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1. INTRODUCTION

Les céréales représentent une importante ressource assurant 1’alimentation du bétail et
la consommation humaine mondiale. Elles tiennent la premicre place quant a 1’occupation des
surfaces agricoles, dont 70 % de ces terres agricoles mondiales sont emblavées en céréales
(FAO, 2021). Le régime alimentaire Algérien est basé sur les céréales qui constituent 1’essentiel
de I’apport énergétique et protéique, sans oublier la place qu’elles occupent dans
I’agroéconomie mondiale (Bouhadi et al., 2020). Justement, Les céréales sont cultivées en
Algérie de toutes sortes, le blé et I'orge constituant la majorité de la production, Le blé est
cultivé sous ses deux types en Algérie (blé dur et blé tendre) (Rastoin & Benabderrazik,
2014).

La farine obtenue a partir de blé tendre est principalement constituée de polymeéres
glucidiques (amidon et pentosanes), d'eau, de protéines (hydrosolubles et insolubles) et de
lipides, c'est la matiere premiére de base pour I'obtention de nombreux produits alimentaires et
notamment du pain (Boudreau & Ménard, 1992 ; Bouhadi et al., 2020). Les Algériens
consomment chaque jour 48 600 000 pains (110 Kg/personne/ an), occupant ainsi le premier

rang des consommateurs de pain dans le monde (Fedala et al., 2015).

Néanmoins, 1I’Organisation des Nations unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO)
prévoit un recul de 38% de la récolte céréaliere en Algérie soit une production locale de blé
avec une diminution de 5,1 a 3,75 millions de tonnes. D’aprés les prévisions du département
américain de I’agriculture (USDA), I’ Algérie, qui n’est en mesure de satisfaire qu’entre 34% et
36% de ses besoins en blé, devrait en importer entre 5 et 8 millions de tonnes en 2020/2021
(FAO, 2021).

En plus la production de cette culture est saisonniére et n’est récoltée qu’une seule fois
par an. De ce fait, afin de garantir la sécurité alimentaire nationale en matiére de céréales, les
récoltes doivent étre stockées dans des entrepdts durant des périodes variables, allant de
quelques jours a plus d’un an (Kathirvelu et al., 2020). Par conséquent, le stockage est le seul
moyen pour assurer le lien entre la récolte usuel une fois dans I’année et la consommation qui

est permanente et obligatoire (Waongo et al., 2013 ; Stathers et al., 2020).

L'objectif du stockage est de conserver la qualité et la quantité des marchandises
stockées (El Abdali et al., 2022). Si nous excluons les pertes causées par des changements

naturels tels que le séchage progressif du grain et la respiration et d'autres processus qui
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contribuent a une réduction de la quantité et de la qualité, lI'objectif le plus important est de
protéger les marchandises contre les pertes causées par les micro-organismes, les champignons

et parasites ou insectes ravageurs des stocks (Hamel et al., 2020).

Effectivement, les dommages biotiques et abiotiques touchent fréqguemment les produits
agricoles lors de la production et de la conservation (Aouadi et al., 2020) entrainant d'énormes
pertes économiques causees principalement par des insectes nuisibles qui peuvent affecté les
cultures de production agricole ou post-récolte et provoquer une altération de la qualité
nutritionnelle de céréales (Yezli et al., 2019). Selon I'Organisation des Nations Unies pour
I'alimentation et I'agriculture (FAQO), la dégradation qualitative et quantitative des produits
stockeés par les insectes ravageurs représente 29,6 % de la production mondiale dans les pays le
monde (FAO, 2022).

Ces ravageurs des produits stockés sont divisés en deux groupes : certaines especes sont
considérées comme des ravageurs primaires attaquant les grains entiers a savoir les charangons
coléoptéres des grains (Sitophilus granarius, S. zeamais, S. oryzae) le petit foreur des grains
(Rhyzopertha dominica). Tandis que d'autres suivent les dommages initiaux en tant que
ravageurs secondaires, a savoir les coléoptéeres de la farine (Tribolium confusum, T. castaneum),
la pyrale de la farine, une Iépidoptere (Ephestia kuehniella), qui se nourrit régulierement dans
les aliments transformés, sur des céréales endommagées ou en mauvais état, elles sont donc

plus fréquente dans les cuisines et garde-manger domestiques (Kathirvelu et al., 2020).

En effet, L'un des principaux ravageurs des minoteries industrielles dans les climats
tempérés est la pyrale méditerranéenne de la farine, Ephestia khehniella Zeller (1879)
(Lepidoptera : Pyralidae). Ses larves attaquent principalement les aliments stockés comme la
farine, les grains de céréales (riz, mais et blé), la semoule, les pates et rarement les fruits secs
comme les raisins secs et les figues (Bendjedid et al., 2021). Ils réduisent la qualité du produit
par leur présence et causent des dommages directs dans les aliments a cause des produits
chimiques produits par les glandes mandibulaires (Kurtulus et al., 2020). Assurément, les
larves peuvent diminuer la qualité des produits stockés en se nourrissant et en libérant leurs
matiéres fécales (Hansen & Jensen, 2002). Le développement de ces insectes et la
prolifération de moisissures sur les denrées stockées, entrainent des altérations de la qualité des
grains et la production de mycotoxines nocives pour la santé des consommateurs (Abeledo et
al., 2008).
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Les approches de contrdle chimique sont généralement utilisées pour gérer les
infestations de ravageurs dans les installations de stockage de produits (Giunti et al., 2019). En
effet, cette méthode a été longtemps considérée comme le moyen le plus efficace et économique
pour la protection des cultures contre les ravageurs (Akantetou et al., 2020). Depuis les années
1950, les insecticides synthétiques ont été largement utilisés pour lutter contre les ravageurs des
produits stockés tels les fumigeants comme le bromure de méthyle, les cyanogenes, la
phosphine, le formiate d'éthyle ou le fluorure de sulfuryle qui tuent les divers stades des insectes
des produits stockés dans un produit ou dans une structure de stockage (Kathirvelu et al.,
2020).

Toutefois, I’utilisation réguliére et intensive de ces pesticides a provoqué une sélection
sur les populations des ravageurs, favorisant le développement de divers mécanismes de
défense aux molécules actives et ainsi le développement du phénomene de résistance (El
Abdali et al., 2022). Les effets sur les organismes non ciblés et une pollution de
I’environnement avec des résidus persistants et plusieurs effets secondaires, tels que la
contamination de I'eau potable ; résidus sur les aliments ; effets toxiques (aigus ou chroniques)
sur les mammiferes, y compris les oiseaux, les abeilles et les parasitoides, causés par ces
insecticides chimiques de synthése, ont entrainé un changement drastique de la philosophie du
contréle de ravageurs (Ebadollahi et al., 2020 ; Hossain et al., 2022).

L’utilisation des pesticides synthétiques a connu un développement important, en effet,
I’utilisation des organochlorés a été fortement réduite dans certaines parties du monde dés 1970
et plusieurs de ces composes ont été retirés du marché des pesticides (Jayaraj et al., 2016 ;
Taffar, 2022). Des molécules synthétiques a moindre impact environnemental, alternative aux
pesticides conventionnels, ont pu étre développées puis commercialisées par des firmes
phytosanitaires. Ces molécules sont représentées par les perturbateurs de développement des
insectes (Insects Growth Disruptors ou IGDs) anciennement connus sous le nom de régulateurs
de croissance (Dhadialla et al., 2005, 2010 ; Hamilton et al., 2020). Parmi ces composes se
trouvent les agonistes et antagonistes de I’hormone juvénile ou « HJ » mais aussi les inhibiteurs
de la synthese de la chitine composé majeur de la cuticule (Pener & Dadhialla, 2012 ; Taffar,
2022).
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De ce fait, I'insertion de bios agents sains disponibles et efficaces pour la lutte anti
ravageurs est cruciale en raison de ces circonstances. Pour minimiser les dommages causes par
les infestations d'insectes, la combinaison d'approches efficaces et respectueuses de
I'environnement doivent étre employeée (Hossain et al., 2022). Les préoccupations
économiques, sociales et environnementales ont fourni un effort pour découvrir et développer

des pesticides naturels (Pavela, 2018).

Actuellement, ils sont classés en trois grandes catégories selon leur origine
(microbienne, végétale ou animale) et présentent de nombreux avantages (Deravel et al., 2014).
Rahardjo et al. (2020) ont rapporté que l'application d'extrait de plante ayant un effet
insecticide est considérée comme une alternative prometteuse pour réduire les effets négatifs

des pesticides synthétiques.

D’ailleurs, les composés d’origine botaniques contiennent une large gamme de
métabolites secondaires, notamment des alcaloides phénoliques et des terpénoides présentant
une toxicité significative envers les insectes nuisibles (Isman, 2006 ; Martinez et al., 2017).
D’autant plus que les pesticides botaniques sont actuellement reconnus comme biodégradables,
sélectifs, respectueux de l'environnement et sont largement pris en charge dans les systémes

d'agriculture biologique (Hamel et al., 2020 ; Hossain et al., 2022).

