.467 - - - -
Methyleugenol 0.11 42.030 - - 0.81 41.999
Eugenyl acetate 10.96 49913 - - - -
a-Terpinyl acetate - - 1.03 38.157 0.42 38.160
(-)-trans-Pinocarvyl acetate - - - - 0.27 34.752
Myrtenyl acetate - - - - 19.14 36.719
Geranyl acetate - - - - 3.13 40.684
Carveol - - - - 0.14 45.608
Sesquiterpénes hydrocarbonés | 5.16 2.96 0.6
a-Copaene 0.09 39.820 - - - -
Caryophylléne 4.57 42.600 - - 0.42 42.478
Humuléne 0.50 44.693 - - 0.18 44.659
a-Gurjunéne - - 0.23 41.886 - -
(+)-Calaréne - - 0.08 43.244 - -
Aromandendréne - - 1.89 43.764 - -
cis-Eudesma-6,11-diéne - - 0.07 44.050 - -
Alloaromadendréne - - 0.41 45.109 - -
Viridiflorene - - 0.28 47.360 - -
Sesquiterpénes oxygénés 0.38 0.61 0
Caryophylléne oxide 0.33 52.622 - - - -
Humuléne epoxide 11 0.05 54.191 - - - -
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Epiglobulol - - 0.14 51.288 - -
Globulol - - 0.47 52.751 - -
Autres composés 0.19 0.1 1.02
Furfural 0.04 6.000 - - - -
Methyl salicylate 0.15 27.339 - - - -
Cyclohexene, 2-ethenyl-1,3,3-
trimethyl- - - 0.10 29.963 - -
Isobutyl isobutyrate - - - - 0.20 9.529
Isobutyl 2-methylbutyrate - - - - 0.14 14.585
2-Methylbutyl 2-methylbutyrate - - - - 0.26 21.345
Linalyl anthranilate - - - - 0.42 31.971
Total identifié 100 99.98 99.99

4.3. Résultats des tests par fumigation sur les ceufs de 7. confusum

D’aprés les résultats obtenus (figure 25), ’huile essentielle des clous de girofle a
provoqué 100% de mortalité chez les ceufs de 7. confusum a la plus faible dose de 62,5 pl/L et
en 24h seulement. Par contre, 1’huile essentielle de lavande aspic et 1’eucalyptol n’ont
enregistré 100% de mortalité qu’a la plus forte dose de 500 pl/L, aprés 96h d’exposition.
Quant au linalool, 100 % de mortalité est obtenu a la dose 250 pl/L, apres 96h.

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats de la mortalité a
montré des différences trés hautement significatives pour les effets des facteurs: dose
(f=1112,794, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=128,851, p<0,001, df=3) et traitement
(f=1000,34, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs : dosextemps
(f=35,66, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=115,857, p<0,001, df=28), tempsxtraitement
(f=13,422, p<0,001, df=21), dosextempsx*traitement (f=4,74, p<0,001, df=84).

Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogenes, la
dose la plus ¢élevée (500 pl/L) est classée dans le groupe A (tableau 1, annexes). Pour le
facteur temps d’exposition, le test a révélé 4 groupes homogenes, le groupe A correspond a

96h d’exposition avec le plus fort taux de mortalité (tableau 2, annexes).

Le test de Newman et Keuls, au seuil de signification de 5%, classe les 8 traitements
par ordre de toxicité dans 6 groupes homogenes. L’huile essentielle des clous de girofle est la
plus toxique a 1’égard des ceufs de 7. confusum et I’huile essentielle de romarin est la moins

toxique (tableau 8).
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Tableau 8. Résultats du test de Newman et Keuls concernant I’efficacité des 8 traitements sur
les ceufs de 7. confusum

Traitements Moyennes Groupes homogénes
E. caryophyllata 81,55 A
Linalool 51,299 B
L. spica 30,375 C
Eucalyptol 26,771 D
T. satureioides 19,431 E
M. communis 17,937 E
E. globulus 17,1 E
R. officinalis 13,24 F
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Figure 25. Taux de mortalité corrigée (moyenne +SEM) des ceufs de 7. confusum traités par
fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpénes.
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4.3.1. Taux de survie post-embryonnaire des ceufs traités

L’émergence des adultes a partir des ceufs traités avec les différentes substances
naturelles diminue lorsque la dose et le temps d’exposition augmentent, alors que les taux de

survie post-embryonnaire des ceufs dans le témoin sont proches de 100% (figure 26).

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats du taux de survie
post-embryonnaire a montré des différences trés hautement significatives pour les effets des
facteurs : dose (f=1735,751, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=213,15, p<0,001, df=3) et
traitement (f=667,308, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs :
dosextemps (f=48,077, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=86,104, p<0,001, df=28),
tempsxtraitement (f=15,309, p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=4,231, p<0,001,
df=84).

Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogenes. Le
groupe A comprend le témoin avec un taux élevé d’adultes qui émergent et dans le dernier
groupe est classé la dose la plus élevée de 500 pl/L avec un faible taux d’émergence
(tableau 3, annexes). Pour le facteur temps d’exposition, le test a révélé 4 groupes homogenes,
le groupe A correspond au temps de 24h avec un taux élevé d’émergence et dans le dernier

groupe est classé le temps 96h d’exposition (tableau 4, annexes).

Le test classe également les 8 traitements dans 6 groupes homogenes (tableau 9). Le
groupe A comprend I’huile essentielle de romarin avec le taux d’émergence le plus élevé et
dans le dernier groupe F est classé I’huile essentielle des clous de girofle ayant le taux le plus

faible d’émergence des adultes.

Tableau 9. Résultats du test de Newman et Keuls sur ’action des 8 traitements sur le taux de
survie post-embryonnaire des ceufs traités de 7. confusum

Traitements Moyennes Groupes homogénes
R. officinalis 74,55 A
E. globulus 69,35 B
M. communis 65,3 C
T. satureioides 63,65 C
Eucalyptol 58,8 D
L. spica 58,8 D
Linalool 4295 E
E.caryophyllata 17,75 F
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Figure 26. Taux de survie post-embryonnaire (moyenne +SEM) des ceufs de 7. confusum
traités par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpenes.
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4.3.2. Détermination de la CLsy, aprés 24h, dans les traitements des ceufs de T.

confusum

La figure 27 illustre le taux de mortalit¢ moyen corrigé selon les doses pour la
détermination de la CLsy de I’huile essentielle des clous de girofle et du linalool. La mortalité

augmente au fur et a mesure que la dose augmente.
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T T
5 5
2 20 - =20 -
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Figure 27. Taux de mortalit¢ moyen corrigé (moyenne+SEM) des ceufs de 7. confusum traités
par fumigation avec E. caryophyllata (a) et le linalool (b), apres 24h

L’analyse des probits a montré que 1’huile essentielle des clous de girofle et le linalool
sont trés toxiques a 1’égard des ceufs de 7. confusum. Les autres substances naturelles

nécessitent une CLso supérieure a 500 pl/L (tableau 10).

Tableau 10. Les valeurs de la CLsy des différents traitements a 1’égard des ceufs de T.

confusum

Traitements D(zfﬁ /g‘so 95% ;:i(slrllifgs(ience Intercept| Slope df Khi-deux
Famille des Lamiacées - - - - -
L .spica > 500 - - - - -
T. satureioides > 500 - - - - -
R. officinalis > 500 - - - - -
Famille des Myrtacées - - - - -
E. globulus > 500 - - - - -
M. communis > 500 - - - - -
E. caryophyllata 9,263 (7,838-10,555) | -2,982 | 3,084 4 2,570 0
Monoterpénes
Linalool 128,404  |(90,878-165,494) | -7,094 | 3,364 4 16,318
Eucalyptol > 500 - - - - -

U Le niveau de signification étant supérieur & 0,15, aucun facteur d'hétérogénéité n'est utilisé dans le calcul des
limites de confiance.

@ Le niveau de signification étant inférieur a 0,15, un facteur d'hétérogénéité est utilisé dans le calcul des limites
de confiance.
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4.4. Résultats des tests par fumigation sur les jeunes larves de 7. confusum

D’apres les résultats obtenus (figure 28), les huiles essentielles testées ont montré un
effet insecticide intéressant vis-a-vis des jeunes larves de 7. confusum. Nous avons obtenu
100% de mortalité a la plus faible dose de 7,81 pul/L, apres 96h, avec ’huile essentielle de

romarin et I’eaucalyptol.

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats de la mortalité a
montré des différences trés hautement significatives pour les effets des facteurs: dose
(f=4991,816, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=652,789, p<0,001, df=3) et traitement
(f=511,76, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs : dosextemps
(f=65,288, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=71,576, p<0,001, df=28), tempsxtraitement
(f=36,58, p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=8,201, p<0,001, df=84).

Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogenes, la
dose la plus élevée (62,5 ul/L) est classée dans le groupe A (tableau 5, annexes). Pour le
facteur temps d’exposition, le test a révélé 4 groupes homogenes, le groupe A correspond a

96h et le dernier groupe a 24h d’exposition (tableau 6, annexes).

Le méme test classe également les 8 traitements par ordre de toxicité dans 7 groupes
homogenes. Le groupe A correspond au traitement le plus toxique qui est I’eucalyptol et dans
le dernier groupe I’huile essentielle de myrte qui est la moins toxique a 1’égard des jeunes

larves (Tableau 11).

Tableau 11. Résultats du test de Newman et Keuls concernant 1’efficacité des 8 traitements
sur les jeunes larves de T. confusum

Traitements Moyennes Groupes homogenes
Eucalyptol 78,4 A
R. officinalis 74,7 B
E. globulus 71,1 C
Linalool 67,5 D
E. caryophyllata 65,95 D
L. spica 63,1 E
T. satureioides 47,6 F
M. communis 33,65 G
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Figure 28. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne =SEM) des jeunes larves de 7. confusum
traités par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpénes.
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4.4.1. Taux d’émergence des adultes a partir des jeunes larves traitées

L’émergence des adultes a partir des jeunes larves traitées avec les différentes
substances naturelles diminue lorsque la dose et le temps d’exposition augmentent, alors que

les émergences dans le témoin sont proches 100% (figure 29).

L’analyse de la variance a 3 criteres de classification des résultats du taux
d’émergence a montré des différences trés hautement significatives pour les effets des
facteurs: dose (f=5237,439, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=174,908, p<0,001, df=3) et
traitement (f=436,891, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs :
dosextemps (f=22,779, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=66,728, p<0,001, df=28),
tempsxtraitement (f=11,925, p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=4,192, p<0,001,
df=84).

Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogenes.
Dans le premier groupe est classé le témoin avec un taux élevé d’adultes émergés et dans
dernier groupe est classé la dose la plus élevée 500 pl/L avec un faible taux d’émergence
(tableau 7, annexes). Pour le facteur temps d’exposition, le test a révélé 3 groupes homogenes,
le groupe A comprend le temps de 24h avec un taux ¢€levé d’émergence et dans le dernier

groupe sont classés les temps 72h et 96h d’exposition (tableau 8, annexes).

Le méme test classe également les 8 traitements dans 5 groupes homogenes. Le
premier groupe comprend I’huile essentielle de myrte qui présente le taux d’émergence des
adultes le plus ¢élevé et dans le dernier groupe, ’eucalyptol et I’huile essentielle de romarin

avec un faible taux d’émergence des adultes (tableau 12).

Tableau 12. Résultats du test de Newman et Keuls sur ’action des 8 traitements sur
I’émergence des adultes a partir des jeunes larves traitées de 7. confusum

Traitements Moyennes Groupes homogenes
M. communis 61 A
T. satureioides 38,75 B
Linalool 28,25 C
E. caryophyllata 27,95 C
E. globulus 25,25 D
L. spica 24,75 D
Eucalyptol 20,75 E
R. officinalis 20 E
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Figure 29. Taux d’émergence (moyenne +SEM) des adultes de 7. confusum a partir des
jeunes larves traitées par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpénes.
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4.4.2. Détermination de la CLs, apreés 24h, dans les traitements des jeunes larves de 7.

confusum

La figure 30 illustre les taux de mortalités des jeunes larves qui varient selon les

substances et les doses testées.
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Figure 30. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne+SEM) des jeunes larves de 7. confusum
traitées par fumigation avec L. spica (a), T. satureioides (b), E. globulus (c), M. communis (d),

E. caryophyllata (e) et linalool (f), apres 24h.
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Les résultats de 1’analyse des probits révelent que 1’eucalyptol et I’huile essentielle de
romarin sont les plus toxiques vis-a-vis des jeunes larves de 7. confusum avec une CLsg
inférieure a 7,81 pl/L. Le traitement le moins toxique est I’huile essentielle de 7. satureioides

avec une CLsp= 66,852 ul/L, apres 24h (tableau 13).

Tableau 13. Les valeurs de la CLs des différents traitements a I’égard des jeunes larves
de T. confusum

Traitements D(Eiel /SJSO 93% ;:i(;:llitgsclence Intercept Slope df Khi-deux
Famille des Lamiacées
L .spica 19,535 |(17,892-21,188) | -4.516 3,498 4 6,617 "
T. satureioides 66,852 | (60,552-72,925) | -6,021 3,299 4 0,922
R. officinalis < 7,81 - - - - -
Famille des Myrtacées
E. globulus 10,012 | (6,331-12,836) 2,639 2,638 4 10,1052
M. communis 40,215 | (26,529-62,558) | -4,759 2,967 4 29,396 @
E. caryophyllata 25374 | (15,624-36,994) | -2,377 1,692 4 12,5912
Monoterpénes
Linalool 14,198 | (1,841-26,500) | -1,355 1,176 4 17,832%
Eucalyptol <781 - - - - -

M Le niveau de signification étant supérieur a 0,15, aucun facteur d'hétérogénéité n'est utilisé dans le calcul
des limites de confiance.

@ Le niveau de signification étant inférieur a 0,15, un facteur d'hétérogénéité est utilisé dans le calcul des limites
de confiance.

4.5. Résultats des tests par fumigation sur les larves agées de 7. confusum

D’apres les résultats obtenus (figure 31), les huiles essentielles d’eucalyptus, de
romarin et I’eucalyptol ont montré une efficacité considérable contre les larves agées de T.
confusum. En effet, nous avons enregistré¢ 80 a 100% de mortalité aux plus fortes doses et

temps d’exposition.

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats de mortalité a
montré des différences trés hautement significatives pour les effets des facteurs: dose
(f=8156,477, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=55,031, p<0,001, df=3) et traitement
(f=3238,555, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs : dosextemps
(f=15,455, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=1192,807, p<0,001, df=28),
tempsxtraitement (f=8,27, p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=5,623, p<0,001,
df=84).
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Figures 31. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne +SEM) des larves agées de 7. confusum
traitées par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpenes.
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Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 3 groupes homogenes. La
dose la plus élevée (500 pnl/L) est classée dans le premier groupe, les deux faibles doses et le
témoin dans le dernier groupe (tableau 9, annexes). Pour le facteur temps d’exposition, le test
a révélé 4 groupes homogenes, le premier groupe comprend le temps de 96h avec le plus fort

taux de mortalité (tableau 10, annexes).

Le test classe également les 8 traitements par ordre de toxicité dans 6 groupes
homogenes. L’eucalyptol est le traitement le plus toxique a 1’égard des larves agées de T.

confusum et E. caryophyllata, T. satureioides et linalool sont les moins toxiques (tableau 14).

Tableau 14. Résultats du test de Newman et Keuls concernant 1’efficacité des 8 traitements
sur les larves agées de 7. confusum

Traitement Moyennes Groupes homogénes
Eucalyptol 40,85 A
E. globulus 39,4 B
R. officinalis 38,35 C
M. communis 13,5 D
L. spica 5,4 E
E. caryophyllata 0,85 F
T. satureioides 0,75 F
Linalool 0,6 F

4.5.1. Taux d’émergence des adultes a partir des larves agées traitées

D’apres les résultats obtenus (figure 32), seules les huiles essentielles d’eucalyptus et
de romarin ainsi que I’eucalyptol affectent de fagon tres significative le nombre d’adultes
émergeants lorsqu’on traite les larves agées avec la dose de 250 ul/L. Le linalool a révélé
¢galement une activité trés significative sur ce parametre mais a la plus forte dose (1000 pl/L)
et aprés 96h. L’huile essentielle de myrte a révélé un effet significatif a partir de la dose 250

ul/L alors que les autres produits utilisés sont sans effet sur les larves agées de 7. confusum.

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification du taux d’émergence a montré
des différences trés hautement significatives pour les effets des facteurs: dose (f=5074,081,
p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=57,417, p<0,001, df=3) et traitement (f=1835,022,
p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs : dosextemps (f=13,714,
p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=641,809, p<0,001, df=28), tempsxtraitement (f=4,079,
p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=4,71, p<0,001, df=84).
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Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogenes.
Dans le groupe A est classé le témoin avec un taux élevé d’adultes qui émergent et dans le
dernier groupe est classé la dose la plus élevée avec un faible taux d’émergence (tableau 11,
annexes). Pour le facteur temps d’exposition, le test a révélé 4 groupes homogenes, le groupe
A comprend le temps de 24h, avec un taux ¢élevé d’émergence et dans le dernier groupe, le

temps 96h d’exposition avec moins d’adultes émergeants (tableau 12, annexes).

Le test classe également les 8 traitements dans 5 groupes homogenes. Le premier
groupe comprend les huiles essentielles de thym et des clous de girofle avec un taux
d’émergence des adultes le plus ¢élevé et dans le dernier groupe, nous trouvons I’huile
essentielle de romarin et I’eucalyptol avec un faible pourcentage d’émergence des adultes

(Tableau 15).

Tableau 15. Résultats du test de Newman et Keuls sur ’action des 8 traitements sur
I’émergence des adultes a partir des larves agées de 7. confusum traitées

Traitements Moyennes Groupes homogenes
E. caryophyllata 97,75 A
T. satureioides 97,7 A
Linalool 95,75 B
L. spica 92,15 C
M. communis 84,25 D
E. globulus 59,95 E
R. officinalis 58,25 F
Eucalyptol 58,2 F
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Figure 32. Taux d’émergence (moyenne £SEM) des adultes de 7. confusum a partir des
larves agées traitées par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpenes




Chapitre IV Tests de toxicité avec les huiles essentielles

4.5.2. Détermination de la CLsy, aprés 24h, dans les traitements des larves agées de 7.

confusum

La figure 33 montre que le taux de mortalité varie selon les doses utilisées et les

substances naturelles testées.
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Figure 33. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne+=SEM) des larves agées de 7. confusum
traitées par fumigation avec R. officinalis (a), E. globulus (b) et I’eucalyptol (c), apres 24h
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Les résultats de 1’analyse des probits ont montré que les larves agées de T. confusum
sont plus sensibles aux huiles essentielles d’E. globulus, de R. officinalis ainsi qu’a
I’eucalyptol. La CLsy des autres substances naturelles nécessite de fortes doses pour étre

calculée (tableau 16).

Tableau 16. Les valeurs de la CLs des différents traitements a 1’égard des larves agées
de T. confusum

Traitements D(Eiel /SJSO 93% ;:i(slrllitgsclence Intercept | Slope df | Khi-deux
Famille des Lamiacées
L .spica > 500 - - - - -
T. satureioides > 1000 - - - - -
R. officinalis 170,436 | (155,575-181,966) | -11,065 | 4,959 4 6,261
Famille des Myrtacées
E. globulus 149,05 | (58,128-181,817) | -12,981 | 5,973 5 57,2319
M. communis > 1000 - - - - -
E. caryophyllata > 1000 - - - - -
Monoterpénes
Linalool > 1000 - - - - -
Eucalyptol 189,399 | (183,907-194,712) | -20,036 | 8,798 4 1,810 "

M Le niveau de signification étant supérieur a 0,15, aucun facteur d'hétérogénéité n'est utilisé dans le calcul
des limites de confiance.

@ Le niveau de signification étant inférieur a 0,15, un facteur d'hétérogénéité est utilisé dans le calcul des limites
de confiance.

4.6. Résultats des tests par fumigation sur les nymphes de 7. confusum

D’apres les résultats obtenus (figure 34), les huiles essentielles d’eucalyptus et de
romarin ainsi que 1’eucalyptol ont provoqué 100% de mortalité en 24h seulement a la dose
250 ul/L, alors qu’avec I’huile essentielle de myrte, la mortalité totale n’est obtenue qu’apres
72h. L’huile essentielle de lavande aspic a également provoqué 100% de mortalité a la plus
forte dose de 500 pl/L, aprés 48h. Par ailleurs, avec le linalool et I’huile essentielle de thym,
le plus fort taux de mortalité n’est obtenu qu’a la plus forte dose et au plus fort temps

d’exposition.

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats de la mortalité a
montré des différences trés hautement significatives pour les effets des facteurs: dose
(f=8453,97, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=328,93, p<0,001, df=3) et traitement
(f=1278,779, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs : dosextemps
(f=85,044, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=415,944, p<0,001, df=28), tempsxtraitement
(f=47,232, p<0,001, df=21), dosextempsx*traitement (f=26,991, p<0,001, df=84).
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Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogeénes, la
dose la plus élevée (500 pl/L) est classée dans le groupe A et dans le dernier groupe E est
classé le témoin (tableau 13, annexes). Pour le facteur temps d’exposition, le test a révélé 4
groupes homogenes, le groupe A correspond au temps 96h ou il y’a plus de mortalité et dans

le dernier groupe, le temps de 24h avec le plus faible taux de mortalité (tableau 14, annexes).

Le test classe également les 8 traitements par ordre de toxicité dans 6 groupes
homogenes. L’eucalyptol est le traitement le plus toxique a I’égard des nymphes de T.

confusum et I’huile essentielle des clous de girofle est la moins toxique (tableau 17).

Tableau 17. Résultats du test de Newman et Keuls concernant 1’efficacité des 8 traitements

sur les nymphes de 7. confusum

Groupes homogenes

Traitements Moyennes
Eucalyptol 48,45
E. globulus 42,3
R. officinalis 41,55
M. communis 33,25 C
L. spica 25,35 D
T. satureioides 14,75
Linalool 14,05
E. caryophyllata 0,95
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Figure 34. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne +SEM) des nymphes de 7. confusum traitées
par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpénes.
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4.6.1. Taux d’émergence des adultes sains a partir des nymphes traitées

Pour I’ensemble des traitements, le taux d’émergence des adultes a partir des nymphes
diminue en fonction de la dose et du temps d’exposition. Pour les huiles essentielles
d’eucalyptus et de romarin ainsi que 1’eucalyptol, aucun n’adulte n’émerge a la dose 250 ul/L
puisqu’aucune nymphe ne survit. En ce qui concerne le linalool ainsi que les huiles
essentielles de thym et de lavande aspic, le taux d’émergence reste inférieur a 10% aux fortes
doses et aux temps d’exposition les plus longs. Alors que chez I’huile essentielle des clous de
girofle, le taux d’émergence reste inférieur a 50% a la plus forte dose de 1000 ul/L, aprés 96h

d’exposition (figure 35).

L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats du taux
d’émergence a montré des différences trés hautement significatives pour les effets des
facteurs : dose (f=4817,433, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=360,959, p<0,001, df=3)
et traitement (f=586,768, p=0,000, df=7) ainsi que pour les interactions entre ces facteurs :
dosextemps (f=36,336, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=131,455, p<0,001, df=28),
tempsxtraitement (f=25,594, p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=15,927, p<0,001,
df=84).

Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 5 groupes homogenes. Le
groupe A renferme le témoin avec un taux élevé d’émergence et dans le dernier groupe E est
classé la dose la plus élevée avec un faible taux d’émergence (tableau 15, annexes). Pour le
facteur temps d’exposition, le test a révélé 4 groupes homogenes, le groupe A comprend le
temps de 24h avec un taux élevé d’émergence et dans le dernier groupe, le temps de 96h

(tableau 16, annexes).

Le test classe également les 8 traitements dans 7 groupes homogenes. Le groupe A
comprend I’huile essentielle des clous de girofle avec un taux d’émergence des adultes le plus
¢leve, ¢’est-a-dire la moins toxique et dans le dernier groupe, 1’eucalyptol et I’huile essentielle
d’eucalyptus avec un faible pourcentage d’émergence des adultes, c’est-a-dire les plus

toxiques (tableau 18).

70



Chapitre IV

Tests de toxicité avec les huiles essentielles

H24h m48h m72h m9h

100

80

60

40
20

Taux d'émergence (%)

0 62,5 125 250 500

L. spica Dose pl/L

M 24h m48h m72h m96h
100

80

60

40
20

Taux d'émergence (%)

0 62,5 125 250 500
Dose pl/L

1000

T. satureioides

M 24h m48h m72h m96h
100

80

60

40

20

Taux d'émergence (%)

0 62,5 125 250 500
R. officinalis Dose pl/L

H24h m48h m72h m9h

[EEN
o
o

[0}
o

N
o

N
o

Taux d'émergence (%)
o)
o

o

0 62,5 125 250 500
Dose pl/L

1000
Linalool

H24h m48h m72h E96h
100 -

80 -

60 - T

40 -

20 +

Taux d'émergence (%)

=

0 .
0 62,5 125 250 500
E. globulus Dose p/L

H24h m48h m72h m96h

100
80
60
40
20

Taux d'émergence (%)

0 62,5 125 250 500 1000
Dose pl/L

M. communis

H24h m48h m72h m96h

[y
N B O 00 O
o O O O o

Taux d'émergence (%)

o

0 62,5 125 250 500
Dose pl/L

1000
E. caryophyllata

M 24h m48h m72h m96h

(=Y
o
o

o

o

N
o

Taux d'émergence (%)
A O ®
o

o

0 62,5 125 250 500
Eucalyptol Dose pl/L

Figure 35. Taux d’émergence (moyenne +SEM) des adultes de 7. confusum a partir des
nymphes traitées par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpénes.
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Tableau 18. Résultats du test de Newman et Keuls sur ’action des 8 traitements sur
I’émergence des adultes a partir des nymphes traitées de 7. confusum

Traitements Moyennes Groupes homogenes
E. caryophyllata 93,1 A
Linalool 74,9 B
T. satureioides 71,75 C
L. spica 60,95 D
M. communis 57,8 E
R. officinalis 54,3 F
Eucalyptol 45,85
E. globulus 45,35

4.6.2. Taux de mosaiques et d’adultes malformés aprés traitement des nymphes

Nous avons remarqué que nos traitements induisent des mosaiques correspondant a
des individus intermédiaires entre les nymphes et les adultes (figure 36) ainsi que des
malformations chez les adultes qui émergent et qui affectent particulierement les élytres

(figure 37).

e

Figure 36. Mosaiques : (a) : vue ventrale, (b) : vue latérale (© L. Kheloul)
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Figure 37. Les adultes de 7. confusum malformés, en particulier les élytres, suite aux
traitements par les huiles essentielles et les monoterpénes (© L. Kheloul)

D’apres les résultats obtenus (figure 38), le taux de mosaiques le plus élevé est obtenu
avec les huiles essentielles de thym avec plus de 60% a la dose 1000 ul/L, apres 48h, de
lavande aspic avec plus de 40% a la dose 250 ul/L, aux temps d’exposition les plus longs, de
myrte avec plus de 40%, a la dose 1000 pl/L, apres 24h ainsi que le linalool avec plus de 40%

a la dose 1000 pul/L, a 48h par rapport aux autres traitements dont le taux est inférieur a 28%.

Le test de Kruskal-Wallis a montré que le taux de mosaiques est significatif en
fonction de la dose et du temps d’exposition pour les huiles essentielles de thym (dose : df=5,
p<0,001, temps : df=3, p=0,018), de myrte (dose : df=5, p=0,003, temps : df=3, p=0,010) et le
linalool (dose : df=5, p<0,001, temps : df=3, p=0,003), alors que pour I’huile essentielle de
lavande aspic, le taux de mosaiques varie d’une fagon significative en fonction de la dose

(df=4, p<0,001) et non significative en fonction du temps d’exposition (df=3, p=0,680).
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Figure 38. Taux de mosaiques obtenus apres le traitement des nymphes de 7. confusum par
fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpénes
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Les résultats illustrés par la figure 39 montrent que le taux de malformation est plus
important dans les traitements avec les huiles essentielles d’eucalyptus, de thym et de myrte ;
en effet, il dépasse 40% aux faibles doses et a 96h et il est proche de 40% a la dose 125 pl/L,
apres 96h et a la dose 250 ul/L, aprés 24h, respectivement. Nous remarquons, qu’avec ces
huiles essentielles, les faibles doses responsables d’une faible mortalité nymphale, engendrent
un taux ¢élevé de malformation des adultes émergeants. Pour les autres traitements, le taux de

malformation reste inférieur ou égale a 20%.