Parmi les produits organiques obtenus a partir de plantes, les huiles essentielles (HES)
synthétisés par de nombreuses espéces végétales en tant que métabolites secondaires (Campolo
et al., 2018 ; Coimbra et al., 2022). L’HE est obtenus sous la forme d'un mélange de liquide
constituées de composés volatils et semi-volatils sécrétée par des voies métaboliques
secondaires, généralement caractérisés par une forte odeur et qui est composé de dérivés
terpéniques (monoterpéniques et sesquiterpéniques en grande majorité) formés par deux voies
indépendantes, les voies mévalonate (MVVA) et méthylérythritol (MEP) (Morshedloo et al.,
2017 ; Chintalchere et al., 2020). Depuis peu, plusieurs rapports publiés indiquent une toxicité

des huiles essentielles des plantes pour des insectes ravageurs (Isman, 2020).

Aux fins de la sécurité environnementale, de nombreuses huiles essentielles ont éte
recommandé dans de nombreux programmes de lutte intégrée contre les ravageurs des cultures
(Sabbour & Abd EI-Aziz, 2019). Dans ce scénario, la bio activité des huiles essentielles, a eté
largement étudiée, cependant peu de pesticides verts sont utilisés et disponibles sur le marché

pour une gestion efficace des parasites des produits stockés (Campolo et al., 2018).
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Récemment qualifiées d'alternatives écologiques aux pesticides chimiques en raison de
leur efficacité multifonctionnelle incluant une activité anti-insectes nuisibles (Isman &
Grieneisen, 2014 ; Isman, 2020). Les HEs peuvent étre appliqués sous forme de fumigeant, de
formulations granulaires, par contact, en application topique ou de pulvérisations directes avec
une large gamme d'effets (Jalali Sendi & Ebadollahi, 2013). Effectivement, ils pourraient agir
en tant qu'adulticides, larvicides, ovicides, réducteurs de fertilité, dissuasifs de la ponte,
répulsifs, antiappétants, ainsi avec l'activité inhibitrice du développement et de la croissance
(Campolo et al., 2018).

Une fois au contact des insectes, les HEs pénétrent dans l'organisme et provoquent un
fonctionnement biologique anormal de I'organisme en atteignant rapidement ou non le niveau
cellulaire des enzymes et protéines cibles (Haubruge & Amichot, 1998). La nature lipophile
facilite leur interférence avec les fonctions métaboliques, biochimiques, physiologiques et
comportementales de base des insectes (Nishimura, 2001 ; Aouadi et al., 2020). En général,
les huiles essentielles sont de nos jours connues comme des neurotoxines a effets aigus
interférant avec les transmetteurs octopaminergique (Ouakouak et al., 2021). Seulement, au
contact avec les ravageurs certaines HES possédent plusieurs mécanismes d’actions comme la
dénaturalisation des protéines, l'inhibition enzymatique et la désintégration membranaire du
corps du ravageur (Cavalca et al., 2010 ; Chintalchere et al., 2020). En plus, ces huiles sont
trés toxiques pour les insectes et peu toxiques pour les animaux a sang chaud (Aissaoui et al.,
2018).

Malgré leurs propriétés prometteuses, les pesticides a base d'HE peuvent présenter
quelques critiques liées a la standardisation des principes actifs (Coimbra et al., 2022). En
effet, la variation considérable de la composition chimique de I'HE qui peut étre liée a plusieurs
facteurs, comme la variété végétale, la saison et les conditions climatiques (Thompson et al.,
2003 ; Coimbracetal., 2022). De plus, les caractéristiques chimiques des HES peuvent entrainer
certains inconvénients, principalement liés a la forte volatilité, a la dégradation rapide et a la
faible solubilité dans I'eau de ces extraits botaniques. En effet, les HES sont hydrophobes (c'est-
a-dire que leurs principaux composés sont des terpenes non polaires ou faiblement polaires) et

leur densité est souvent inférieure a celle de I'eau (Coimbra et al., 2022).

N’empéche qu’une réduction a des dimensions nanometriques peut améliorer la
solubilité des HEs, ainsi qu'augmenter leur stabilité et leur efficacité contre les ravageurs cibles
(Kah et al., 2013). En effet, le chargement/encapsulation des HE par/dans des nanoparticules

(NP) de polyéthyléne glycol (PEG) améliore considérablement la solubilité dans I'eau de I'HE
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et régule la libération de pesticides (Gonzalez et al., 2014 ; Campolo et al., 2017). En d’autres
termes, l'incorporation d'HE au sein de nano-émulsions peut apporter plusieurs avantages,

comme une diminution de la volatilité et une augmentation de la stabilité (Giunti et al., 2019).

Les HEs sont produites par plusieurs familles de plantes telles que les myrtacées, les
lamiacées, les astéracées, les apiacées et les rutacées ayant des propriétés insecticides signifiant
ainsi leurs valeurs potentiellement industrielles contre une variété d'insectes nuisibles, a savoir
les Iépidopteres, les coléopteres, les dipteres, les isoptéres et les hémipteres (Chintalchere et
al., 2020).

Le Thymus sp. (Thym) est une petite herbe botanique thérapeutique permanente
originaire du bassin méditerranéen, du sud de I'ltalie et de I'Asie. Il appartient a la famille des
Lamiacées, qui est I'une des plus grandes familles parmi les plantes a fleurs, pratiquement, avec
une gamme de pres de 220 genres et 4000 especes dans le monde (Colpaert, 2006 ; Ameen et
al., 2013 ; Nikoli¢ et al., 2014).

Il a actuellement d'énormes valeurs, grace a ses nombreuses applications dans
I'alimentaire, industries cosmétiques et pharmaceutiques. 1l est trés apprécié en raison du large
éventail de propriétés pharmacologiques (EI bakkal et al., 2019). De plus, les especes de thym
sont tres remarquables en raison de leur haute rendement en HE et précieux composés
phénoliques, notamment les monoterpénes phénoliques thymol et son isomére carvacrol, ainsi
que leurs précurseurs biogénétiques p-cymene et y-terpinéne, qui sont des marqueurs
chimiogénétiques et bioactifs les plus fréquents chez plusieurs especes de Thymus (Morshedloo
etal., 2017 ; Bistgani et al., 2018 ; Mumivand et al., 2022).

Par ailleurs, d'autres chémotypes basés sur des composés non phénoliques, notamment
le linalol, le géraniol, I'acétate de géranyle, le a-terpinéol, le citral et le nérolidol, sont signalés
chez différentes especes du genre (El bakkal et al., 2019). Ainsi, un polymorphisme chimique
important est freqguemment présent avec l'apparition de plusieurs chémotypes au sein d'une
méme espece ou au sein de populations morphologiqguement homogenes (Hegnauer, 1986 ;
Pavela et al., 2019 ; El bakkal et al., 2019). Il est probable que les composés minoritaires
agissent de maniére synergique. De cette maniére, la valeur d’une HE tienne a son « Totum »,
c'est-a-dire dans I’intégralité de ces composants et non seulement a ses composés majoritaires

(Pibiri, 2005 ; Aissaoui et al., 2018).
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Parmi elles, I'espéce Thymus munbyanus, qui montre différentes activités biologiques
comme des activités anti-microbienne, anti-bactérienne et anti-proliférative sur les cellules
humaines (Tefiani et al., 2015) et aussi une activité antioxydante (Sadou et al., 2020). L'huile
essentielle de Thymus munbyanus présente diverses familles de composés tels que les
monoterpenes, les sesquiterpenes, les diterpenes, les dérivés oxygénés ainsi que les

hydrocarbures aromatiques, les aldéhydes et les cétones (Sadou et al., 2020).

En effet, la composition chimique des HEs varie d'une sous-espece a l'autre, par
exemple les composés majeurs de la subsp. abylaeus sont I'acétate d'y-terpinyle, le a-terpinéol
et le bornéol, pour la subp. ciliatus carvacrol, y-terpinéne et p-cyméne sont prédominants,
cependant I'amphore, le myrcene et le 1,8-cinéole sont les principaux composés pour la subsp.
Coloratus (Benomari et al., 2020). Par conséquent, plusieurs études ont prouvé que certains
facteurs comme l'origine géographique (Elbali et al., 2018) la génétique et les méthodes
d'extraction (Fadel et al., 2019) pouvaient influencer la variabilité de la composition des huiles
essentielles (Kebbi et al., 2020).

La présente thése a pour objectif de valoriser I’activité insecticide de I’huile essentielle
d’une plante aromatique endémique Thymus munbyanus subsp coloratus et a évalué son effet
comme produit alternatif aux pesticides conventionnels dans le contréle d’un insecte & intérét

agronomique, le ravageur des denrées stockées Ephestia kuehniella.

L’étude a été réalisée in vivo et les principaux objectifs sont :

1) Extraction de I’huile essentielle du Thymus munbyanus, puis détermination des
caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques, ainsi que de la composition
chimique par la méthode analytique quantitative et qualitative la chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

2) Evaluation de la toxicité de I’huile essentielle sur les chrysalides 0 jour (<8h) au stade
nymphal, avec détermination des doses d’inhibitions de 1’émergence des adultes (Dlzs ;

Dlso) ainsi que leurs intervalles de confiance.