Le test de Kruskal-Wallis a révélé que le taux de malformation est significatif en
fonction de la dose et non significatif en fonction du temps d’exposition pour les huiles
essentielles d’eucalyptus (dose : df=4, p<0,001, temps : df=3, p=0,336) et de thym (dose :
df=5, p=0,001, temps : df=3, p=0,408). Alors que pour I’huile essentielle de myrte, le test
statistique a montré des différences significatives du facteur dose (df=5, p<0,001) et du

facteur temps (df=3, p=0,002).
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Figure 39. Taux de malformation chez les adultes de 7. confusum émergés a partir des
nymphes traitées par fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpenes
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4.6.3. Détermination de la CLs, aprés 24h, dans les traitements des nymphes de 7.

confusum

La figure 40 montre que le taux de mortalité augmente en fonction de la dose et varie

selon les substances naturelles testées.
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Figure 40. Taux de mortalit¢ moyen (moyennexSEM) des nymphes de 7. confusum traitées
par fumigation avec L. spica (a), R. officinalis (b), E. globulus (c), M. communis (d) et

I’eucalyptol (e), apres 24h.
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Les résultats de I’analyse des probits ont montré que les nymphes de 7. confusum sont
plus sensibles a 1’eucalyptol et aux huiles essentielles d’E. globulus, R. officinalis, M.
communis ainsi qu’a L. spica, comparativement aux autres substances naturelles dont la CLs,

dépasse les plus fortes doses testées (tableau 19).

Tableau 19. Les valeurs de la CLs( des différents traitements a I’égard des nymphes de

T. confusum

Traitements D(Eiel /SJSO 93% fi(:;lli?sdence Intercept | Slope df Khi-deux
Famille des Lamiacées
L .spica 444,824 | (370,903-522,358) | —16,448 | 6,211 4 23,4199
T. satureioides > 1000 - - - - -
R. officinalis 223,308 | (213,930-237,885) | -15,774 | 6,715 4 1,024 ©
Famille des Myrtacées
E. globulus 207,331 (192,478-235,160) | -16,593 | 7,162 4 9,631 %
M. communis 441,362 | (398,444-482.894) | -6,995 | 2,645 4 1,742V
E. caryophyllata > 1000 - - - - -
Monoterpénes
Linalool > 1000 - - - - -
Eucalyptol 131,729 | (122,370-139,060) | -12,241 | 5,775 6 8,985 )

M Le niveau de signification étant supérieur a 0,15, aucun facteur d'hétérogénéité n'est utilisé dans le calcul des
limites de confiance.

@ Le niveau de signification étant inférieur a 0,15, un facteur d'hétérogénéité est utilisé dans le calcul des limites
de confiance

4.7. Résultats des tests par fumigation sur les adultes de 7. confusum

D’apres nos résultats (figure 41), le taux de mortalité varie d’une substance a une autre,
nous avons obtenu 100% de mortalité chez les adultes avec la dose 250 pl/L, en 24h
seulement, avec les huiles essentielles d’eucalyptus, de myrte et de romarin ainsi qu’avec
I’eucalyptol, composé¢ majoritaire de ces huiles essentielles. L’huile essentielle de lavande
aspic, contenant aussi 31,81% d’eucalyptol, a induit une mortalité¢ de 95% a la plus forte dose
de 500 ul/L et aprés 48h d’exposition. Avec le thym, le plus fort taux de mortalité est obtenu
avec la dose 1000 pul/L, a 72h d’exposition, avec 92%.

Par contre, I’huile essentielle des clous de girofle et le linalool causent une faible
mortalité des adultes. Pendant les tests de fumigation avec 1’huile essentielle des clous de
girofle, les adultes de 7. confusum manifestent une forte activité locomotrice. Le

comportement de ce ravageur redevient normal aprés quelques minutes.
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L’analyse de la variance a 3 critéres de classification des résultats de la mortalité a
montré des différences trés hautement significatives pour les effets des facteurs: dose
(f=9157,735, p<0,001, df=4), temps d’exposition (f=40,157, p<0,001, df=3) et traitement
(f=1938,498, p<0,001, df=7) ainsi que pour les interactions entre facteurs: dosextemps
(f=7,298, p<0,001, df=12,), dosextraitement (f=601,401, p<0,001, df=28), tempsxtraitement
(f=8,551, p<0,001, df=21), dosextempsxtraitement (f=6,502, p<0,001, df=84).

Par ailleurs, le test de Newman et Keuls classe les doses en 4 groupes homogenes, la
dose la plus ¢élevée (500 ul/L) est classée dans le groupe A, la dose 65,5 pl/L et le témoin sont
classés dans le dernier groupe (tableau 17, annexes). Pour le facteur temps d’exposition, le
test a réveélé 2 groupes homogenes, le groupe A comprend les temps de 96h, 72h et 48h, le

temps 24h d’exposition est classé dans le groupe B (tableau 18, annexes).

Le test classe également les 8 traitements par ordre de toxicité dans 7 groupes
homogenes. Le groupe A correspond au traitement le plus toxique sur les adultes de T.
confusum qui est 1’eucalyptol et dans le dernier groupe sont classés les traitements les moins
toxiques sur les adultes qui sont le linalool et I’huile essentielle des clous de girofle

(tableau 20).

Tableau 20. Résultats du test de Newman et Keuls concernant 1’efficacité des 8 traitements
sur les adultes de 7. confusum

Traitements | Moyennes Groupes homogénes
Eucalyptol 49,3 A
R. officinalis 42,25 B
E. globulus 41 B C
M. communis 40,55 C
L. spica 33,15 D
T. satureioides 13 E
Linalool 0,8
E. caryophyllata 0,2
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Figure 41. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne +SEM) des adultes de 7. confusum traités par
fumigation avec les huiles essentielles et les monoterpenes.
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4.7.1. Détermination de la CLso, aprés 24h, dans les traitements des adultes de 7.

confusum

La figure 42 montre que le taux de mortalit¢ augmente en fonction de la dose et varie

selon les substances testées.
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Figure 42. Taux de mortalit¢ moyen (moyenne+SEM) des adultes de 7. confusum traités par
fumigation avec L. spica (a), R. officinalis (b), E. globulus (c), M. communis (d) et

I’eucalyptol (e), apres 24h.
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Les résultats de ’analyse des probits ont montré que les adultes de 7. confusum sont

plus sensibles a 1’eucalyptol, et aux huiles essentielles de L. spica, d’E. globulus, de R.

officinalis et de M. communis, comparativement aux autres substances naturelles dont la CLs,

dépasse la plus forte dose testée 1000 pl/L (tableau 21).

Tableau 21. Les valeurs de la CLs, des différents traitements a 1’égard des adultes de 7.

confusum

Traitements D(Eiel /SJSO 93% fi(:;llifgsdence Intercept | Slope df Khi-deux
Famille des Lamiacées
L .spica 176,186 | (134,985-207,149) | -4,808 | 2,141 4 2,895 M
T. satureioides > 1000 - - - - -
R. officinalis 196,752 | (191,515-202,327) | 20,852 | 9,09 4 6,543 "
Famille des Myrtacées
E. globulus 182,932 | (177,351-187,966) | -20,639 | 9,123 4 4,653
M. communis 246,990 |(237,651-261,885) | -30,358 | 12,688 4 6,389
E. caryophyllata > 1000 - - - - -
Monoterpénes
Linalool > 1000 - - - - -
Eucalyptol 149,685 | (137,230-159,428) | -23,859 | 10,969 6 28,785 @

M Le niveau de signification étant supérieur a 0,15, aucun facteur d'hétérogénéité n'est utilisé dans le calcul

des limites de confiance.

@ Le niveau de signification étant inférieur a 0,15, un facteur d'hétérogénéité est utilisé dans le calcul des limites

de confiance

5. Discussion

5.1. Discussion des résultats de ’analyse GC/MS des huiles essentielles

Les résultats de 1’analyse chromatographique ont montré que les huiles essentielles de

la famille des Lamiacées et des Myrtacées sont riches en monoterpénes et pauvres en

sesquiterpenes. Les monoterpénes oxygénés sont les plus représentés par rapport aux

monoterpenes hydrocarbonés.

Aprotosoaie et al. (2017) rapportent que les monoterpénes oxygénés constituent la

majeure partie des huiles essentielles extraites des fleurs des espéces de lavande, chez L.

latifolia, ils sont entre 85,2 et 94,10%. Nos résultats sont similaires a ceux de Caputo et al.

(2018) qui ont trouvé que I’huile essentielle des feuilles de romarin est constituée

majoritairement de monoterpeénes oxygénés (46,6%).
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De méme, Alaoui-Jamali et al. (2012) ont rapporté que I’huile essentielle de T.
satureioides est plus riche en monoterpénes oxygénés avec un taux de 62,6%, qu’en
monoterpenes hydrocarbonés (28,6%). Dans I’huile essentielle extraite des rameaux de myrte,
les monoterpénes oxygénés sont ¢galement plus importants que les monoterpenes
hydrocarbonés alors que 1’huile essentielle extraite des fleurs ou des feuilles est plutot riche
en monoterpénes hydrocarbonés (Aidi Wannes et al., 2010). Nos résultats concordent aussi
avec ceux de Manika et al. (2013) qui ont observé que les monoterpenes oxygénés dominent
dans I’huile essentielle des feuilles d’E. globulus. D’autres chercheurs comme Bey-Ould Si
Said et al. (2016) ont obtenu essenticllement des sesquiterpénes oxygénés dans 1’huile
essentielle des fruits d’E. globulus. Nos résultats se rapprochent aussi de ceux d' Oliveira et al.
(2016) qui ont noté un pourcentage important de monoterpénes oxygénés dans 1’huile

essentielle des clous de girofle.

Nous avons obtenu 25 pics pour chaque huile essentielle de la famille des Lamiacées
et des Myrtacées, sauf I’huile essentielle des clous de girofle qui ne présente que 10 pics. Par
ailleurs, d’aprés Regnault-Roger (2008), la composition chimique des huiles essentielles est
trés variable, plusieurs facteurs influencent leurs profils phytochimiques, notamment
génétiques, physiologiques pédologiques, climatiques ainsi qu’analytiques. Ces facteurs
influencent la voie de biosyntheése de la plante et, par conséquent, la proportion relative des

principaux composés caractéristiques.

Les composés majoritaires de 1’huile essentielle de la lavande aspic dont les fleurs
proviennent d’Espagne sont le linalool, I’eucalyptol et le camphor, comme I’ont observé
plusieurs d’autres auteurs (Guillén et al., 1996; Salido et al., 2004; Muifioz-Bertomeu et al.,

2007; Carrasco et al., 2016).

Les composés majoritaires de notre huile essentielle de romarin sont 1’eucalyptol
(57,91%), I’a-Pinéne (11,18%) et le camphor (10,55%). La composition chimique de 1’huile
essentielle extraite des feuilles de R. officinalis d’origine Turque est proche de celle de nos
résultats, en effet, ses principaux constituants sont I’eucalyptol (43,12%), I’a-Pinene (11,58%)
et le camphor (7,67%) (Isikber et al., 2006), alors que, les travaux de Porte et al. (2000) ont
montré que chez I’huile essentielle des feuilles de romarin, de provenance brésilienne, le
camphor (26,0%) était le constituant principal, il est suivi par ’eucalyptol (22,1%), le

myrcene (12,4%) et a-pinene (11,5%). Par ailleurs, Younis et al. (2015) ont trouvé que le
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bornéol (16,25%) était le composé dominant dans 1’huile essentielle de R. officinalis de Syrie,

il est suivi par I’eucalyptol (12,69%) et I’a-Pinene (8,5%).

Sur I’ensemble des composés identifiés dans notre huile essentielle de thym, a feuille
de sarriette d’origine marocaine, le bornéol (36,51%), I’a-Terpinéol (14,81%) et le thymol
(8,40%) sont les composés majoritaires. Nos résultats sont proches de ceux obtenus par
Santana et al. (2014) qui ont identifié¢ les mémes composés majoritaires : le bornéol (26,5%),
le thymol (14,9%) et l’a-Terpinéol (9,5%) dans I’huile essentielle des fleurs de T.
satureioides. Par contre, les travaux d’El Hattabi et al. (2016) ainsi qu’Alaoui-Jamali et al.
(2016) révelent que les constituants majoritaires de 1’huile essentielle des parties aériennes de

T. satureioides d’origine marocaine sont le carvacrol et le bornéol.

Les principaux constituants de 1’huile essentielle des boutons floraux d’ E.
caryophyllata testée sont l'eugénol (83,20%), l'acétate d'eugényle (10,96%) et le
caryophylléne (4,57%), nos résultats concordent avec ceux trouvés par plusieurs autres
auteurs (Pino et al., 2001; Huang et al., 2013; Sohilait, 2015). D’aprés Razafimamonjison et
al. (2014), I’eugénol est le composé majoritaire de I’huile essentielle des boutons floraux, des

feuilles et des tiges du giroflier.

L’huile essentielle de myrte testée qui est extraite a partir des rameaux d’origine
marocaine est riche en eucalyptol (44,83%), a-pinéne (20,36%) et myrtenyl acétate (19,14%).
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Aidi Wannes et al. (2010) pour I’huile
essentielle des mémes organes du myrte d’origine tunisienne dont les composés majoritaires
sont D’eucalyptol (32,84%) et I’a-pinéne (10,53%). Akin et al. (2010) rapportent que
I’eucalyptol (50,13%) est le composé majoritaire trouvé dans ’huile essentielle extraite des
feuilles de myrte d’origine turque, il est suivi par le linalool (12,65%) et 1’a-terpinéol
(7,57%), alors que celle d’origine algérienne est plutdt riche en limonene (23,4%), linalool

(15,4%), geranyl acétate (10,9%) et a-pinene (10,7%) (Hennia et al., 2015).

Notre huile essentielle d’eucalyptus est plutdt riche en eucalyptol (74,68%) et a-pinene
(16,21%), comme 1’ont observé de nombreux auteurs (Viturro et al., 2003; Vilela et al., 2009;
Damjanovié-Vratnica et al., 2011; Kumar et al., 2012; Toudert-Taleb et al., 2014; Hamdi et
al., 2015).
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5.2. Discussion des résultats des tests de fumigation sur les différents stades de

développement de 7. confusum

Nos résultats ont montré qu'une dose de 500 pl/L d'air et un temps d'exposition de
96h, avec l'huile essentielle de L. spica, sont nécessaires pour tuer 100% des ceufs de 7.
confusum, alors que la moitié¢ de cette concentration (250 ul/L d’air) de linalool seul a le
méme effet. Cela indique que le linalool pourrait étre en grande partie responsable de 1'effet

ovicide de 1'huile essentielle de L. spica utilisée qui en contient 43,80%.