3)

4)

5)

6)

7)

8)
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Evaluation des effets de 1’huile essentielle a I’aide des doses d’inhibitions (DlI2s ; Dlso)

sur la croissance pondérale et le développement d’E. kuehniella.

Evaluation des effets de 1’huile essentielle sur les principaux métabolites corporels : ce
sont des parametres utilisés dans I’évaluation de la « Fitness » des organismes. En effet,
les variations dans les réserves d'énergie (glucides, les lipides, les protéines) indiquent
une altération fonctionnelle et la susceptibilité de I'insecte a I'insecticide (Piri et al.,
2014).

La compréhension des altérations enzymatiques, induites par 1’exposition a I’'HE au
cours des stades nymphal et adultes. Ainsi, les activités spécifiques d’une sélection
d’enzymes clés ont été précisées en plus d’un biomarqueurs de la peroxydation
lipidique : les Glutathion S-transférases (GSTSs) ; I’ Acéthylcholinesterase (AChE) et le
Malondialdéhydes (MDA).

Evaluation des effets de I’huile essentielle sur le taux des Vitellogénines et Vitellines :
au cours de deux générations successives, la génération parent (GO) et la premiere

génération (G1).

Evaluation des effets de I’huile essentielle sur le potentiel reproducteur et la
descendance au cours de deux générations successives, la génération parent (GO) et la
premiére génération (G1) et a différents stades de développement (larves, nymphes et

adultes).

Notre travail vise aussi a évaluer lI'impact de I'infestation de la farine par ce ravageur E.

kuehniella sur quelques parametres physico-chimiques de la farine.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériels biologiques

2.1.1.1. Présentation de la farine

La farine est le produit obtenu a partir des grains de blé tendre de Triticum aestivum
(Feillet, 2000). Ce sous-secteur constitue I’une des bases de I’industrie agro-alimentaire an
Algérie. En effet, la farine résulte de mouture et de broyage de ces graines dans lesquels le son
et le germe sont partiellement éliminés et le reste réduit en poudre suffisamment fine (Bouhadi
et al., 2020).

2.1.1.2. Composition chimique de la farine

La farine est composée en moyenne de 65 a 70 % d’amidon, un sucre complexe, qui
représente une réserve des glucides chez les plantes. Elle contient aussi de 13 a 16 % d’eau qui
sert a préparer le grain de blé a I’écrasement par assouplissant les enveloppes, de plus elle peut
contenir de 0,45 a 0,60 % de matiéres minérales, ce sont les minéraux majeurs ou
macroéléments (le calcium (Ca), le magnésium (Mg), le phosphore (P), le potassium (K) et le
sodium (Na)) et les oligoéléments ou éléments traces (le fer, le cuivre et le zinc). Des protéines
représentant en général 11 a 13.5 % du poids de la farine, on y distingue les protéines
métaboliques (les Albumines et Globulines) et les protéines de réserves (les Gliadines et les
Gluténines), quant aux lipides, ils ne représentent que 0.8 a 2 %, la farine contient également
des enzymes qui sont présentes en petites quantités comme les protéases, les lipases, les

amylases, les peroxydases et des vitamines (B6 ; B1 ; B12 et la vitamine E) (Feillet, 2000).

2.1.1.3. Analyse des physico-chimiques de la qualité de la farine

Le contr6le de qualité est un systeme qui permet de surveiller la qualité du produit, en
assurant de détecter précocement toute défaillance de fagon a éviter qu’elle ne se traduise pas
un défaut du produit, avec des séries d’analyses en laboratoire.

Une exposition provoquée de 200 g de farine a 5, 10 et 20 couples d’Ephestia keuhniella
sous des conditions expérimentales a été réalisés et des séries d’analyses nous permettent de
mettre en évidence les parameétres qualitatifs et quantitatifs de la farine ont été réalisés. Ces

analyses physico-chimiques ont été réalisés apres 1, 2 et 3 mois d’expositions aux différentes
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nombre de couples du ravageur ou les parametres suivants ont été évalué : La granulométrie, le
taux en protéines, teneurs en gluten, indice de sédimentation, tencurs en eau, taux d’absorption

d’eau et le taux de minéralisation (Cendres).

2.1.1.3.1. Granulométrie (Taux d’affleurement)

Le taux d’affleurement a été réalisé selon la méthode décrite par la norme 95 %
(AFNOR, NF 11501 ; 1982). C’est la quantité de refus obtenus aprés tamisage de 100g de
farine pendant 5 minutes, a 1’aide d’un Rota-choc (Fig. 1), un appareil constitué d’une série
d’empilement de tamis avec une ouverture de mailles décroissantes (212 um, 180 um, 160 pm,
140 pm et 125 pm, par un mouvement circulaire excentré dont I’amplitude est réglable. La

masse de refus obtenu est pesée et exprimée en pourcentage (%).

0
Taux d’affleurement = % X 100

mo : Masse du refus en gramme.

ml : Masse de 1’échantillon en gramme.

Figure 1. Appareil Chopin de type Rota-choc (Photo personnelle)
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2.1.1.3.2. Taux de Protéines

La teneur en protéine est déterminée a 1’aide d’un appareil Infra-néo ou les mesures sont
faites en transmission ou en réflexion dans une plage spectrale en proche infrarouge [1400-
2500nm] d’un échantillon (Fig. 2). Le mode opératoire est particulierement simple : on
sélectionne le produit a mesuré a 1’aide d’un menu déroulant, ensuite on verse notre farine dans
la trémie jusqu’a remplir la cuvette, on appuie sur analyse, puis on nomme I’¢chantillon a
analyser et enfin on appuie sur test pour lire le résultat a I’écran, cet appareil permet une analyse
tres rapide et fiable. La norme du taux en protéine varie entre 9.31 a 12.21% selon la NA
(Norme Algérienne 1828-1991), Les résultats sont exprimeés en (%) (Feillet, 2000).

| cHGPIN

Figure 2. Appareil Chopin de type Infraneo (Photo personnelle).

2.1.1.3.3. Taux de gluten

Le gluten humide d’une farine est une substance plasto-élastique composée
principalement de gliadine et de gluténine, qui constitue ’armature de la pate et lui

communique les propriétés rhéologiques. Pour mesurer la quantité de gluten, on réalise un paton
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avec 10 g de farine mélangée avec Sml d’eau salée. Apres 10 min de repos, on isole le gluten
par lixiviation, c’est a dire par lavage du paton sous un mince filet d’eau tout en malaxant afin
d’évacuer I’amidon et les matiéres solubles dans I’cau. Le gluten (m1) obtenu est mesuré a
I’aide d’une balance. La norme du gluten humide est a partir de 25 %, Il est exprimé en

pourcentage de la fraction massique de I’échantillon initial (Feillet, 2000).

GH (%) = (m1 x10).

m1l : est la masse, en gramme, de la prise d’essai aprés séchage.

2.1.1.3.4.Indice de sédimentation de ZENELY (SDS)

I1 donne une indication globale sur la quantité et la qualité du gluten, on admet qu’il est
en relation avec la force boulangére (22 a 30 / NA 1184 -94). L’infraneo nous permet de

mesurer cet indice aussi (Feillet, 2000).

2.1.1.3.5. Taux d’humidité (Teneurs en eau)

La teneur en eau des farines a été réalisee selon la méthode décrite par la norme algérienne
(NA 1333/1990 (I1SO 712) ; 14 5 % a 15 ,5 %). C’est un paramétre déterminé par séchage
d’une prise d’essai de 10 g (m0) a une température de 130°C dans une étuve d'humidité rapide
avec deux cellules ; apres 15 a 20 minutes on a mesuré la farine séchée (m1) a pression
atmosphérique normale permettant d’obtenir un résultat identique de la méthode de référence.
L’humidité du produit est indiquée par perte de masse rapportée en (%) par rapport a la masse
initiale (Feillet, 2000).

Humidité = (m0- m1) x 10.

mO0: est la masse, en grammes de la prise d’essai.

m1: est la masse, en gramme de la prise d’essai aprés séchage.
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Figure 3. Appareil Chopin de type Etuve (Photo personnelle).

2.1.1.3.6. Taux d’absorption de I’eau

Il correspond a la proportion d’eau, sous forme de pourcentage en poids de farine de blé
a 14% d’humidité. Le taux d’absorption est déterminé par un appareil Infra néo comme expliqué

précédemment et sa valeur est comprise entre 69-73 (NA 6458-2007) (Feillet, 2000).

2.1.1.3.7. Taux des cendres

Cette détermination est indispensable et a pour but de constater le changement de la
teneur en minéraux dans les échantillons. L’utilisation de la matiére minérale est un indicateur
de croissance microbienne et d’activités enzymatiques, puisque tous les microorganismes ont
besoin de plusieurs micronutriments (minéraux) qui sont des éléments nécessaires a leurs
développements et a I’activité de plusieurs enzymes (Dupin et al., 1992 ; Bouhadi et al., 2020).
La teneur en cendres est déterminée par un appareil Infra néo comme expliquer précédemment

et determinée selon la norme (NA 733).
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2.1.2.1. Présentation d’Ephestia kuehniella

Ephestia kuehniella (Zeller, 1879), est un insecte Iépidoptére nocturne et holométabole
de la famille des pyralidés, qui existe dans les régions tempeérées et mediterranéennes
(Balachowsky, 1972). Cet insecte est un ravageur des denrées stockées dont les larves
s’attaquent essentiellement a la farine, aux grains de céréales (Ble, Mais, Riz), la semoule, les
flacons d’avoine, les pates alimentaires et aux fruits secs (raisins, figues, abricots) (Fig. 4). Elle
est aussi une source allergique qui provoque 1’asthme et les rhinites (Bataille et al., 1995 ;
Cipolaetal., 1996 ; Yezli, 2014).

Figure 4. Farine infestée par Ephestia kuehniella Zeller (x2) (Photo personnelle).

L’insecte adulte a une petite téte globulaire avec des ailes antérieures grisatres satinées
(Fig. 5) (Balachowsky, 1972). Parallélement a son intérét économique, cette mite constitue, du
fait de son élevage facile et de son cycle de développement court, un modéle biologique de
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laboratoire intéressant pour différentes études. Sa position systématique est la suivante selon le
Centre National d’Information sur la Biotechnologie « NCBI » (2018) :

Reégne : Animalia

Sous regne : Metazoa
Embranchement : Arthropoda

Classe : Insecta

Sous classe : Pterygota

Super ordre : Endopterygota

Ordre : Lepidoptera

Famille : Pyralidae

Genre : Ephestia

Espéce : kuehniella (Zeller, 1879)

Figure 5. Ephestia kuehniella Zeller (A : adulte male (x5) ; B : adulte femelle (x5.5)) (Photos
personnelles).
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2.1.2.2. Cycle biologique

Le cycle de développement dur environ 75 jours chez E. kuehniella a une température
de 27°C et une humilité relative de 70 % et passe par 4 stades bien déterminés : ceuf, larve ou
chenille, nymphe ou chrysalide, adulte ou papillon (Fig. 10) (Pakyari et al., 2018).

L’ceuf : selon la température ambiante, il passe par une incubation durant 3 a 14 jours. L’ceufs
est de couleur blanchétre et de forme ovoide, présente une longueur de 460 um, et une largeur

de 230 pum (Fig. 6) (Hami et al., 2004 ; Yezli-Touiker et al., 2016).

Figure 6. Les ceufs d’Ephestia kuehniella (x27) (Photo personnelle).

La larve : de couleur blanc rosé, mesurant de 1 a 1,5 mm pour le premier stade pour atteindre
les 15 a 20 mm de long au dernier stade larvaires. Dés ’éclosion, la larve s’alimentant
directement, elle est caractérisée par un déplacement rapide et une vive activité de filage. Apres
six mues larvaires, celles-ci achévent leur croissance, elles peuvent parcourir jusqu'a 400 mm.
En effet, les larves du dernier stade s'éloignent de leur source de nourriture et débutent leur
nymphose en tissant une enveloppe de soie « Nymphe » ou « cocon » contenant des substances
nutritives dans laquelle elles évolueront pendant 8 a 12 jours pour former la chrysalide (Taibi,
2007 ; Delhoum et al., 2016) (Fig. 7).
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Figure 7. Evolution des stades larvaires d’Ephestia kuehniella (x7) (S : stade larvaire) (Photo

personnelle).

La chrysalide : la nymphe de couleur brunatre mesure environ 9 a 10 mm de long et devient
de plus en plus foncé avec I’age, c’est un stade immobile ou se produit la métamorphose (la
mue), correspond a un cocon dans lequel la nymphe évoluera pendant 8 a 12 jours (Delhoum,
2016) (Fig. 8).

Evolution des chrysalides au cours du temps

e “‘\ r M ﬂ' F al c

Figure 8. Evolution des chrysalides durant le stade nymphal d’Ephestia kuehniella (x1,5)
(Photo personnelle).

L’adulte : la chrysalide subit une mue imaginale apportant les derniéres modifications en
réalisant I’insecte parfait qui est un papillon mesurant 20 a 25 mm d’envergure et de couleur
grise. Il est formé par deux paires d’ailes, deux ailes antérieures grisatres avec des points noirs
et deux ailes postérieures blanchatres finement frangees. Les femelles adultes pondent juste
apres 1’accouplement qui aura lieu quelques heures aprés 1’émergence et la fécondité est de
200-300 ceufs blancs et de forme elliptique (Balashowsky, 1972 ; Yezli-Touiker, 2014) (Fig.
9).
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Figure 9. Adule d’Ephestia kuehniella (x3) (Photo personnelle).
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Figure 10. Cycle de développement d’Ephestia kuehniella & 27°C (Photos personnelles).

2.1.2.3. Distinction des sexes

Ce n’est pas facile de faire la différence entre le male et la femelle d’Ephestia kuehniella
au stade adulte ; la distinction des sexes se fait aisément au stade larvaire par la présence d’une

tache noire qui représente les testicules visible a 1’ceil nu a travers 1’épiderme de la face dorsale.
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Figure 11. Distinction entre les deux sexes : males et femelle d’Ephestia kuehniella (x3)

(Photo personnelle).

2.1.2.4. Technique d’élevage

L’ ¢levage est maintenu dans des conditions contrdlées de température et d’humidité
(25°C et 70 % environ) selon les indications de Payne (1966), les larves du dernier stade sont
récoltées et séparées en fonction de leur sexe et déposées dans des boites en plastique contenant
de la farine et du papier plissé pour la nymphose et recouverts par un morceau de tulle.
L’¢élevage est suivi quotidiennement et les chrysalides nouvellement exuviées (0 jour) sont

utilisées pour I’expérimentation.
2.1.3.1. Presentation du Thymus munbyanus subsp coloratus
Le nom Thymus dérive du nom grec : Thumos, venant du mot grec (theo) parfum ou

plante odoriférante, le genre Thymus possédent plusieurs nominations ; en Amazigh: Azukni,

Tazuknite, en Arabe: jertil et Ziitra (Belmalha et al., 2015). Le genre Thymus est un des genres
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les plus diversifiés de la famille des Lamiaceae et compte 215 espéces (Hazzit et al., 2006).
L'Algérie est I'un des pays les plus riches en variétés d'especes du Thym (Kabouche, 2005). Il
est représenté par 20 espéces botaniques de détermination toujours délicate en raison de leur
variabilité et leur tendance a s’hybrider facilement (Quezél & Santa, 1963 ; Bousmaha-
Marroki et al., 2007).

En effet, en Algérie le genre Thymus est représenté par douze especes et trois sous-
espéces. Neuf especes sont endémiques et un seul (T. ciliatus) est signalé avec trois sous-
especes. Thymus ciliatus Desf. Une plante endémique du Nord d'Afrique a été rapportée dans
la littérature algérienne avec trois sous-espéce : subsp. eu-ciliatus Maire, commun partout
Algérie ; subsp. coloratus (Boiss. & Reut.) Batt. Commun dans le Tell d'Algérie, et subs.
munbyanus (Bois. & Reut.) Batt. assez rare et localisé uniquement dans I'ouest algérien (le

Oranais et Hauts-Plateaux) (Benomari et al., 2020).

L’espéce T. munbyanus Boiss. & Reut., est une plante endémique dans 1’ Afrique de nord
(Benchabane et al., 2012). En Algérie, cette endémique se localise dans le secteur Nord (Saidj
et al., 2006). 1l affectionne les terrains secs et arides, la garrigue ou le maquis bas, mais on peut
le trouver aussi facilement dans les rocailles, les escarpements rocheux, les sous-bois clairs (ou
il est beaucoup moins parfumé), les restanques (Thierrey, 2005). Ce taxon est représenté par
trois sous especes : subsp. coloratus, subsp. munbyanus et euciliatus (Quezél & Santa, 1962).

C’est un sous-arbrisseau vivace, assez robuste et touffue avec des racines noueuses et
tortueuses, herbacées au sommet tres diffuses, petit a moyen mesurant de 10 a 40 cm de haut et
tres odorant (Thierry, 2005), érigée ou prostré (Quezél & Santa, 1962). Les feuilles sont trés
petites, sessiles, ovales, allant du vert (a ’ombre) au gris blanchatre (en pleine soleil), linéaire
ou linéaire-lancéolées, duveteuses au revers, lisses a 1’avers et enroulées sur les bords
(Grunwald et Christof, 2004). Les fleurs sont visibles entre Avril et Septembre. Elles sont
bleu-violettes voir rouge clair (Thierry, 2005), réunies en glomérules. L’ensemble constitue
des grappes terminales feuillées, a calice tubuleux avec deux levres : la supérieure a 3 dents,
I’inférieure a deux, ciliées et dentées. La corolle plus ou moins exserte a deux lévres, a 2 et 3
lobes. Les étamines sont au nombre de quatre saillantes et plus ou moins divergentes (Quezel

& santa, 1963). Le fruit se compose de quatre akénes ovoides arrondis (Smahi, 2007).
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La sous espéce coloratus, se distingue des autres sous especes décrites par les feuilles
florales plus ou moins tachées pourpre au moins a la base (Quezel & Santa, 1963). La subsp.
coloratus est un sous arbrisseaux trés rameaux a capitule dense, les fleurs ne dépasse pas 7 a 8
mm et sont en général plus pales, la tige généralement tétrangulaire est trés ramifiée et ligneuse
en sa partie inférieure (Fig. 10).