En revanche, I’eucalyptol engendre également 100% de mortalité chez les ceufs a la
dose (500 pl/L) a 96h d’exposition, alors que les huiles essentielles d’eucalyptus, de romarin
et de myrte, contenant respectivement 74,68%, 57,91% et 44,83% de ce terpéne n’ont pas
montré la méme efficacité. Cela montre que I’eucalyptol seul est plus efficace sur les ceufs de
T. confusum a forte dose et a 96h d’exposition que lorsqu’il agit en synergie avec les autres
constituants des huiles essentielles. Les travaux d’Erler (2005) révelent d’ailleurs qu’une dose
de 184,8 mg/L d’eucalyptol, a 96h d’exposition, induit une mortalité de 86,8% chez les ceufs

de T. confusum par fumigation.

D’apres nos résultats, les faibles doses des huiles essentielles d’eucalyptus et de
romarin sont inefficaces contre les ceufs de 7. confusum, ils sont similaires a ceux trouvés par
Karci et Isikber (2007) qui ont montré qu’une fumigation des ceufs de ce ravageur a une dose
de 100 pl/L, avec les huiles essentielle de R. officinalis et E. globulus, pendant 72h, induit une
mortalité de 2,19% et 10,86%, respectivement. Tandis que Tung et al. (2000) rapportent qu’a
la plus forte dose de 196,9 ul/L et au temps d'exposition de 96h, les mortalités causées par les
huiles essentielles de R. officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis, sur les ceufs de T.
confusum, sont de 65% et 18%, respectivement. L’huile essentielle de romarin exerce
¢galement un effet ovicide a 1’égard des ceufs d’Ephestia kuehniella, avec une mortalité¢ de

90%, a la dose 100 pl/L, apres 24h (Pandir et Bag, 2016).

Pour I’huile essentielle de thym a feuilles de sariette, une faible toxicité a 1’égard des
ceufs de 7. confusum a €été observée. A notre connaissance, il n’existe pas de travaux sur la
toxicité des huiles essentielles d’especes de thym sur les ceufs de 7. confusum ou autre

Tenebrionidae pour pouvoir comparer nos résultats.
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L’huile essentielle des clous de girofle testée a induit 100% de mortalité sur les ceufs
de T. confusum a la dose 62,5 pl/L, en 24h. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par
Mondal et Khalequzzaman (2009) qui ont démontré qu’une dose de 5,769 mg/L d’air de
I’huile essentielle des clous de girofle est responsable de 100% de mortalité chez les ceufs de
T. castaneum, apreés 24h d’exposition. Alors que, I’eugénol, composé majoritaire de 1’huile
essentielle des clous de girofle, élimine seulement 16,7% des ceufs de 7. confusum, a la dose

100 ul/L, en 24h d’exposition (Saglam et Ozder, 2013).

Des études sur d'autres huiles essentielles de plantes, telles que Allium sativum, Betula
lenta et Cinnamonum zeylanicum ont montré une meilleure efficacité, tuant 100% des ceufs de
T. confusum, a une dose de 20 pl/L d'air, en 24 h (Isikber et al., 2009). Par ailleurs, les huiles
essentielles d' Allium cepa et de Foeniculum vulgare causent 100% de mortalité chez les ceufs
de 7. confusum, a la dose 100 pl/L, en 72h (Karci et Isikber, 2007), le méme résultat est
obtenu avec 196,9 ul/L d'huile essentielle de Pimpinella anisum, en 96h d’exposition (Tung et

al., 2000).

Les résultats obtenus de la CLsy aprés 24h ont montré que les ceufs de 7. confusum
sont plus sensibles a I’huile essentielle des clous de girofle (CLso= 9,263 nl/L) et au linalool
(CLso= 128,404 pul/L), comparativement aux autres traitements dont la CLsy dépasse 500 pl/L,

cela montre la grande tolérance des ceufs de ce ravageur.

La différence de vulnérabilité des ceufs vis-a-vis des substances naturelles testées et sa
résistance généralement ¢levée a la fumigation pourraient étre expliquées par 1’absence
d'aéropyles et de micropyles dans la structure de 1’ceuf, ainsi qu'a une épaisse couche
d'endochorion et a un plus grand maillage intrachorionique par rapport aux ceufs d'autres
insectes ravageurs, ce qui empéchent la diffusion des vapeurs dans l'ceuf (Gautam et al.,
2015). De plus, les taux de respiration sont faibles au stade ceuf, ce qui réduit les échanges
gazeux et, par conséquent, la diffusion de substances volatiles dans I'ceuf (Emekci et al.,
2002). D’apres Gurusubramanian et Krishna (1996) certains composés volatils réussissent a
diffuser dans 1’ceuf et par conséquent affectent les processus physiologiques et biochimiques

vitaux associés au développement embryonnaire.

Les résultats des tests de fumigation sur les jeunes larves (L1) ont montré que nos
traitements présentent une toxicité importante et variable d’une substance a une autre. La
comparaison des CLs calculées aprés 24h a montré que 1’eucalyptol et I’huile essentielle de

romarin sont les plus toxiques.

86



Chapitre IV Tests de toxicité avec les huiles essentielles

Papachristos et Stamopoulos (2002) ont constaté également que chez Acanthoscelides
obtectus, les huiles essentielles de Lavandula hybrida, R. officinalis et E. globulus présentent
un effet hautement toxique par fumigation, en particulier contre les larves du premier stade.
La toxicit¢ des huiles essentielles testées sur les jeunes larves peut étre attribuée a leur
richesse en monoterpenes, particulie¢rement les monoterpenes oxygénés. D’apreés Regnault-
Roger et Hamraoui (1995), les monoterpénes oxygénés sont plus toxiques sur les insectes que
les monoterpénes hydrocarbonés. Toutefois, les composants minoritaires sont aussi impliqués

dans 1’activité insecticide des huiles essentielles.

Alors que sur les larves agées (L8) de 27 jours, certains traitements ne sont pas
efficaces, comme le linalool et les huiles essentielles de lavande aspic, de thym a feuille de
sariette et des clous de girofle, le taux de mortalit¢ moyen causé est trop faible, des doses
encore plus élevées sont nécessaires pour confirmer les résultats obtenus. D’autres traitements
par contre, comme [’eucalyptol et les huiles essentielles d’eucalyptus et de romarin ont
montré une meilleure efficacité a 1’égard des larves agées de T. confusum, cet effet larvicide
peut étre attribu¢ a leur composition chimique riche en monoterpénes, notamment a
I’eucalyptol. Il a été démontré par Abdelgaleil et al. (2009) que 1’eucalyptol est I’inhibiteur le
plus puissant de 1'activité acétylcholinestérase des larves de 7. castaneum. Toutefois, le myrte
qui contient lui aussi de 1’eucalyptol, comme composé majoritaire, n’a pas la méme efficacité
et sa CLso en 24h dépasse 1000 pl/L. Ceci est peut étre dii a la concentration en eucalyptol de
I’huile essentielle de myrte (44,83%) qui est inférieure a celle des huiles essentielles de
romarin et d’eucalyptus, contenant respectivement 57,91% et 74,68% de ce monoterpéne ou
bien a ’action d’autres constituants de 1’huile essentielle de myrte absents dans les huiles
essentielles de romarin et d’eucalyptus, comme (B-cis-Ociméne, Myrténol, Estragole, 2-

hydroxycinéol, etc.).

Nos résultats montrent que les jeunes larves (L1) sont plus sensibles a la fumigation
avec les huiles essentielles et les monoterpenes que les larves agées (L8). Les travaux de
Theou et al. (2013) ont révélé également que les larves de 7. confusum, agées de 10 jours,
sont plus sensibles aux traitements par fumigation avec 1’huile essentielle de Lavandula
hybrida et que les larves agées de 31 jours, plus tolérantes. Cet effet age dépendant a
également été constaté avec I'huile essentielle d’Artemisia haussknechtii par Hashemi et
Safavi (2013) sur les larves agées de 25 jours plus résistantes que les larves agées de 10 jours,

avec des CLs croissantes selon 1'age des larves de 7. confusum.
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Par ailleurs, Stamopoulos et al. (2007) confirment aussi que les jeunes stades larvaires
(L3) de T. confusum sont les plus sensibles aux monoterpenoides dont le linalool et
I’eucalyptol, que les larves agées. Cependant, Wang et al. (2006) rapportent que 1’age des
larves n’était pas significatif, en testant par fumigation I’huile essentielle d’Artemisia vulgaris

sur les larves de 7. castaneum agées de 12, 14 et 16 jours.

Les résultats des tests de fumigation sur les nymphes de 7. confusum ont montré un
effet bio insecticide important pour 1’ensemble des substances naturelles testées sauf pour
I’huile essentielle des clous de girofle qui n’a pas manifesté de toxicité aux doses et différents

temps d’exposition testés.

Contrairement a nos résultats, Isikber et al. (2006) ont trouvé que les nymphes sont
plus résistantes a I’huile essentielle de romarin, la plus forte dose de 431,5 mg/L induit
seulement 18,3% de mortalité. Nos résultats ont également révélé que l'huile essentielle de L.
spica est plus toxique a 1’égard des nymphes de 7. confusum que le linalool qui s’est plutot

montré plus efficace sur les ceufs.

L’efficacité des huiles essentielles d’eucalyptus, de romarin et de myrte pourrait étre
attribuée a leur composé majoritaire 1’eucalyptol, qui testé seul sur les nymphes s’est montré

trés toxique.

Les traitements que nous avons réalisés provoquent non seulement la mortalité des
nymphes, mais aussi des malformations des adultes émergeants et des mosaiques, ce qui
réduit le pourcentage d'émergence d'adultes sains. Cette observation a été également rapportée
par Theou et al. (2013) qui ont noté des malformations chez les adultes de 7. confusum ainsi
que des mosaiques en testant par fumigation les huiles essentielles de L. hybrida, Laurus

nobilis, Thuja orientalis, Citrus sinensis, Citrus limon et Origanum vulgare.

De méme, D’application topique des huiles essentielles de Heteromera fuscata,
Coleostephus myconis et Mauranthemum paludosum sur les nymphes de 7. confusum a
provoqué des malformations chez les adultes émergés et le plus fort taux de malformation
(18%) a été induit par I’huile essentielle de C. myconis (Haouas et al., 2014). Par ailleurs,
Liska et al. (2015) ont testé également I’eucalyptol et I’eugenol par fumigation sur les
nymphes de 7. castaneum, ils constatent que ces deux monoterpénes induisent aussi des

malformations chez les adultes émergés ainsi que des mosaiques.
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L’apparition des mosaiques et des adultes malformés, dont la durée de vie est tres
courte, peut étre expliquée par un effet direct des huiles essentielles et des monoterpénes sur
le systeme hormonal de I’insecte, semblable a celui des régulateurs de croissance des insectes
(IGRs), c’est ainsi qu’Arthur (2003), apres avoir exposés les larves agées de 7. castaneum et

de T. confusum a I’hydropréne (IGR), a observé des effets similaires.

Les résultats des tests par fumigation sur les adultes de 7. confusum ont montré un
effet insecticide pour la plupart des substances testées, sauf pour le linalool dont 1’efficacité
est moindre et I’huile essentielle des clous de girofle dont I’efficacité s’avere tres faible dans

les conditions expérimentales utilisées.

Lorsque les adultes ont été traités avec l'huile essentielle de L. spica, une toxicité
marquée deés la dose de 250 ul/L a été notée, avec une CLsy de 176,19 ul/L, apres 24h
d’exposition. Le linalool, cependant, n'a provoqué qu'un faible pourcentage de mortalité¢ chez
les adultes. Une étude réalisée sur 7. confusum, en appliquant par fumigation une dose de 100
ul/L de linalool pendant 24h, a provoqué de faibles taux de mortalité¢ chez les ceufs, les larves
agées, les nymphes et les adultes, alors que les jeunes larves n'avaient pas été testées (Saglam
et Ozder, 2013). De méme, une faible toxicité du linalool par fumigation a été constatée chez
les adultes de 7. castaneum (Rozman et al., 2007). Ainsi, d'autres composés présents dans
l'huile essentielle de L. spica peuvent étre responsables de 1'effet toxique observé et différents
composés peuvent agir en synergie. La forte toxicité par fumigation du linalool sur d’autres
insectes ravageurs des grains stockés a été observée par d’autres auteurs, comme Ajayi et al.
(2014) qui rapportent que les adultes de C. maculatus subissent 100% de mortalité, a la dose
20 ul/L, en 24h, alors que chez Oryzaephilus surinamensis, ce taux est obtenu a la dose

50pg/ml, apres 14h d’exposition (Lee et al., 2003).

Il a été également démontré que les huiles essentielles de différentes especes de
lavande varient considérablement dans leur toxicité sur les adultes de 7. castaneum. Alors que
I'huile essentielle de Lavandula stoechas a montré une CLs, inférieure a 40 pl/L, aprés 24h
(Ebadollahi et al., 2010a), Lavandula angustifolia n'a eu que des effets toxiques trés mineurs
(Pugazhvendan et al., 2012). Cependant, L. angustifolia s’est révélée hautement toxique sur

Sitophilus granarius (L.) (Germinara et al., 2017).
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L’huile essentielle des clous de girofle testée ne présente aucun effet insecticide sur les
adultes de T. confusum, méme a plus forte dose. Nos résultats sont similaires a ceux de
Mondal et Khalequzzaman (2006) qui observent que les adultes et les larves de 7. castaneum,
agées de 10, 14 et 18 jours, sont tres résistants a 1’huile essentielle des clous de girofle, par
contact et par fumigation. Par contre, les extraits de plantes d’E. caryophyllata sont tres
répulsifs sur les adultes de 7. castaneum avec un pourcentage de répulsivité de 76,54%

(Sagheer et al., 2014).

L’huile essentielle de thym a feuille de sariette testée n’a donné des mortalités ¢levées
qu’a la dose 1000 pl/L, apres 48h. L’huile essentielle de cette espece de thym n’a pas été
testée par fumigation par d’autres chercheurs a 1’égard de 7. confusum. Son effet toxique a été
¢valué seulement par contact a 1’égard des adultes de 7. castaneum par Kasrati et al. (2015), et
Alaoui-Jamali et al. (2016). Les huiles essentielles d’autres espéces de thym ont manifesté
plus d’efficacité que I’huile essentielle testée dont la CLsp>1000 pul/L. En effet, la toxicité par
fumigation de I’huile essentielle de Thymus persicus a ét¢ démontrée chez les adultes de 7.
castaneum (CLs5y=236,9 pl/L, en 24h) et elle est encore plus importante chez ceux de S.
oryzae (CLsy=3,34 ul/L, en 24h) (Saroukolai et al., 2010). Par ailleurs, Thymus capitatus
présente aussi une toxicité par fumigation a 1’égard des adultes de 7. castaneum, avec une

CLso=377,34 ul/L, aprés 24h (Mohamed et al., 2018).