Cette espece est tres complexe du point de vue taxonomiques et systématiques,
démontrant polymorphisme important a la fois inter- et intra spécifique niveau non seulement
dans les caractéristiques morphologiques mais aussi en composition d'huiles essentielles
(Benamori et al., 2020).

Figure 12. Thymus munbyanus subsp coloratus (Photo personnelle).
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Figure 13. Géolocalisation du site de récolte de la plante Thymus munbyanus subsp coloratus

(Photo personnelle).

2.1.3.2. Extraction de I’huile essentielle

Le matériel végétal destiné a I’hydrodistillation pour I’obtention des huiles essentielles
a été prélevé entre mars et juin (2019 et 2020). Les plantes fraichement collectées, ont été
séchées a I’ombre dans un endroit sec et aéré. L'extraction des huiles essentielles a été réalisée
au niveau du laboratoire de biologie animale appliquée (Université Badji Mokhtar Annaba).
Une biomasse de 50g de matériel vegétal et 500 ml d'eau distillée est soumise a une
hydrodistillation en utilisant un montage d'hydrodistillation Clevenger (1928) durant 3 heures
(Fig.14). L'huile essentielle recueillie par décantation a la fin de la distillation, est ensuite

conservée a 4°C dans des petits flacons bien fermés, en verre ombré.
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Figure 14. Montage de I’hydrodistilateur de type Clevenger (Photo personnelle).

2.1.3.3. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est calculé en fonction du rapport entre le poids de

I’huile extraite et le poids de la matiere séche de la plante selon la formule suivante :

R =PB/PA x 100

R : Rendement en huile (%).

PA : Poids de la matiere seche de la plante en g.

PB : Poids de I’huile en g.
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2.1.3.4. Analyse de la composition chimique de ’HE

L’analyse chimique des HEs a été réalisée par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). Cette technique a été faite au centre de
recherche scientifique et technique en analyses physicochimique (CRAPC) a Bou Smail
(Tipaza, Algérie).

L'analyse (CPG-SM) a été effectuée avec un chromatographe HP Agilent 2890 plus
(CPG) équipé d'une colonne HP-5MS (longueur de 30 m x diamétre interne de 0,25 mm et
épaisseur de film 0,25 mm). La température du four a colonne a été réglée a 60°C pendant 8
minutes, puis augmentée a 250°C a une vitesse de 2°C/ min. Les températures de l'injecteur et
du détecteur ont été maintenues respectivement a 250 et 270°C. Le gaz porteur était de I'hélium,
I'écoulement a travers la colonne était de 1 ml /min et le rapport de division a été réglé a 50:1
avec injection de 0,2pul d'échantillon d'huile.

L'analyse CPG-Spectrométrie de masse (SM) a été effectuée avec un spectrométre de
masse "Quadrupolaire” qui fonctionnait a 70V. L'identification des constituants est basée sur la
comparaison des temps de rétention avec ceux des normes de référence correspondantes et en
utilisant la bibliothéque NISTEO2 et WILEY 7n (Jennings & Shibamoto, 1980) et ainsi par la
comparaison de leurs indices de rétention (IR) calculés par rapport a une série d’alcanes (C8-
C28) avec interpolation linéaire sur les deux colonnes, avec ceux des composés de référence
contenus dans la table de ADAMS (Adams, 2007). Le pourcentage des composés été calculé

en fonction de la surface des pics chromatographiques.

Tableau 1 : Récapitulatif des conditions opératoires de I’analyse chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).
Injecteur Colonne Durée Gaz Détecteur  de

d’analyse vecteur masse
-T° 250°C -HP-5MS -60°C- 113min -Hélium - | Scan TIC (de 30
-Split 1 ; 50 -Long 30m* D int | 8min pureté : a 550)
-Vol injecté: | 0.25mm*  épaisseur | -2°C/min N6.0 T° d’interface
0.2ul film 0.25um jusqu ‘a -Débit - | 280°C
-Phase stationnaire : | 250°C GV: Quadripoles
5% Phenyl 95% | -Isotherme 0.5ml/min
dimenthypolisiloxane | 10min
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2.2. Traitement et Bio essais

Aprés un screening prealable, cing doses ont été considérées 5, 15, 25, 40 et 100 pl/ mL
d’acétone, I’essai pour chaque dose est conduit en utilisant 3 réplications qui comportent
chacune 30 insectes. Le traitement a été administré in vivo a des chrysalides nouvellement
exuviée (<8) d'Ephestia kuehniella, par application topique sur toute la face ventrale de
I'abdomen de la chrysalide (2 pl/chrysalide). Les chrysalides des séries témoins recoivent 2 pl
d’acétone (Fig. 15).

Figure 15. Application du traitement (Photo personnelle).

Les pourcentages d’inhibition observée des différentes séries ont ét¢ déterminés puis
corrigés selon la formule d’Abbott (1925) pour éliminer la mortalité naturelle. Les
pourcentages d’inhibitions corrigées subissent une transformation angulaire selon les tables de
Bliss (1938), cites par Fisher et Yates (1957) et feront 1’objet d’une analyse de la variance a
un critére de classification qui permet le classement des doses par le test HSD de Tukey, afin
d’évaluer I’effet de I’HE. Enfin, la régression non linéaire exprimant le pourcentage d’inhibition
corrigée en fonction du logarithme de la dose a permis d’estimer, pour I’HE du T. munbyanus
subsp coloratus, les doses d’inhibition de la mue adulte DIxs et Dlsg (doses provoquant
I'inhibition de I'émergence des adultes de 25 % et 50 % des insectes traites, respectivement)

avec leurs intervalles de confiance (95 % FL) et le Hill Slope.
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2.3. Mesure des parametres du développement

Pour apprécier I’effet de 1’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp coloratus sur
le développement d'Ephestia kuehniella, les Dlos (15,38 pl/ mL) et Dlsg (25,22 pl/ mL)
correspondant respectivement aux doses d’inhibition 25% et 50% de I’émergence des adultes
ont été testées sur les chrysalides nouvellement exuviées (<8) et différents paramétres ont été
étudiés : la croissance pondérale des chrysalides, la durée de développement du stade nymphal

et la longévité des adultes.

2.3.1. Dureée du développement du stade nymphal

Afin d’évaluer la durée de développement du stade nymphal des séries témoins et
traitées (Dl2s et Dlsg), une observation des chrysalides toutes les 4 h a été réalisée et ce jusqu’a
I’émergence des adultes. Pour chaque série, 6 répétitions de 20 insectes chacune ont été

réalisées et maintenues dans les conditions d’élevage citées précédemment.

2.3.2. Croissance pondérale

La croissance pondérale d'E. kuehniella des séries témoins et traitées a I’HE du T.
munbyanus subsp coloratus aux deux doses d’inhibition (DIzs et Dlsg) a été évaluée tout au long
du stade nymphal (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 8 jours) a I’aide d’une balance de précision (Sartorius

AG Gottinger, Germany) et 20 insectes ont été utilisés pour chaque série d’expériences.

2.3.3. Lalongévité des adultes

Les effets de I’HE du T. munbyanus subsp coloratus aux deux doses d’inhibition (DI2s et
Dlsp) sur la longévité des adultes d'E. kuehniella, survivant au traitement, ont été évalués et la

mortalité des adultes a été enregistrée quotidiennement.
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2.4. Impact sur la descendance

Les adultes, males et femelles nouvellement exuviés, issus des séries témoins (MT ; FT)
et traitées (MDI ; FDI) dont les individus ont survécu au traitement des chrysalides (Dl2s et
Dlso) ont été placés dans des boites de pétri contenant un milieu nutritif (Farine). Six répétitions
de différents types de couples sont réalisés (voir ci-dessous) et apres 48 heures, les adultes sont
retirés des boites de pétri. Le suivi de la génération 1 (G1) est réalisé du stade ceuf jusqu’a
I’exuviation de 1’adulte ; ’effet différé de I’HE du T. munbyanus subsp coloratus a pu étre
¢valué en procédant au comptage des ceufs, larves de dernier stade (L5), chrysalides et adultes

provenant de chaque série de couples. Les différents couples réalisées sont les suivants :

e Couples1: MT x FT : Méles Témoins x Femelles Témoins
e Couples 2 : MDI25 x FDI25 : Males Dl2s x Femelles Dl2s
e Couples 3 : MDI50 x FDI50 : Males DIsp x Femelles Dlsg

2.5. Dosage des biomarqueurs

L’HE du T. munbyanus subsp. coloratus a été utilisé in vivo, par application topique, le

jour de I’exuviation nymphale d’E. kuehniella aux deux doses d’inhibition de la mue adulte
(Dl2s : 15,38 et Dlso : 25,22 ul/mL). L’effet de HE a été évalué sur I’activité spécifique des
Glutathion S Transférases (GSTs), de I’acétylcholinestérase (AChE) et du Malondialdéhyde
(MDA) a différents temps et stades (1, 2, 3, 5 et 7 jour pour le stade nymphal et 1, 2 et 3 jours
pour le stade adulte).
Par ailleurs, la concentration en protéines totales des différents échantillons, permettant
d’évaluer I’activité spécifique, a été préalablement déterminée suivant la méthode de Bradford
(1976) (décrite plus loin), afin de pouvoir calculer les différentes activités spécifiques des
différents biomarqueurs.