Nos résultats révelent que les huiles essentielles de romarin, d’eucalyptus et de myrte,
ainsi que leur composé majoritaire, 1’eucalyptol, ont un effet insecticide a 1’égard des adultes
de T. confusum, avec 100 % de mortalité, a la dose 250 pl/L, en 24h. La toxicité de 1’huile
essentielle de romarin, a 1’égard des adultes de 7. confusum a été démontrée par (Demirel et
al. 2009; Sener et al. 2009) avec 100% de mortalité a la dose 320 pl/L, apres 72h, ainsi
que Saeidi et Moharramipour (2013) qui ont obtenu le méme taux de mortalité¢ avec la dose
370,4 pl/L, en 24h. L’huile essentielle de romarin a également prouvé son efficacité sur
d’autres insectes ravageurs des grains stockés, comme R. dominica, O. surinamensis et
Sitophylus oryzae, causant 100% de mortalité, a la dose 15 pl/L, apres 24h (Shaaya et al.,
1991).

Avec I’huile essentielle d’E. globulus, nous avons obtenu une CLsy=182,932 pul/L,
apres 24h. Ebadollahi et al. (2010,) ont ¢galement constaté une forte toxicité de cette méme
substance naturelle sur les adultes de 7. castaneum, avec une CLs, aprés 24h de 30,602 pl/L.

L’étude menée par Hamdi et al. (2015) a mis en évidence la toxicité des huiles essentielles
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d’Eucalyptus lehmani et Eucalyptus astingens sur R. dominica, C. maculatus et T. castaneum.

Par ailleurs, Khani et Basavand (2012) ont également enregistré une forte activité
insecticide avec I’huile essentielle de myrte, par fumigation a I’égard des adultes de C.
maculatus et de T. confusum, avec des CLs, respectives de 9,5 ul/L et 260,7 pl/L. Par contre,
I’huile essentielle de myrte testée par Senfi et al. (2014) s’est avérée plus toxique, une
concentration de 68,54 ul/L, proche de la plus faible dose que nous avons testée, cause

68,88% de mortalité chez les adultes de 7. castaneum, avec une CLsy= 56,11 pl/L, apres 24h.

L’activité insecticide des huiles essentielles testées est probablement due a leur
composé¢ majoritaire 1’eucalyptol. L’eucalyptol est le fumigant le plus toxique sur les adultes
de T. confusum avec une CLs5;=149,685 ul/L, apreés 24h. La CLs, rapporté¢ par Lee et al.
(2002) sur T. castaneum est beaucoup plus inférieure a celle que nous avons obtenue
(CLsp=7,4 ul/L), ce qui illustre bien la toxicit¢ de ce monoterpene. Tripathi et al. (2001)
rapporte que le 1,8-cinéole est toxique aussi bien par contact que par fumigation, vis a vis des
larves et des adultes de 7. castaneum. D’autres travaux réalisés par Shaaya et al. (1991) ont
prouvé la toxicité de I’eucalyptol sur d’autres insectes ravageurs des grains stockés, comme 7.
castaneum, R. dominica et O. surinamensis, avec 100% de mortalité, ainsi que S. oryzae,

avec 75% de mortalité a la dose 15 ul/L, apres 24h.

Les effets trés variables des huiles essentielles et des composés monoterpéniques sur
différents insectes et méme sur différents stades de développement d'un méme insecte peuvent
s'expliquer par de fortes différences dans l'activité métabolique et 1'importance des cibles des
composés actifs. Certains constituants des huiles essentielles aromatiques sont connus pour
avoir des effets neurotoxiques qui interférent avec le neurotransmetteur octopamine
spécifique aux arthropodes (Isman, 2000; Isman (2008); Tandon et al., 2008; Regnault-Roger
etal., 2012).

6. Conclusion

L’activité insecticide des huiles essentielles de la famille des Lamiacées et des
Myrtacées ainsi que de deux monoterpenes (linalool et eucalyptol) a été évaluée par
fumigation contre les différents stades de développement de 7. confusum. Celle-ci dépend de
la substance naturelle testée, du stade de développement de 1’insecte ravageur, de la dose
appliquée et de la durée d'exposition. Parmi tous les traitements testés, 1’eucalyptol est le

produit le plus toxique par fumigation a 1’égard de tous les stades.
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Chapitre V Comportement de 7. confusum en réponse aux stimuli olfactifs

1. Introduction

T. confusum est une espece qui vit essentiellement dans des lieux fermés avec peu de
stimuli visuels disponibles pour s’orienter. C’est pour cela, que les signaux chimiques ont une
grande importance dans la communication intra- et interspécifique. Afin de développer des
stratégies de lutte alternatives efficaces contre 7. confusum, il est important d’acquérir une
meilleure connaissance sur cette communication chimique. L’analyse comportementale nous
permet d’identifier I’influence d’une ou plusieurs molécule(s) odorante(s) sur I’insecte étudié,

et permet par exemple de démontrer I’effet attractif ou répulsif d’un composé sur un insecte.

Les males de 7. confusum produisent une phéromone d'agrégation trés complexe,
contenant notamment des quinones, qui ont une forte odeur altérant ainsi les produits
alimentaires (Timothy, 2009; Verheggen et al., 2007). D’aprés Arnaud et al. (2000), la
phéromone d’agrégation n’est pas produite uniquement par les males, en effet les larves, les
nymphes ainsi que les femelles en produisent également mais dans des quantités beaucoup
plus faibles. La phéromone d'agrégation contient également du 4,8-diméthyldécanal et du 1-
tétradéceéne, induisant des réponses périphériques antennaires et comportementales des
conspécifiques males et femelles (Ryan et O’Ceallachain 1976; Suzuki et Sugawara 1979;
Suzuki 1980; Suzuki 1981; Verheggen et al. 2007). Verheggen et al. (2007) ont montré que
chacun des deux composés seuls attire males et femelles dans un test avec des groupes de 10

coléopteres dans une aréne ouverte.

Athanassiou et al. (2006) rapportent également que ces phéromones d’agrégation
pourraient éventuellement étre utiles dans le piégeage des coléoptéres, mais aussi, elles
peuvent étre combinées avec des composés toxiques dans les pieges qu’on appelle méthode

« lure and kill » qui est utilisée pour de nombreux insectes ravageurs (El-Sayed et al., 2009).

Plusieurs études ont montré que les substances volatiles d'origine végétale peuvent
interférer avec la détection des phéromones et leur attraction chez des insectes ravageurs
(Dickens et al., 1992). Par exemple chez les scolytes, des volatiles de plantes non-hdtes
réduisent I’attraction des males et des femelles, ainsi que de leurs ennemis naturels vers les
phéromones d’agrégation, un autre moyen d’interférer avec la communication olfactive des

ravageurs (Zhang et al., 1999; Zhang et Schlyter, 2010).

92



Chapitre V Comportement de 7. confusum en réponse aux stimuli olfactifs

La pré-exposition aux substances volatiles peut également modifier 1’attraction pour le
méme composé ou d'autres composés odorants, en influencant le développement et les
fonctions des circuits neuronaux (Devaud et al., 2001; Grubb et Thompson, 2004; Minoli et
al., 2012). Comprendre les effets des interactions volatiles attractives et répulsives et de la
pré-exposition sur le comportement des insectes nuisibles, en réponse aux odeurs, permettra
de mieux comprendre les mécanismes potentiels a explorer pour la protection des produits

stockés.

Nous avons étudié les effets de 1’huile essentielle de lavande aspic et de son principal
constituant, le linalool, a différentes doses, sur le comportement des adultes de 7. confusum.
Pour cela, nous avons utilisé un olfactomeétre a quatre voies pour étudier les effets répulsifs de
l'huile essentielle de L. spica et du linalool et l'interférence avec l'attraction des phéromones

d'agrégation émises par le coléoptere.

Nous avons testé l'effet de la pré-exposition avec l'huile essentielle de L. spica sur
I’attraction par cinq conspécifiques ou au 1-tétradécéne, un composant de la phéromone
d'agrégation. Par ailleurs, la réponse comportementale de 7. confusum a 1’exposition
simultanée a diverses doses d’huile essentielle de L. spica ou de linalool et a cing

conspécifiques ou le 1-tétradécene, a été également évaluée.
2. Matériels et méthodes
2.1. Insectes

Les insectes ont été ¢levés en masse dans des récipients en verre contenant de la
semoule moyenne, dans une étuve réglée aux mémes conditions de laboratoire citées
auparavant. Les individus utilisés pour les tests comportementaux ne sont pas sexés et sont
agés de moins de 3 mois. Les insectes vivent naturellement tout au long de leur vie dans un
environnement uniforme et nous nous n’attendons pas a ce qu'ils changent leur comportement
guidé par les odeurs avec l'dge. Les insectes fraichement éclos, moins mobiles et pas
sclérotinisés, ne sont pas utilisés dans nos tests. De plus, les études antécédentes n'avaient pas
montré de différences majeures de comportement et de réponses électrophysiologiques entre

les sexes (Suzuki et Sugawara, 1979; Verheggen et al., 2007).

Les expériences de comportement se sont déroulées a Agrocampus Ouest, Angers,
France. Avant le début des expériences, nous avons retiré jusqu’a 10 adultes de I’élevage de

masse dans une boite de Pétri avec quelques grains de semoule.
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2.2. Huile essentielle et composés

Nous avons testé 1’huile essentielle de lavande aspic ainsi que le linalool déja utilisés
dans les tests de fumigation et un composé de la phéromone d’agrégation, le 1-tétradécene a

97% fourni par Sigma-Aldrich (France).
2.3. Test en olfactométre

Un olfactometre a quatre voies de Pettersson (1970) pour les petits insectes a été
utilisé pour tous les tests des choix comportementaux, placé dans une cage en bois pour éviter
le plus possible I’influence de I’environnement (figure 43). Il se compose de trois pieces en
plexiglass assemblées pour former quatre zones avec un trou central pour 1’introduction de
I’insecte et la connexion a la pompe. Un papier filtre est déposé au fond de I’étage inférieur de
I’olfactomeétre et les zones sont dessinées et numérotées de 1 a 4, les zones 2 et 4
correspondent au témoin, les zones 1 et 3 correspondent au stimulus testé. Chaque sortie
d’olfactometre est connectée a des seringues de Sml dans lesquelles sont placées des pipettes
Pasteur contenant du papier filtre imprégné de la dose de la substance testée (figure 44) ou des

tubes en silicone contenant des coléopteres ou du papier filtre.

Un débit d'air total de 500 ml par minute, controlé par un débitmétre, est appliqué,
entrainant un débit d’air de 125 ml/min dans chaque zone de I'olfactométre. L air ambiant,
chargé en molécules odorantes, en traversant la zone de stimulus est aspir¢ par le trou central
de I’olfactométre par une pompe a membrane, permettant une distribution bien définie des
odeurs dans les 4 zones. L’air odorant est évacué a travers un tube en silicone vers 1’extérieur.
La température durant 1’expérimentation est maintenue entre 22 et 25 °C, la pression de ’air

et le taux d’humidité sont notées (Humidité 35 a 55 % ; Pression de I’air 995-1015 hPa).

Les Tribolium ont été testés individuellement pendant 15 min, a faible lumiére du jour
(150-300 lux) et a chaque nouvel individu testé, 1’olfactométre est changé et I’emplacement
des zones est tourné a 90°, pour éviter une éventuelle influence du positionnement sur le
comportement. Les olfactométres utilisés sont lavés avec un détergent et séchés pour une

nouvelle utilisation.

Chaque stimulus a été utilisé pour 3 coléopteres, ensuite le stimulus est renouvelé. Au
moins 30 individus ont été testés pour chaque traitement et pour chaque dose, chaque

changement de zone a été noté et le temps total passé dans chaque zone a été calculé.
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Figure 43. Olfactometre a 4 voies placé dans une cage en bois

> Z Flux d’air

Figure 44. Olfactometre a 4 voies
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2.3.1. Design expérimental pour tests avec les odeurs individuelles

2.3.1.1. Expériencel : Effets répulsifs de I’huile essentielle de 1a lavande et du linalool

L’huile essentielle de lavande aspic (1A, Tableau 22) et le linalool (1B, Tableau 22) a
des dilutions décadiques dans de 1’huile minérale, donnant des quantités finales comprises
entre 10 ug et 10 mg pour I’huile essentielle de L. spica et 1 pg et 10 mg pour le linalool dans
10 ul de solution, étaient appliqués sur du papier filtre a une pipette Pasteur. Pour les tests de

la lavande et du linalool, nous avons utilisé 10 pl d'huile minérale comme témoin.

2.3.1.2. Expérience 2 : Attraction de 7. confusum par les conspécifiques et par le 1-
tetradécéne

L'attraction de 7. confusum a ¢été testée sur un composant de la phéromone
d'agrégation, le 1-tétradéceéne, dilué dans de I'hexane de 1 ng a 1 pg, appliqué sur un papier
filtre (2A, Tableau 22) dans une pipette Pasteur. Le choix de ce composé de la phéromone
d’agrégation est di aux résultats de Verheggen et al. (2007) qui avaient déja démontré que ce

compos¢ seul induit une attraction chez 7. confusum.

Lors des essais préliminaires, nous avions €¢galement évalué l'attractivité de la méthyl-
1,4-benzoquinone a des doses démontrées par Verheggen et al. (2007) comme attractives,

mais aucune attraction n'a été observée dans notre dispositif.

Etant donné que seule une faible attraction au 1-tétradécéne a été observée, nous avons
¢galement testé 1, 5 ou 10 adultes de 7. confusum placés dans un tube en silicone avec des
grilles en téflon aux deux extrémités, comme stimuli (2B, Tableau 22) (figure 45). Des tubes
en silicone ont ¢été insérés dans des seringues jetables (5ml) montées aux entrées de
l'olfactometre. Pour les tests au 1-tétradéceéne et aux insectes, 10 pl d'hexane sur un papier

filtre ou un tube de silicone vide ont été utilisés, respectivement comme témoin.