2.5.1. Dosage des Glutathion-S-Transférases (GSTs)

Le dosage des GSTs est réalisé selon Habig et al., (1974). Il consiste a fournir aux GSTs
des substrats artificiels en général la GSH (Glutathion réduit, 5 mM) et le CDNB (1choloro 2-

4- Dinitrobenzoique, ImM). La réaction de conjugaison entraine la formation d’une molécule
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nouvelle, qui absorbe la lumiére a une longueur d’onde de 340 nm. Dans le but de préciser
I’activité specifique des GSTs chez le modéle biologique étudié, les chrysalides et les adultes
d’E. kuehniella des séries témoins et traitées, eéchantillonnées a différents temps apres
traitement, sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0,1M ; pH6) a 1’aide d’un
broyeur a ultrasons. L’homogenat obtenu est centrifuge (1300 tours/min pendant 30 min) et le
surnageant récupéré servira au dosage enzymatique des GSTs. Le protocole de dosage est
réalisé comme suit : A une fraction aliquote du surnageant (0,2 ml) est ajouté 1,2 ml du mélange
CDNB-GSH2dans un tampon phosphate (0,1M ; pH6). La lecture se fait contre un blanc préparé
dans les mémes conditions (0,2 ml d’eau distillée remplagant le surnageant) ; les densités
optiques sont mesurées toutes les minutes pendant 5 minutes a 340 nm dans un
spectrophotomeétre contre un blanc (réglage du spectrophotométre) contenant 0,2 ml d’eau
distillée remplagant la quantit¢ de surnageant. L’activité spécifique des GSTs, déterminée
d’aprés la formule de Habig et al., (1974) suivante :

_ADo/mnth
96 Vs

X [/ mg de protéines

Dans nos résultats, 1’activité spécifique est exprimée en pMol/min/mg de protéines.

A DO : Pente de la droite de régression des densités optiques obtenues a 340 nm.

Vt : Volume totale de la cuve (ml) : (1,2 ml du mélange CDNB- GSH + 0,2 ml du surnagent).
9,6 : m Mol-1 Cm-1: Coefficient d’extinction du mélange GSH- CDNB (a 340 nm).

E : Epaisseur de la cuve =1 cm.

Vs : Volume du surnageant dans la cuve en m1= 0,2 ml.

mg de protéine : Quantité de protéines exprimée en mg.

2.5.2. Dosage de ’acétylcholinestérase (AChE)

L'acétylcholinestérase une enzyme clés du systeme nerveux des insectes, catalyse la
réaction d’hydrolyse de I’acétylcholine en choline et acide éthanoique (acétique). Cette enzyme
est indispensable au bon fonctionnement des synapses cholinergiques (Haubruge & Amichot,
1998).

Les chrysalides et les adultes d’E. kuehniella, des séries témoins et traitées,

échantillonnées a différents temps aprés traitement, sont homogénéisés dans 1ml de la solution
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détergente D [38,03 mg EGTA (acide ethylene glycol-bis, -aminoéthyl éther NNN’N’ tétra-
acetique), Iml Triton X 100%, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10mM,
pH 7)] qui solubilise les membranes. Aprées centrifugation (5000 trs/ min pendant 5 min), le
surnageant est récupéré et servira comme source d’enzyme. L’essai est conduit avec 3
répétitions comportant chacune 20 individus avec une série témoin. Le dosage de I’AChE est
réalisé selon la méthode d’Ellman et al. (1961) sur une fraction aliquote de 100 pl a laquelle
on ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3HNa
(bicarbonate de sodium), 1 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7).
Apres 3 a 5 minutes, 100 ul de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément [23,6 mg
ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 mn
pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 pl de la solution
détergente remplace les 100 pl de surnageant. L activité spécifique de I’ AChE est calculée selon

la formule suivante :

_ ADo/mn th

= —x— [ mg de protéines
1,36x100% Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/min/mg de protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.

1,36 x 1002 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris (0,1 M,
pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine]. Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.5.3. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

Les chrysalides et les adultes nouvellement exuvies d’E. kuehniella, des séries témoins
et traitées sont prélevees a différents ages. L’essai est conduit avec 12 répétitions. Les individus
sont broyés aux ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCI (50 mM, pH 7,5) [1,5137¢ tris, 0,0730
g EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acétique), 42,78 g sucrose, 250 ml eau distillée].
Une fois I’homogénéisation reéaliseée, une centrifugation est effectuée pendant 10 min a 10000
tours/min et le surnageant recupére servira au dosage du malondialdéhyde (MDA). Le dosage
est réalisé avec 500 pl du surnageant, additionné de 2,5 ml de TCA (acide trichloroacétique)

(100 g TCA et compléter a 1000 ml avec de d’eau distillée). Aprés chauffage au bain marie a
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100°C pendant 15 min et refroidissement dans de la glace, une deuxieme centrifugation est
effectuée a 10 000 tours/min pendant 10 min. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est
alors prélevée a laquelle on ajoute 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) [6,7 g TBA, 1000 ml
eau distillée].

Aprés un second chauffage (100 °C, 15 min) et refroidissement, 1,5 ml de butanol sont
rajoutés. Apres agitation, une derniére centrifugation (10000 tours/min, 10 min) est réalisée et
le surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant le complexe ATB (acide
thiobarbiturique) /MDA est récupére. Le MDA est dosé selon la méthode de Draper et Hadley
(1990). La méthodeest basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre TBA avec le
MDA, composeé issu dela peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés des membranes
cellulaires, donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une
longueur d’onde de 532 nmcontre un blanc (tampon tris-HCI). Le taux de MDA est déterminé

selon la formule suivante :

ADo Vt .
X= ——x— [ mg de protéines
156 Vs

X : Taux du MDA (mM/mg de protéines).

DO : La densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat a 532 nm.
156 : Coefficient d’extinction molaire de I’ATB (mM-1 cm-1).

Vt : Volume total de la cuve (1ml).

Vs : Volume du surnageant utilisé (0,5 ml).

mg de protéines : Quantité de protéines exprimée en mg.

2.5.4. Dosage des protéines

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le bleu
brillant de Coomassie G 250 (Fluka, UK) comme réactif et 1’albumine de sérum de bceuf
(Sigma-Aldrich, USA) (Img/ml) comme standard. Le dosage des protéines dans les ovaires a
été effectué dans une fraction aliquote de 100 pl. La lecture des absorbances est réalisée a une

longueur d’onde de 595 nm contre un blanc de gamme (Tab. 2).
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Tableau 2 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des protéines.

Tubes

BSA (ul)

Quantité de protéines (ug)

BBC (ml)

2.6. Extraction et dosage des métabolites

Eau distillee (ul)

Les corps gras des chrysalides témoins et traitées d’E. kuehniella, prélevésa 1, 2, 3,5et 7
jours et les ovaires des adultes témoins et traitées prélevés a 1, 2, et 3 jours aprés émergence,
ont été pesés puis conservés au froid (-20°C) dans 1 mL d’acide trichloracétique (TCA a 20%

d’eau distillée), 12 répétitions sont réalisées par série.

L’extraction des principaux constituants biochimiques d’E. kuehniella a été réalisée selon le
procédé de Shibko et al. (1966). Aprés un broyage aux ultrasons (Sonifier B-30) et
centrifugation (5000 tours/min pendant 10 mn), le surnageant | est récupéré et servira au dosage
des glucides totaux. Au culot 1, on ajoute 1ml d’un mélange éther/chloroforme (1V/1V), aprés
une seconde centrifugation (5000 tours/min pendant 10 min), le surnageant Il sera utilisé pour
le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot Il dissout dans la soude (0,1 N),

servira pour la quantification des protéines selon (Bradford, 1976).

2.6.1. Dosage des protéines

Les proteéines ont été quantifiees selon la méthode de Bradford (1976), décrite

précédemment (2.5.4.).
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2.6.2. Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon la technique de Duchateau & Florkin. (1959).
Elle consiste a additionner 4 ml de réactif d'anthrone a 100 ul du surnageant | contenu dans un
tube a essai et de chauffer le mélange & 80 °C pendant 10 mn. Une coloration verte se développe
dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides présente dans I'échantillon. La
lecture de l'absorbance est faite a I’aide d’un spectrophotométre (UV-Visible-Proche IR,
ES11430) a une longueur d'onde de 620 nm. La quantification est effectuée a partir d'une
gamme d'étalonnage (Tab. 3), réalisée avec une solution meére de glucose (Sigma-Aldrich,
USA) (1 mg/ml d’eau distillée) comme standard.