Figure 45. Stimuli dans des tubes de silicone introduits dans des seringues
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2.3.2. Design expérimental pour tests avec les odeurs combinées

2.3.2.1. Expérience 3 : Effets de la pré-exposition des insectes a la lavande aspic sur
Pattractivité de la phéromone d’agrégation

Pour I’expérience de pré-exposition, 20 insectes ont été placés dans un bocal en verre
d’un volume de 250 ml, rempli a 1/4 de farine. Un morceau de papier filtre a été fixé sur le
couvercle du bocal sur lequel nous avons déposé une dose sublétale de 10 pl d’huile
essentielle de lavande aspic (correspondant a une dose de 40 pl/L) pendant une durée
d’exposition de 24 a 28 heures. Les coléopteres ont été retirés de la farine juste avant les tests
de comportement avec cinq conspécifiques (3A, Tableau 22) ou 10 ng de 1-tétradécene (3B,
Tableau 22) comme stimuli. Pour ces tests, des tubes vides et des tubes contenant un papier

filtre avec 10 pl d'hexane ont été utilisés, respectivement comme témoins.
2.3.2.2. Expérience 4 : Effets d’application simultanée de stimuli répulsifs et attractifs

Pour I'application simultanée de I’huile essentielle de lavande aspic ou de linalool et
de la phéromone d'agrégation, un papier filtre imprégné d’une dose comprise entre 10 pg et
10 mg d'huile essentielle de lavande (4A, Tableau 22) ou entre 1 pg et 10 mg de linalool (4B,
Tableau 22) a été placé dans un morceau de tube en silicone, dans une seringue en plastique.
Un deuxieme tube de silicone fermé, avec des grilles en téflon a mailles fines et contenant
cinq conspécifiques, a été placé derricre le tube contenant l'huile essentielle de lavande
(figure 46). De cette fagon, les coléopteres utilisés comme source de phéromone d'agrégation
n'étaient pas en contact avec I'huile essentielle de lavande. Ceci pour éviter un effet de 1’huile
ou du linalool sur I’émission de la phéromone d’agrégation. Des tubes vides et des tubes
contenant un papier filtre avec 10 pl d'huile minérale ont été insérés dans une seringue comme

témoins.

Figure 46. Stimuli dans des tubes de silicone introduits dans des seringues
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Pour les expériences associant le 1-tétradécéne et une stimulation a l'huile essentielle
de lavande (4C, Tableau 22), deux papiers filtres ont été insérés dans une pipette Pasteur et
imprégnés avec des doses comprises entre 10 pg et 10 mg de I’huile essentielle de L. spica et
10 ng de solution de 1-tétradécene, respectivement. Des pipettes Pasteur, avec deux papiers
filtres contenant 10 pl d’huile minérale et d’hexane, ont été utilisées comme témoins (figure

47).

Figure 47. Stimuli dans des pipettes Pasteur qui seront placées dans des seringues

Tableau 22. Aper¢gu du design expérimental et de l'analyse statistique des tests
olfactométriques (tests t appariés pour la répulsion). PE, pré-exposition

Design exérimental Analyse statistique

Expérience Odeur 1+3 Dose/no. insectes Control 2+4 n t(df.=n-1) P
1A L. spica 0,01mg Huile minérale 32 -0,406 0,69
0,1 mg 33 -2,077 0,046
1 mg 32 -3,306 0,002
10 mg 30 -29,153 <0,0001
1B Linalool 0,001 mg Huile minérale 30 0,105 0,92
0,01 mg 30 -2,124 0,042
0,1 mg 30 -2,503 0,018
1 mg 30 -17,130 <0,0001
10 mg 30 -18,106 <0,0001
2A 1-Tetradecene 1 ng Hexane 30 -0,015 0,99
10 ng 30 2,091 0,045
100 ng 30 0,241 0,82
1000 ng 30 -1,449 0,16
2B No. insectes 1 Tube vide 33 1,776 0,085
5 36 6,385 <0,0001
10 30 3,194 0,004
3A PE L. spica / no. insectes 10 mg/5 Tube vide 36 2,276 0,029
3B PE L. spica / 1tetradecene 10 mg/ 10 ng Hexane 30 -1,429 0,16
4A L. spica + no. insectes 0,01 mg+5 Huile minérale + Tube 33 1,866 0,071
vide
0,1 mg+5 33 0,185 0,85
I mg+5 34 0,422 0,68
10 mg+5 36 -5,666 <0,0001
4B Linalool + no. insectes 0,001 mg + 5 Huile minérale + Tube 30 -0,654 0,52
vide
0,0l mg+5 30 -0,233 0,82
0,1 mg+5 30 -0,053 0,05
Img+5 30 -1,197 0,05
10 mg+5 30 -5,055 <0,0001
4C L. spica oil + 1- 0,01 mg+ 10 ng Huile minérale + 30 0,745 0,46
Tetradecene hexane
0,1 mg+ 10 ng 30 -2,535 0,017
1 mg+ 10 ng 30 -9,387 <0,0001
10 mg + 10 ng 30 -17,802 <0,0001
Control Huile minérale Huile minérale 30 0,449 0,66
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3. Analyse statistique des données

Pour les expériences comportementales, le temps moyen passé par les coléopteres dans
les deux zones odorantes a été compar¢ au temps moyen passé dans les zones de contrdle, en
utilisant un test t apparié avec le logiciel XLSTAT (Addinsoft, New York, NY, Etats-Unis)
pour ¢évaluer la répulsivité ou l'attractivité des stimuli testés. Les données ont été
préalablement vérifiées pour la normalité avec les tests de Lilliefors et de Jarque-Bera,
révélant dans tous les cas une distribution normale. Pour la comparaison des réponses entre
les traitements, les temps moyens dans le contrdle ont été soustraits des temps moyens dans le
traitement pour chaque insecte de chaque traitement. Les valeurs obtenues des paires de
traitements ont ensuite ¢t¢ comparées a 1’aide d’un test de Mann-Whitney dans le logiciel
XLSTAT. Les astérisques indiquent des différences significatives entre le traitement et le
contréle pour chaque paire de données (test t apparié: * 0,01 <P <0,05, ** 0,001 <P <0,01,
% P <0,001; ns: P> 0,05).

4. Résultats

4.1. Expérience 1 : effets répulsifs de la lavande et du linalool

Nos tests comportementaux montrent que les adultes de 7. confusum fuient les zones
de I’olfactometre stimulées avec L. spica et linalool, dépendamment de la dose. Les Tribolium
sont répartis également dans les zones de l'olfactométre lorsque de 1'huile minérale a été
appliquée sur les quatre zones (figure 48A, tableau 22, témoin), cela veut dire qu'il n'y a pas

de biais dans le dispositif expérimental.

Les doses d'huile essentielle de lavande aspic variant de 0,1 a 10 mg sont
significativement répulsives (figure 48A, tableau 22, expérience 1A), les insectes ont passé
59, 64 et 88% de leur temps dans les zones témoins, alors qu’avec la dose 0,01 mg, les
coléopteres n'ont pas fait de choix entre les zones stimulées et le témoin. Pour le linalool, des
doses allant de 0,01 a 10 mg sont significativement répulsives (figure 48B, tableau 22,
expérience 1B), les insectes ont passé respectivement 61, 65, 89 et 88% de leur temps dans les

zones de témoins.
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Figure 48. Effet comportemental de 1’huile essentielle de lavande aspic (A) et du linalool (B)
sur les adultes de 7. confusum. Moyenne £ SEM; n=30-32 individus par dose/témoin. Temps
(s) est le temps moyen passé dans les zones traitées et témoins de I’olfactometre a 4 voies.
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4.2. Expérience 2 : attraction de 7. confusum par les conspécifiques et le 1-tétradécene

Des adultes de 7. confusum dans un tube en silicone ont été utilisés comme source de
phéromone d'agrégation. Alors qu'un seul adulte n’est pas significativement attractif, cinq et
10 coléopteres le sont (figure 49A, tableau 22, expérience 2B), les insectes passaient 72 et

65% de leur temps dans les zones contenant cinqg et 10 coléopteres, respectivement.

Le 1-tétradécéne n'est significativement attractif qu'a une dose de 10 ng (figure 49B,
tableau 22, expérience 2A), les insectes passaient 62% de leur temps dans les zones traitées.
La plus faible dose et les doses les plus élevées n'ont pas eu d'effet significatif sur le

comportement d'orientation de I’insecte.
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Figure 49. Effet comportemental du nombre de conspécifiques (A) et de différentes doses de
1-tétradécéne (B) sur les adultes de 7. confusum. Moyenne+SEM; n=30-36 individus par
dose/témoin. Temps (s) est le temps moyen passé dans les zones traitées et témoins de
I’olfactométre a 4 voies.
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4.3. Expérience 3 : effets de la pré-exposition des insectes a la lavande aspic sur
I’attraction de la phéromone d’agrégation

Le traitement préalable par fumigation, a la dose sublétale de 10 ul de I’huile

essentielle de L. spica, pendant 24-28 h, a réduit considérablement l'attraction de 1’insecte

ravageur pré-expos¢ aux cing congénéres (test de Mann-Whitney: U=435, P= 0,017) qui, en

revanche, est considérablement attiré par ses conspécifiques (figure 50, tableau 22, expérience

3A); T. confusum reste 59% de son temps dans les zones odorisées avec la phéromone

d’agrégation.

Cependant, l'attractivit¢ de 10 ng de 1-tétradécéne a été abolie aprés une pré-
exposition a 10 ul de I’huile essentielle de L. spica, puisque les coléopteres utilis€s ont passé
des temps similaires dans les zones témoins et odorisées de l'olfactometre (figure 50,

tableau 22, expérience 3B).

@ Traitement M Témoin
450

400

350

Temps (s)

PE Lavande/ 5 insectes PE Lavande/ 1-tétradécéne (10 ng)

Figure 50. Effet de la pré-exposition a 1’huile essentielle de lavande aspic sur I’attraction des
adultes de T. confusum par 5 conspécifiques ou du 1-tétradécéne. Moyenne£SEM; n=30-36
par dose/témoin. Temps (s) est le temps moyen passé dans les zones traitées et t€émoins de
I’olfactométre a 4 voies.
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4.4. Expérience 4 : effets de I’application simultanée de stimuli répulsifs et attractifs

L'action simultanée de I’huile essentielle de L. spica et de cinq conspécifiques a
supprimé l'attractivité de la phéromone d'agrégation, a toutes les doses testées. Sauf a la dose
la plus ¢élevée (10mg), un effet significativement répulsif, mais réduit de I'huile essentielle de
L. spica, a été observé (test de Mann-Whitney: U= 832, P <0,001; figure 51A, tableau 22,
expérience 4A). Les insectes n'ont passé¢ que 70% de leur temps dans les zones témoins,
contre 88% dans les zones traitées avec 1’huile essenticlle de lavande seule, a cette dose. Par
ailleurs, les coléopteéres n'ont pas fait de choix entre les zones traitées avec des doses plus
faibles de I’huile essentielle de L. spica combinées a cinq conspécifiques et celles du témoin.
Ainsi, l'effet répulsif de 0,1 et 1 mg de I’huile essentielle de L. spica a été¢ contrebalancé par
l'application de la phéromone d'agrégation, émise par les conspécifiques, et méme a une dose

non répulsive en soi, les coléopteres n’étaient pas attirés par les congéneres (figure S1A).

Lors de la combinaison du linalool avec cinq conspécifiques, ni attraction pour la
phéromone d'agrégation, ni effet répulsif du linalool, n'ont été observés avec les quatre
premicres doses testées, par contre, a la dose 10 mg, un effet répulsif réduit du linalool (test
de Mann-Whitney: U=684, P <0,001) a été¢ observe (figure 51B, tableau 22, expérience 4B),
les insectes ont passé¢ 70% de leur temps dans les zones témoins, contre 88% dans celles du
linalool seul. Ainsi, l'effet répulsif du linalool a été réduit par la présence de cinq
conspécifiques. Néanmoins, méme une dose de linalool non répulsive a elle seule, a supprimé

l'attractivité des conspécifiques (figure 51B).

En combinant la dose attractive de 1-tétradéceéne (10 ng) avec diverses doses de 1’huile
essentielle de L. spica, l'attractivité du 1- tétradécene a été abolie et le fort effet répulsif de
I'huile essentielle de L. spica est resté presque toujours inchangé par I'ajout du 1-tétradécene

(figure 51C, tableau 22, expérience 4C).
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Figure 51. Effet comportemental de l'application simultanée de différentes doses (A) de
I’huile essentielle de L. spica et de la présence de cinq conspécifiques, (B) du linalool et de
cinq congénéres, et (C) de I'huile essentielle de L. spica et du 1-tétradécéne sur les adultes de
T. confusum. Moyenne£SEM; n= 30-36 par dose/témoin. Temps (s) est le temps moyen passé
dans les zones traitées et témoins de I’olfactometre a 4 voies.
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5. Discussion

Nous avons démontré dans cette étude que l'huile essentielle de L. spica et son
composant majeur, le linalool, présentent un effet répulsif sur les adultes de 7. confusum. De
plus, des interactions importantes entre l'huile essentielle de L. spica ou le linalool et la
phéromone d'agrégation émise par les conspécifiques ou le 1-tétradécéne, ont été révélées et

ceci pendant 'application simultanée et apres la pré-exposition.

Les fortes doses testées de 1’huile essentielle de L. spica étaient fortement répulsives a
I’égard de T. confusum. 11 a ét¢ démontré que les huiles essentielles et plusieurs de leurs
constituants ont un effet répulsif sur plusieurs insectes, y compris les ravageurs des denrées
stockées (Sendi et Ebadollahi, 2013). Nous avons confirmé que le linalool seul a également
un effet fortement répulsif sur les adultes de 7. confusum, méme a des doses légérement
inférieures a celles de I’huile essentielle de L. spica. Cela suggere que dans 1'huile essentielle
de L. spica, le linalool contribue de maniere importante a 1'effet répulsif, car il constitue prés
de 50% du volume de I’huile. Les principaux constituants des huiles essentielles ont été
utilisés individuellement dans la protection des plantes, mais des expériences avec des
mélanges de composés et de I’huile essentielle compléte révelent que méme les composants
mineurs peuvent agir en synergie et contribuer a la spécificité des traitements, spécialement
les effets répulsifs (Nerio et al., 2010). Une méta-analyse des réponses d’insectes herbivores
aux substances volatiles, mettant 1'accent sur l'attraction des herbivores par les composés de
plantes, a également révélé une augmentation de 1’attraction avec 1’augmentation du nombre

de composants attractifs (Szendrei et Rodriguez-Saona, 2010).