Tableau 3 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des glucides.

Tubes

Glucose (pl)

Eau distillée (ul)

Anthrone (ml)

2.6.3. Dosage des lipides

Le taux de lipides est déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972) qui
utilise la vanilline [0,38 g vanilline, 55 ml eau distillée, 195 ml acide orthophosphorique 85%]
comme réactif et une solution meére de lipides a 2,5 mg/ml [2,5 mg d’huile de table (ELIO), 1
ml éther/chloroforme (v/v)] comme standard. Le dosage est réalisé sur des prises aliquotes de
100 pl des extraits lipidiques ou de la gamme étalon auxquelles on ajoute 1 ml d’acide
sulfurique (96 %). Apreés agitation et chauffage dans des bains a sec a 100 °C pendant 10 mn,
puis refroidissement, 200 pl sont repris auxquels sont ajoutés 2,5 ml du réactif vanilline. Le
mélange une fois agité et mis a I’obscurité pendant 30 minutes, une coloration rose se développe

dont I’intensité est lue a une longueur d’onde de 530 nm (Tab. 4).
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Tableau 4 : Réalisation de la gamme d’étalonnage des lipides.

Tubes

Lipide (ul)

Ether/Chloroforme (ul)

Quantité de lipides (ug)

Réactif Vanilline (ml)

2.1. Détermination de ’indice d’épuisement des réserves nutritives

Les valeurs du contenu en glucides, lipides et protéines (pg/individu) sont converties en
joules (Clements, 1992) et I’indice d’épuisements des réserves nutritives est calculé selon la

formule suivante :

NDI (%) = [(C - T)/(C + T)] x 100

NDI (Nutrition Depletion Index) : Indice d’épuisements des réserves nutritives
C : réserves nutritives totales chez les témoins.

T : réserves nutritives totales chez les traités.

2.8.  Extraction et dosage des vitellogénines et des vitellines

Les femelles des séries témoins et traitées a I’HE aux deux doses sublétales et 1étales (Dl2s,
Dlsg) sont disséquees sous une loupe binoculaire : Les corps gras ont été prélevés a partir des
chrysalides femelles des séries témoins et traitées a différents ages (0, 1, 3, 5 et 7j) pour le
dosage des vitellogénines. Pour le dosage des vitellines, les ovaires des adultes femelles,
nouvellement émergées (0 jour), des séries témoins et traitées, sont disséquées puis prélevés.
Les échantillons biologiques sont pesés puis conservés dans un tampon Tris-HCL-NaCl (pH
7,4).
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L’extraction des vitellogénines et vitellines, est réalisée selon Postlethwait et al., (1980) et
Fabre et al., (1990). Les échantillons sont extraits aprés une homogénéisation dans le tampon
Tris-HCl1 puis une centrifugation a 5000 tours/mn pendant 10 minutes. Le dosage des
vitellogénines et des vitellines (en fonction des échantillons) a été réalisé selon la méthode de
Bradford (1976). Les résultats sont exprimés en pg/mg de tissu. Les expérimentations sont

conduites avec 12 répétitions par age pour chaque seérie.

2.9.  Etude du potentiel reproducteur

Les adultes males et femelles, nouvellement émergées, provenant des chrysalides d’E.
kuehniella de la GO, témoins et traitées separément aux deux doses (Dl2s et Dlsg) de I’'HE du
T.munbyanus subsp coloratus, sont accouplées. Les différentes séries de couples de la GO et G1
sont maintenues dans des conditions contrélées et un suivi régulier a permis de déterminer les
différents parametres suivants :

e Durée de la période préovipositoire : nombre de jours entre 1’émergence et le début de

la ponte.

e Durée de la période ovipositoire ou durée (en jours) de la ponte.

e Fécondité des femelles : nombre total d’ceufs pondus par femelle

e Viabilité des ceufs ou pourcentage d’éclosion : nombre d’ceufs éclos sur le nombre total

d’ceufs pondus par femelle.

2.10.  Analyse statistique

Les résultats obtenus sont représentés par la moyenne suivie de 1’écart type pour chaque
groupe d’expérience (m + SD). Pour toutes les séries de données 1’égalité des variances a été
confirmée grace aux tests de Bartlett et de Brown-Forsythe avant [’utilisation des tests
paramétriques. La régression lin€aire et non linéaire, I’analyse de variance (un et deux critéres
de classification) ou encore le test HSD (Honest Significative Difference) de Tukey, ont été
utilisés pour mettre en évidence des différences entre les échantillons mais aussi pour définir
des groupes ou des classes selon leurs effets (classement des doses). Les tests log-rank Mantel-
Cox et Kaplan-Meier sont utilisés pour traiter les données de la survie.

Tous les calculs ont été effectués a I’aide du logiciel GraphPad Prism d’analyse et de traitement

statistique des données version 7.01 pour Windows XP.




RESULTATS



RESULTATS

3. RESULTATS

3.1. Rendement de PHE du Thymus munbyanus subsp coloratus

Le rendement moyen en HE a été calculé aprés hydrodistillation de la matiére végétale
séche obtenue de la partie aérienne de la plante Thymus munbyanus subsp coloratus, ainsi que
les caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle obtenue, sont présentés dans le

tableau 5.

Tableau 5 : Rendement et caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle extraite de T.
munbyanus subsp coloratus.

Plante Thymus Munbyanus subsp coloratus

Rendement 2,56 £ 0,34 %

Couleur Orange vif

Odeur Agreable

Saveur Piquante

Solubilité Aspect trés visqueux.

3.2. Composition chimique de ’HE extraite du Thymus munbyanus subsp.

Coloratus

L’identification des différents constituants de I'huile et la détermination de la
concentration de ses composés ainsi que leurs temps de rétention ont été realisées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Tab. 6 ;
Fig. 16). L’analyse chimique révéle que I’huile essentielle de T. munbyanus subsp coloratus est
constituée de cinquante-quatre composés représentant 93,27 % de la totalité des constituants
détectés et appartenant a trois familles (Fig. 17). Le profil est caractérisé par une forte teneur
en cavacrol (39,11 %), suivi du paracymeéne (15,47 %) puis de la thymoquinone (10,59 %),
d'autres composés comme le a-pinéne (03,92 %), le linalol (02,37 %) et le D-limonéne (02,34

%) ont été identifiés comme composants mineurs.
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La famille monoterpéenique prédominante avec un taux de 82,35 %, constituée
majoritairement de monoterpénes oxygénés (55,86%) et de monoterpénes hydrocarbonnés
(26,49%). Quant aux sesquiterpénes qui représentent un taux de 5,50 %, ils contiennent deux
familles, les oxygénés avec un taux de 1,43 % et les hydrocarbonés représentés par un
pourcentage de 4,06 %. La fraction diterpénique de cette huile représente 4,92% de la totalité
de I’huile.
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Figure 16. Chromatogramme CPG-SM de I’huile essentielle extraite de T. munbyanus subsp

coloratus (abondance en fonction du temps de rétention en minutes).
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Bl 82,35 % monoterpénes
[ 5,50 % sesquiterpénes
1 4,92 % diterpénes

B 0,48 % inconnu

Total 93,25 %

Figure 17. Répartition (%) des familles de constituants présentes dans 1’huile essenticlle de

Thymus munbyanus subsp coloratus.

Tableau 6 : Composition chimique de I'huile essentielle des parties aériennes de Thymus
munbyanus subsp coloratus identifiée par CPG/SM.