Suivant l'observation que les individus de 7. confusum s’attirent mutuellement, des
¢tudes ont montré que les males de 7. confusum et T. castaneum produisent du 4,8-
diméthyldécan-1-al, une phéromone d'agrégation, qui attire les males et les femelles (Suzuki,
1981). Des travaux plus récents indiquent que la phéromone d'agrégation est un mélange plus
complexe de composés (Verheggen et al., 2007). Nous avons observé également que les
adultes de 7. confusum sont fortement attirés par les substances volatiles émises par de petits
groupes de conspécifiques et moins fortement attirés par une seule dose de 1-tétradécene,
composant de la phéromone d'agrégation. La faible attractivité du 1-tétradécéne correspond a
la constatation générale selon laquelle les composants individuels des phéromones sont
beaucoup moins attractifs que les mélanges (Baker, 1989). Une autre explication pour

I’attraction pour une seule dose de 1-tétradécéne pourrait étre expliquée par le fait que les
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individus testés n’ont pas été sexés, bien que des expériences avec des coléoptéres sexeés,
testant diverses doses de ce composé, ont révélé une grande variabilité des réponses et
seulement de l1égeres différences entre les males et les femelles (Verheggen et al., 2007). Chez
I’espéce apparentée T. castaneum, une grande variation des réponses aux appats a base de
phéromones et kairomones a également été révélée entre les différentes souches de 1’insecte,
dans divers tests comportementaux et aucun effet du sexe n’a été observé (Gerken et al.,

2018).

Nous avons également montré que la pré-exposition a une dose sublétale de 1’huile
essentielle de L. spica, pendant 24 a 28 h, réduit l'attractivité des conspécifiques et supprime
l'attraction du 1-tétradécéne. Ces résultats peuvent étre comparés aux effets de la pré-
exposition a des phéromones de valence positive ou négative chez les insectes sociaux, qui
modulent les réponses ultérieures aux signaux aversifs ou appétitifs. Par exemple, un composé
de la phéromone appétitive (géraniol) réduit les réponses aversives a une série de chocs
¢lectriques et les odeurs florales appétitives ce qui entraine une baisse des réponses défensives
chez les abeilles (Hotier et al., 2015; Rossi et al., 2018). Potentiellement, 1'exposition a un
répulsif puissant pourrait moduler la sensibilité¢ du systéme olfactif, via des amines biogenes,
c’est le cas d’une augmentation des attaques des abeilles apres une exposition a la phéromone

d’alarme (Nouvian et al., 2018).

L'application simultanée de répulsifs et de signaux attractifs intraspécifiques a annulé
le choix pour la plupart des doses testées de I’huile essentielle de lavande et du linalool, les
insectes n'ont manifesté ni attraction, ni répulsion. Correspondant a I'efficacité des signaux
répulsifs seuls, un effet répulsif en présence d'un stimulus attractif n'a été rétabli que lors de
l'utilisation de fortes doses de répulsifs, indiquant un compromis pondéré dans les réponses
aux stimuli combinés d’attractifs et de répulsifs. L'effet répulsif était plus facilement rétabli, si
l'effet attractif du signal intraspécifique était plus faible, comme dans le cas du 1-tétradécene.
Les plus faibles doses de I’huile essentielle de lavande et du linalool qui ne présentent pas

d’effet répulsif, inhibent par contre I'attraction des conspécifiques.

Par ailleurs, les réponses comportementales de Drosophila melanogaster Meigen a
une combinaison de composés répulsifs et attractifs ont révélé que I'attraction est
systématiquement réduite par les composés répulsifs, et que pour la plupart des combinaisons
d'odeurs, un effet répulsif est maintenu méme en présence d'un composé attractif (Thoma et

al., 2014).
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Bien qu'il soit difficile de comparer les données comportementales obtenues avec des
composés individuels de valence connue avec celles obtenues pour les mélanges complexes,
la géosmine, un composé répulsif produit par des microbes pathogenes, réduit également
l'attractivité pour l'odeur complexe du vinaigre, chez D. melanogaster (Becher et al., 2010).
Les mécanismes neuronaux des interactions complexes de mélanges doivent encore étre
¢tudiés. Cependant, il a été démontré que plusieurs niveaux de la voie olfactive, y compris le
centre olfactif primaire, le lobe antennaire, et les centres d'intégration supérieurs, étaient
impliqués dans les interactions de mélange d’odeurs, par exemple, les mélanges de
phéromones, les mélanges d'odeurs de plantes ou de fleurs chez les papillons de nuit et les
abeilles et les mélanges de phéromones et d'odeurs d'origine végétale (Deisig et al., 2014,

2006; Lei and Vickers, 2008).
6. Conclusion

En conclusion, nos travaux révélent les réponses comportementales de 7. confusum
vis-a-vis d'une huile essentielle et de son composant majeur ainsi que leur interaction avec des
signaux attractifs. Un compromis entre les réponses aux odeurs attractives et répulsives
dépend des concentrations utilisées, avec une inhibition de l'attraction des conspécifiques
méme avec des doses de substances ne présentant pas d’effet répulsif. Bien qu'il ne soit pas
réaliste d'appliquer directement les huiles essentielles ou les composés a forte odeur utilisés
ici aux produits stockés, le traitement des surfaces de stockage peut étre faisable (Arthur et al.,
2011). Sur la base de nos résultats, les effets répulsifs de I'huile essentielle ou du linalool,
ainsi que leur effet de réduction de l'attraction intraspécifique par les phéromones
d’agrégation, peuvent contribuer a une stratégie alternative de lutte contre les insectes
ravageurs des denrées stockées. Nos résultats illustrent les mécanismes a prendre en compte
lors de tests ultérieurs avec de nouvelles substances destinées a lutter contre 7. confusum et

potentiellement d'autres insectes ravageurs des produits stockés.
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Les travaux de recherche entrepris dans cette thése ont permis d’apporter une
contribution a la connaissance de la bio écologie d’un redoutable insecte ravageur des denrées
stockées, T. confusum, et de proposer une alternative a 1’utilisation massive des insecticides
dans les entrepots de stockage par 1’utilisation de substances naturelles d’origine végétale qui

sont les huiles essentielles et les monoterpenes.

Les résultats des expérimentations menées sur la biologie de 7. confusum ont montré
que le Tribolium est capable de se développer sur tous les substrats alimentaires testés (farine
de blé, semoule et grains de blé concassés) et que son cycle de développement varie selon le
type de substrat; il est plus long sur la semoule (43,07+2,09 jours) et plus court sur la farine
de blé (34,82+1,20 jours). L’insecte se développe en 8 stades larvaires sur la semoule et en 7
stades sur la farine de blé et les grains de blé concassés. Le deuxiéme et le dernier stade
larvaire sont les plus longs du cycle de développement de I’insecte. La durée de la nymphose
varie significativement selon le substrat, elle plus longue sur la semoule et les grains de blé
concassé€s avec 6,55+0,50 jours et 6,47+0,50 jours, respectivement. Le poids moyen des
femelles et celui des males ne varie pas significativement sur la semoule et la farine de blé,
nous avons noté également que le poids moyen des femelles est plus ¢levé que celui des males

pour chaque type de substrat testé.

Concernant la longévité des adultes de 7. confusum, I’analyse de la variance ne révele

pas de différence significative selon le substrat alimentaire et le sexe.

Par ailleurs, les femelles mettent environ 5 a 7 jours pour commencer a pondre, la
durée de la pré-oviposition varie selon le type de substrat alimentaire. Le nombre d’ceufs
pondus est aussi fonction du substrat alimentaire, il est plus important sur les grains de blé

concassés, tenant compte du nombre élevé de larves observées sur ce substrat.

Le taux de survie post-embryonnaire varie également en fonction du substrat
alimentaire, il est plus important sur les grains de blé concassés et la semoule. Par contre, les
résultats du sex-ratio n’ont pas montré de différences significatives entre les différents

substrats, la valeur de ce paramétre est proche de I’équilibre.

Les résultats de ’analyse GC/MS ont montré que les huiles essentielles de la famille
des Lamiacées et des Myrtacées, que nous avons testées, sont trés riches en monoterpenes,
particulicrement les monoterpénes oxygénés qui jouent un réle important dans la toxicité de

ces substances.

108



Conclusion générale

En ce qui concerne les résultats des tests de toxicité des huiles essentielles et des
monoterpenes, par fumigation sur les différents stades de développement de 7. confusum,
nous pouvons déduire que leur efficacité varie selon le stade de développement de ’insecte, la
dose et le temps d’exposition. Le stade ceuf chez beaucoup d’insectes comme C. maculatus
par exemple est le plus sensible aux traitements avec les huiles essentielles (Toudert-Taleb et
al., 2014; Hedjal-Chebheb et al., 2015); dans le cas du Tribolium, ce stade a montré une
résistance aux traitements, méme a forte dose, en revanche, 1’huile essentielle des clous de
girofle, le linalool, I’huile essentielle de lavande aspic et I’eucalyptol ont induit jusqu’a 100%

de mortalité.

Le stade larvaire L1 est le plus sensible aux traitements, nous avons obtenu des
mortalités assez importantes méme avec les faibles doses et aux différents temps d’exposition.
Alors que le stade larvaire L8 a révélé une forte résistance a certains traitements, méme a la
plus forte dose de 1000 pl/L. L’eucalyptol et les huiles essentielles d’eucalyptus et de romarin
ont prouvé leur efficacité a I’égard des larves agées de 7. confusum. Sur le stade nymphal,
tous les traitements ont révélé une certaine toxicité, mise a part I’huile essentielle des clous de

girofle.

Le stade adulte semble résister également au linalool et a I’huile essentielle des clous
de girofle, méme a forte dose et a 96 h d’exposition. Les autres traitements par contre ont
montré une toxicité importante sur les adultes, particulierement 1’eucalyptol qui agit méme a

faible dose.

La concentration létale 50 permet de classer les biopesticides en fonction de leur
toxicité. Le calcul de la CLsg apreés 24h pour tous les traitements et pour les différents stades
de développement ont montré que sur les ceufs, 1’huile essentielle des clous de girofle est la
plus toxique avec une valeur de 9,263 ul/L. Pour le premier stade larvaire, 1’eucalyptol est le
plus toxique avec une CLso<7,81 ul/L. Pour le stade larvaire LS8, I’huile essentielle
d’eucalyptus est plus toxique avec une CLsy de 149,05 pl/L. C’est également I’eucalyptol qui
s’est montré le plus toxique a 1’égard des nymphes (CLso=131,729 ul/L) et des adultes
(CL5p=149,685 ul/L).

Nos traitements réduisent le taux d’émergence des adultes a partir des ceufs, des larves
et des nymphes qui ont survécu aux tests de fumigation, en fonction de la dose et du temps
d’exposition. Nous avons remarqué qu’en traitant les ceufs, aucune émergence des adultes n’a

été observée avec I’huile essentielle des clous de girofle (100% de mortalité chez les ceufs de
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T. confusum). Nous avons constat¢ également que tous les traitements réduisent le taux
d’émergence, lorsque les L1 sont ciblées, particulierement I’eucalyptol et I’huile essentielle
d’eucalyptus. Concernant le stade larvaire L8, le taux d’émergence est surtout affecté par les
huiles essentielles d’eucalyptus, de myrte, de romarin ainsi que 1’eucalyptol. Le stade
nymphal est surtout affecté par les fortes doses et les temps d’exposition les plus longs (72h et

96h) des différents traitements.

La fumigation des nymphes avec les huiles essentielles et les monoterpénes a
provoqué des malformations chez les adultes et 1’apparition des mosaiques, ce qui réduit
davantage le succes reproducteur. Le taux de malformation le plus ¢élevé a été enregistré avec
I’huile essentielle d’eucalyptus, plus de 40%, et pour les mosaiques, le taux le plus €levé a été
obtenu avec les huiles essentielles de lavande aspic, de thym, de myrte et le linalool. Des
recherches complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes
intervenant dans 1’activité de ces substances naturelles sur la morphogenése, sachant que les
processus a 1’origine de 1’apparition des mosaiques et des adultes malformés sont, a notre

connaissance, peu étudiés.

L’¢étude du comportement des adultes de 7. confusum, en réponses aux stimuli olfactifs
par I'utilisation d’un olfactométre a 4 voies, nous a permis de montrer que la lavande aspic
présente une action répulsive a I’égard de 7. confusum, a partir de la dose 0,1 mg, de méme

pour le linalool qui s’est révélé répulsif a partir de la dose 0,01mg.

Le test d’attraction des adultes de 7. confusum, en utilisant le 1-tetradecéne et un
nombre de congénéres variant de 1 a 10, a montré qu’une seule dose de 1-tetradecéne ainsi

que 5 et 10 conspécifiques, sont significativement attractifs.

La pré-exposition des adultes de 7. confusum a une dose sublétale de 1’huile
essentielle de lavande aspic annule 1’attraction de la phéromone d’aggrégation (1-tétradécene)

et réduit celle de 5 congéneéres.

Les résultats des tests de combinaison d’odeur ont montré que ’huile essentielle de
lavande aspic inhibe 'attraction des phéromones d'agrégation émises par les conspécifiques et
celle du I-tétradécéne, lorsqu'elles sont appliquées simultanément. Le linalool inhibe
¢galement ’attraction des phéromones d’aggrégation émise par les 5 conspécifiques. Nous
concluons que I’huile essentielle de lavande aspic et le linalool exercent une action répulsive

qui inhibe ’attractivité de la phéromone d’aggrégation.
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Ainsi, nous avons démontré que les substances volatiles testées pourraient représenter
une alternative potentielle a 1’utilisation des insecticides de synthése dans la lutte contre 7.
confusum. En raison des problémes de volatilit¢ et d’instabilit¢ des huiles essentielles,
l'encapsulation de ces dernicres est une stratégie appropriée pour améliorer leur stabilité et
leur persistance et les protéger des effets indésirables de la lumiére, de I'humidité et de

l'oxygene (Ziaee et al., 2014).

I1 serait intéressant de réaliser des essais pilotes, a plus grande échelle, pour déterminer
les possibilités d’application de ces biopesticides dans les entrepdts de stockage. Il est
¢galement indispensable d’évaluer, au préalable, I’impact de ces traitements sur la qualité des

produits alimentaires, la santé des consommateurs ainsi que sur I’environnement.
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Tableau 1. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés

par fumigation a I’égard des ceufs de 7. confusum

Doses Moyennes Groupes homogeénes
500 pl/L 55,049 A
250 ul/L 48,571 B
125 pl/L 27,021 C
62,5 ul/L 22,642 D
0 ul/L 7,781

Tableau 2. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux

traitements testés par fumigation a I’égard des ceufs de 7. confusum

Tableau 3. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation sur le taux de survie post-embryonnaire des ceufs de 7. confusum

Temps | Moyennes Groupes homogenes
96h 40,383
72h 32,229 B
48h 29,58 C
24h 26,659 D

Doses | Moyennes Groupes homogenes
0 pl/L 88,938 A
62,5 pl/L 64,656 B
125 pl/L 60,156 C
250 ul/L 36,938 D
500 pl/L 31,281

Tableau 4. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation sur le taux de survie post-embryonnaire des ceufs de 7.

confusum

Temps | Moyennes Groupes homogenes
24h 63,15 A
48h 59,775 B
72h 56,325 C
96h 46,325 D
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Tableau 5. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation a I’égard des jeunes larves de 7. confusum

Doses | Moyennes Groupes homogenes
62,5 ul/L 94,594 A
31,25 ul/L | 82,906 B
15,63 p/L | 72,719 C
7,81 pl/L 63,531 D
0 ul/L 0 E

Tableau 6. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation a 1’égard des jeunes larves de 7. confusum

Temps | Moyennes Groupes homogenes
96h 72,125 A
72h 69,9 B
48h 63,225 C
24h 45,75 D

Tableau 7. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation sur le taux d’émergence des adultes de 7. confusum a partir des jeunes larves

Doses | Moyennes Groupes homogenes
0 pul/L 94,906 A
7,81 pul/L 26,594 B
15,63 ul/L | 19,156 C
31,25 ul/L 11,25 D
62,5 pl/L 2,281

Tableau 8. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation sur le taux d’émergence des adultes de 7. confusum a partir

des jeunes larves

Temps Moyennes Groupes homogenes
24h 39,525 A
48h 30,25 B
72h 27,4 C
96h 26,175 C
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Tableau 9. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation a I’égard des larves agées de 7. confusum

Doses Moyennes Groupes homogenes
500 pl/L 46,031 A
250 pl/L 40,281 B
125 pl/L 0,875 C
62,5 pl/L 0,125 C
0 pl/L 0 C

Tableau 10. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation a I’égard des larves agées de 7. confusum

Temps | Moyennes Groupes homogenes
96h 19,325 A
72h 18,325 B
48h 16,825 C
24h 15,375 D

Tableau 11. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation sur le taux d’émergence des adultes de 7. confusum a partir des larves agées

Doses | Moyennes Groupes homogenes
0 pul/L 99,688 A
62,5 pl/L 97,938 B
125 pl/L 96,813 C
250 pl/L 57,281 D
500 pl/L 50,781

Tableau 12. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation sur le taux d’émergence des adultes de 7. confusum a partir
des larves agées

Temps | Moyennes Groupes homogenes
24h 82,875 A
48h 81,775 B
72h 79,7 C
96h 77,65 D




Tableau 13. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés

par fumigation a I’égard des nymphes de 7. confusum

Doses | Moyennes Groupes homogenes
500 pl/L 70,438 A
250 pl/L 57,969
125 pl/L 7,938 C
62,5 ul/L 1,563
0 ul/L 0

Tableau 14. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation a I’égard des nymphes de 7. confusum

Temps | Moyennes Groupes homogenes
96h 34,425 A
72h 30,25 B
48h 24,8 C
24h 20,85 D

Tableau 15. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation sur le taux d’émergence des adultes de 7. confusum a partir des nymphes

Doses | Moyennes Groupes homogenes
0 pul/L 99,938 A
62,5 ul/L 92,313
125 pl/L 74,375 C
250 pul/L 27,344 D
500 pl/L 21,031 E

Tableau 16. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation sur le taux d’émergence des adultes de 7. confusum a partir
des nymphes

Temps | Moyennes Groupes homogenes

24h 73,25 A

48h 67,075 B

72h 58,825 C

96h 52,85 D
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Tableau 17. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur dose des traitements testés
par fumigation a I’égard des adultes de 7. confusum

Doses Moyennes Groupes homogenes
500 pl/L 66,594 A
250 pl/L 62,656 B
125 pl/L 7,844 C
62,5 pl/L 0,563

0 pl/L 0

Temps Moyennes Groupes homogenes
T4 28,8 A
T3 28,525 A
T2 28,275 A
T1 24,525 B

Tableau 18. Résultats du test de Newman et Keuls pour le facteur temps d’exposition aux
traitements testés par fumigation a 1’égard des adultes de 7. confusum
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The confused flour beetle, Tribolium confusum, is a common and severe pest of stored products. Here, using
fumigation tests during four different exposure times, we evaluated the toxicity of different doses of essential oil
of spike lavender, Lavandula spica and one of its major constituents, linalool, on different life stages of T. con-
fusum under laboratory conditions. The toxicity of the L. spica oil and linalool varied as a function of the de-

Keywords:
Tribolium confusum
Lavandula spica
Essential oil

]lgt?:i;iion velopmental stage and treatment duration. Young larvae (L1) were the most susceptible to toxic effects, with

Toxicity LCso = 19.535 pl/L of air for L. spica oil and LCso = 14.198 pl/L of air for linalool after 24 h of exposure,
whereas older larvae (L8) were affected only very little by fumigation. Linalool caused higher egg mortality than
L. spica oil at equivalent doses, but lower mortality in pupae and adults. Emergence of intact adult insects from
surviving eggs, larvae and pupae was further reduced as a function of dose and exposure time to both L. spica oil
and linalool compared to control-treated insects. Our results show that L. spica oil and linalool might be suitable
for biological control of T. confusum, but tests at a larger scale are necessary to confirm our results.

Introduction of these products. In Brazil, for example, populations of Tribolium cas-

Insect pests are the main cause of post-harvest losses because they
depreciate food in storage and are able to destroy a whole stock in a
very short period of time (Ngamo and Hance, 2007). In traditional
maize storage systems in Togo, for example, insects accounted for
80-90% of losses (Pantenius, 1988). Among pests of stored products,
Tribolium confusum (du Val) is one of the major insect pests of cereals
and derivatives, infesting particularly mills, silos and other storage fa-
cilities. This beetle causes considerable damage both at the larval and
adult stages by feeding on and contaminating food with their faeces,
exuviae, dead insects and the strong noxious odour they produce
(Timothy, 2009), leading to a serious loss of market value (Trematerra
et al., 2011).

The techniques used currently to control stored-product pests rely
largely on the use of synthetic insecticides, such as phosphine and
sulfuryl fluoride applied by fumigation (Arthur, 1996; Campbell et al.,
2010; Lienard and Seck, 1994). However, chemical control causes nu-
merous problems such as toxicity for vertebrates including humans,
environmental pollution, high costs and the development of insect re-
sistance (Arthur, 1996; Gueye et al., 2011). The resistance of insects to
synthetic pesticides is one of the main problems of frequent application

taneum (Herbst) have shown a high degree of tolerance to phosphine,
explained by the ability of these insects to reduce their breathing rate
(Pimentel et al., 2008). Because of the development of resistances and
efforts to reduce environmental pollution, there is an urgent need to
find natural and sound alternative protection strategies to reduce the
application of synthetic insecticides. Plant essential oils are among the
most promising alternatives to chemical insecticides. Essential oils are
complex natural mixtures of volatile organic compounds produced as
secondary metabolites in plants, which are constituted by terpenes,
terpenoids and phenol-derived aromatic components and aliphatic
components (Bakkali et al., 2008). They have been reported to have
toxic, repellent, antifeedant, antibacterial, antifungal, reproduction and
growth inhibitory effects against insect pests (Regnault-Roger et al.,
2012; Ebadollahi and Jalali Sendi, 2015; Tu et al., 2018; Hu et al.,
2019). In most cases, active compounds of essential oils have low
toxicity for vertebrates and short environmental persistence, which
makes them good candidates for eco-friendly insect management
(Regnault-Roger et al., 2012). A variety of essential oils has been ex-
amined for their efficiency to control stored product pests with largely
varying results, depending on the type of essential oil and the insect
species (e.g. Kellouche and Soltani, 2004; Stamopoulos et al., 2007;
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Abstract

Essential oils of aromatic plants and their individual volatile components have been tested in pest
management strategies for their toxic and often repellent effects on target insects. When evaluating
their possible effects on crucial behaviours of the pest insects, the olfactory environment including
intraspecific communication cues has to be considered. We used the flour beetle Tribolium confusum
du Val (Coleoptera: Tenebrionidae), a common stored-product pest, to investigate the influence of
oil of spike lavender, Lavandula spica Medik. (Labiaceae), and its main component, linalool, at vari-
ous doses on olfactory-guided behaviour. Using four-way olfactometers, a dose-dependent repellent
effect of L. spica oil and linalool alone was revealed. On the other hand, we confirmed that T. con-
fusum is attracted by conspecifics, by means of an aggregation pheromone and by 10 ng of one of its
components, 1-tetradecene. Twenty-four hour pre-exposure to 10 pl of L. spica oil abolished subse-
quent attraction to 1-tetradecene and reduced attraction to five conspecifics. Simultaneous exposure
to L. spica oil or linalool and five conspecifics reduced the repellent effect of the volatiles in a dose-de-
pendent manner, whereas simultaneous exposure to 1-tetradecene at 10 ng abolished the repellent
effect of L. spica oil only at a dose of 0.01 mg. These results indicate a dose-dependent trade-off
between attractive and plant-derived repellent volatiles, which may influence the effectiveness of such
volatiles in their potential use in alternative pest management strategies.

et al,, 2013; Cao et al., 2018). When studying repellent

Introduction

Essential oils of aromatic plants and their volatile com-
pounds have been extensively studied in the search of
alternative control methods against herbivorous and
stored-product pests (Isman, 2000; Regnault-Roger et al.,
2012; Sendi & Ebadollahi, 2013; Isman, 2015). In addition
to their toxic effects, also repellency of these compounds
has been widely investigated (Nerio et al., 2010; Liang

*Correspondence: Sylvia Anton, UMR IGEPP INRA/Agrocampus
Ouest/Université Rennes 1, Agrocampus Ouest, 2, rue Le Notre,
49054 Angers Cedex 01, France. E-mail: sylvia.anton@inra.fr

effects on insects, however, the olfactory environment and
intraspecific communication cues also have to be taken
into account, in order to understand behavioural deci-
sion-making. We used here the confused flour beetle, Tri-
bolium confusum du Val (Coleoptera: Tenebrionidae), as a
model to study interactions of aromatic plant volatiles
with intraspecific olfactory cues.

Tribolium confusum is a common pest in grain stores
and flour mills, which causes damage resulting in high eco-
nomic losses (Good, 1933; Park, 1934). Many aromatic
plants and their produced volatiles have been tested for
their repellent effects on insects, including 7T. confusum;
such repellent compounds may subsequently be evaluated
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Résumé

Tribolium confusum est I’un des principaux insectes ravageurs des denrées stockées, son controle
requiert une maitrise de sa biologie qui a été étudiée sur trois substrats alimentaires (farine de blé,
semoule et grains de blé concassés) dans les conditions de laboratoire. Le cycle de développement est
plus long sur la semoule et I’insecte subit 8§ stades larvaires. Les adultes ont une longue durée de vie
sur les différents substrats variant de 29,57 a 30,51 semaines chez les femelles et de 32 a 35,66
semaines chez les males; la durée de la pré-oviposition variec de 5 a 7 jours selon le substrat
alimentaire, et le nombre d’ceufs pondus par les femelles varie également de fagon similaire. Le taux
de survie post-embryonnaire est plus important sur les grains de blé concassés et la semoule et le sex-
ratio est proche de I’unité. Par ailleurs, nous avons évalué la toxicité de quelques huiles essentielles et
des monoterpénes par fumigation sur différents stades de développement de T. confusum. 1l ressort que
les ceufs sont plus sensibles a 1’égard de I'huile essentielle des clous de girofle et du linalool. Les
jeunes larves de 1 a 2 jours sont plus sensibles aux traitements que les larves agées de 27 jours. Les
nymphes sont plus affectées par 1’eucalyptol et les huiles essentielles d’eucalyptus et de romarin. Les
adultes sont plus sensibles a I’eucalyptol. Tous les traitements réduisent le taux d’émergence des
adultes en fonction de la dose et du temps d’exposition. Nos traitements induisent également divers
taux de malformations et de mosaiques sur les nymphes traitées. Nous avons également étudié
l'influence de 1’huile essentielle de L. spica et du linalool sur le comportement olfactif des adultes de
T. confusum, les résultats ont montré un effet répulsif dose- dépendant des deux traitements. Nous
avons confirmé que 7. confusum est attiré par les conspécifiques au moyen d'une phéromone
d'agrégation et par 10 ng de I’un de ses principaux composants, le 1-tétradécéne. Une pré-exposition
des insectes a I’huile essentielle de L. spica a supprimé l'attraction du 1-tétradécéne et a réduit
l'attractivité des conspécifiques. L'exposition simultanée a L. spica ou au linalool et aux
conspécifiques a réduit 1'effet répulsif des substances volatiles de maniére dose-dépendante, tandis que
l'exposition simultanée a 10 ng du 1-tétradéceéne n'a aboli l'effet répulsif de I'huile essentielle de L.
spica qu'a la dose de 0,01 mg.

Mots-clés : Tribolium confusum, biologie, huiles essentielles, toxicité, comportement

Abstract

Tribolium confusum is one of the main insect pests of stored foodstuffs, its control requires a mastery
of its biology, which has been studied on three food substrates (wheat flour, semolina, crushed wheat
kernels) under laboratory conditions. The development cycle is longer on semolina and the insect
undergoes 8 larval stages. Adults have a long lifespan on different substrates varying from 29,57 to
30,51 weeks in females and from 32 to 35,66 weeks in males; the duration of pre-oviposition varies
from 5 to 7 days depending on the food substrate, and the number of eggs laid by females also varies
similarly. The post-embryonic survival rate is greater on crushed wheat kernels and semolina and the
sex ratio is close to unity. Also, we evaluated the toxicity of some essential oils and monoterpenes by
fumigation on different life stages of 7. confusum. Eggs are found to be more sensitive to clove
essential oil and linalool. 1 to 2 days-old young larvae are more sensitive to treatment than 27 days-old
larvae. Pupae are most affected by eucalyptol and the essential oils of eucalyptus and rosemary. Adults
are more sensitive to eucalyptol. All treatments reduce the emergence rate of adults depending on the
dose and exposure times. Our treatments also induce various rates of malformations and mosaics on
the treated pupae. We also studied the influence of L. spica essential oil and linalool on olfactory-
guided behaviour of adults of T. confusum, the results showed a dose-dependent repellent effect of the
two treatments. We confirmed that 7. comfusum is attracted by conspecifics by means of an
aggregation pheromone and by 10 ng of one of its major components, 1-tetradecene. A pre-exposure
of insects to L. spica oil abolished attraction to 1-tetradecene and reduced attraction to conspecifics.
Simultaneous exposure to L. spica or linalool and conspecifics reduced the repellent effect of volatiles
in a dose-dependent manner, whereas simultaneous exposure to 1-tetradecene at 10 ng abolished the
repellent effect of L. spica essential oil only at a dose of 0,01 mg.

Keywords: Tribolium confusum, biology, essential oils, toxicity, behaviour
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