N° ' Composés chimiques Concentration TR (Min) IR (lit) IR (exp)
(%)
1 | a-Thujene 0,583 9,46 925 925
2 | a-Pinene 3,928 9,94 939 933
3 | Camphene 0,330 10,94 954 949
4 | Thuja-2,4(10)-diene 0,117 11,18 960 953
5 | B-Pinene 0,200 12,70 979 977
6 | 1-Octen-3-ol 0,379 13,08 979 984
7 | p-Myrcene 0,644 13,48 990 990
8 | a-Phellandrene 0,264 14,54 1002 1006
9 | a-Terpinene 1,107 15,39 1017 1018
10 | para- Cymene 15,470 16,22 1024 1030
11 | D-Limonene 2,344 16,30 1029 1031
12 | y-Terpinene 1,293 18,36 1059 1059
13 | cis-Sabinene hydrate 0,478 19,38 1070 1073
14 | Terpinolene 0,107 20,27 1088 1086
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15 | trans-Linalool oxide 0,081 20,54 1086 1089
16 | p-Cymenene 0,104 20,79 1091 1093
17 | Linalool 2,370 21,50 1096 1103
18 | Isomenthone 0,183 26,32 1162 1169
19 | Terpinen-4-ol 0,800 27,42 1177 1184
20 | p-Cymen-8-ol 0,199 28,10 1182 1193
21 | cis-Dihydro carvone 0,289 28,62 1192 1200
22 | y-terpineol 0,210 28,78 1199 1202
23 | trans-Dihydro carvone 0,337 29,24 1200 1209
24 | Carvacrol, methyl ether 0,221 31,5 1244 1241
25 | Thymoquinone 10,595 32,70 1252 1258
26 | Thymol 0,815 35,49 1290 1298
27 | Cavacrol 39,117 36,20 1299 1309
28 | Piperitenone 0,171 38,65 1340 1346
29 | Cyclosativene 0,158 40,07 1371 1367
30 | a-Copaene 0,300 40,50 1376 1374
31 | B-Bourbonene 0,326 41 1388 1381
32 | (E)-Caryophyllene 0,198 43,25 1419 1416
33 | 3-Copaene 0,165 43,97 1432 1428
34 | Alloaromadendrene 0,092 45,81 1460 1457
35 | y-Muurolene 0,566 46,84 1479 1474
36 | Germacrene D 0,227 47,17 1481 1479
37 | cis-3-guaiene 0,080 47,68 1493 1487
38 | tans-Muurola-4(14),5-diene 0,147 47,92 1493 1491
39 | a-Selinene 0,082 48,10 1498 1494
40 | y-Cadinene 0,484 49,18 1513 1512
41 | trans-Calamenene 0,562 49,49 1521 1517
42 | 6-Cadinene 0,672 49,74 1522 1521
43 | trans-Cadina-1.4-diene 0,042 50,34 1534 1531
44 | a-Cadinene 0,084 50,54 1538 1535
45 | a-Calacorene 0,124 50,90 1545 1541
46 | Cadala-1(10),3,8-triene 0,034 51,18 -- 1546
47 | Tetramethylhydroquinone 0,487 53 1555 1576
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48 | a-Cadinol 0,200 57,75 1654 1660
49 | Cadalene 0,511 58,25 1676 1669
50 | Cryptomeridiol 0,067 71,02 1813 1813
51 | cis-Totarol methy ether 1,487 80,94 2208 2224
52 | cis-Totarol methy ether 2,432 81,15 2237 2229
53 | 4-epi-abiatal 0,430 81,69 2298 2241
54 | abiatal 0,580 81,94 2313 2247

‘ Total monoterpénes

‘ Total sesquiterpenes

J Diterpénes
‘77

Inconnu
‘ Total identifiés

Composés non identifiés

TR (Min) : Temps de rétention en minute
IR (lit) : Indice de rétention en littérature

IR (exp) : Indice de rétention expérimental

3.3. Toxicité de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus

L’efficacité de ’HE du T. munbyanus subsp coloratus a été testée, par application
topique, sur des chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella Zeller. L’inhibition
de I’exuviation a été relevée lors de I’émergence des I’adultes. Les doses, correspondant a 25
et 50 % de I’inhibition de 1’exuviation adulte (DIzs et Dlsg), caractérisant la toxicité de I’'HE,
ont été déterminées

L'HE de T. munbyanus administré par application topique a différentes doses (5, 15, 25,
40 et 100 ul/mL) le jour de I’exuviation nymphale d’E. kuehniella, a induit une inhibition de
I'émergence adulte dont les pourcentages sont précisés (Tab. 7 ; Fig. 18). L’inhibition de la
mue adulte chez les témoins, de ’ordre de 7,77 = 1,92 % (Inhibition naturelle) augmente, chez
les séries traitées significativement avec une relation dose réponse. Les pourcentages
d’inhibition observées, chez les séries traitées, ont été corrigées par la formule d’Abbott (1925)

afin d’¢éliminer le pourcentage d’inhibition naturelle (Tab. 7).

En effet, les résultats révelent que les pourcentages d'inhibition corrigée de I'émergence

des adultes variaient est de 1’ordre de 16,66 + 1,77 % pour la dose la plus faible (5 ul/mL) est
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augmentent graduellement et sont de 93,90 £ 0,49 % pour la dose testée la plus élevée (100
ul/mL) (Fig. 19).

Tableau 7 : Effets de ’'HE du T. munbyanus subsp coloratus, administrée in vivo, par
application topique a différentes doses (ul/mL) le jour de I’exuviation nymphale chez E.
kuehniella : Inhibition observée (%) de la mue adulte. (m + SD ; n = 3 répétitions de 30 individus
chacune).

14,89 34,47 53,9 78,72 94,98

6,66 16,66 32,53 57,44 75,18 94,92

10 18,43 36,17 55,35 75,18 91,88

7,77+ 1,92 | 16,66+1,77 | 34,39+2,51 | 56,56+2,34 | 76,35+2,04 | 93,90+0,49

P <0,0001
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Figure 18. Effet de I’'HE du T. munbyanus subsp coloratus (ul/mL) administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella sur
I'inhibition de I'exuviation des adultes (%) (m = SD ; n = 3 répétitions contenant chacune 30
chrysalides ; les valeurs indiquées par des lettres différentes sont significativement différent par
le test HSD a p <0,0001).

L'analyse statistique révéle un effet dose significatif (F 4,10 = 609,6 ; p < 0,0001) et le

test HSD de Tukey a montré une augmentation significative de la mortalité avec des doses
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croissantes, différentes lettres minuscules indiquaient une différence significative entre
I'inhibition corrigée (p < 0,0001) (Tab. 8 ; Fig. 18). Les doses d'inhibition (DI) et la pente de
Hill enregistrée avec leurs limites de référence (95 %) ont été répertoriées dans le tableau 9.

Tableau 8 : Effet de I’'HE du T. munbyanus subsp coloratus (ul/mL) administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella sur
I'inhibition de I'exuviation des adultes (%) : Analyse de la variance a un critére de classification
(m = SD ; n = 3 répétitions contenant chacune 30 chrysalides).

Source de variation

Traitement
<0,0001***

Erreur résiduelle 50,31 10 5,031

Total

12319 14

*** - hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

Tableau 9: Effets de ’'HE du T. munbyanus subsp coloratus, administrée in vivo, par
application topique a différentes doses (ul/mL) le jour de I’exuviation nymphale chez E.
kuehniella: Détermination des doses d’inhibition de la mue adulte (DI en pl/mL) et leurs
intervalles de confiance & 95%.

Intervalles de

confiance (95%o)

Valeurs (ul / mL)

[4,93 — 13,03]
15,38 [10,92 - 18,92]
Dlso 25,22 [21,34-30,63] 0,99
Dlso 67,83 [47,76 — 145,6]
Hill Slope 2,221 [1,324 - 3,2]

La régression non linéaire a permis d’obtenir la courbe dose-réponse chez les
chrysalides d’E. kuehniella ; cette courbe, exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en

fonction du logarithme de la dose de I’HE du T.munyanus présente un coefficient de




RESULTATS

détermination élevé (R?= 0,99). Cette valeur révéle une liaison trés forte entre le pourcentage

d’inhibition corrige et le logarithme de la dose (Fig. 19).
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Figure 19. Effets de I’HE du T. munbyanus subsp coloratus, administrée in vivo, par application
topique a différentes doses (ul/mL) le jour de I’exuviation nymphale chez E. kuehniella : la
courbe dose - réponse exprime la mortalité corrigée pour le logarithme des concentrations

d'huile du Thymus munyanus subsp coloratus (ul/mL).

3.4. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur le

développement d’E. kuehniella

3.4.1. Effet sur la durée de développement nymphal

L’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp coloratus administré in vivo aux deux
doses d’inhibition DIzs et Dlso par application topique le jour de 1’exuviation nymphal d’E.

kuehniella diminue significativement la durée de développement nymphal (Fig. 20).

En effet, la durée du développement des chrysalides varie suivant une relation dose-
réponse (p < 0,001) : les valeurs moyennes enregistrées sont de 7,83 + 0,40 jours pour les
témoins, 7,5 £ 0,24 jours pour la Dlxs (15,37ul/mL) et 7,08 £ 0,20 jours pour la Dlsg
(25,22ul/mL). L’HE induit donc une réduction significative de la durée de développement (Fig.
20).
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Figure 20. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur la durée de développement du stade nymphal (jours) (m £ SD, n = 6). Des lettres minuscules

différentes au-dessus de la méme série indiquent une différence significative (p<0,05).

3.4.2. Effet de ’HE de Thymus munbyanus sur la croissance pondérale

Le poids des chrysalides diminue au cours du temps durant la métamorphose (Fig. 21).

Chez les séries témoins, le poids des chrysalides a 0 jour, est de I’ordre de 17,96 + 2,87
mg et les valeurs restent comparables jusqu'a I’exuviation adulte (p > 0,05). Chez les séries
traitées a I’Huile essentielle le poids des chrysalides a 0 jour est de I’ordre de 18,08 + 2,47 et
19,27 + 3,38 mg pour les deux doses d’inhibition testées Dlzs et Dlso respectivement ; une
diminution significative est notée dés le second jour chez la chrysalide et ce, jusqu’a
I’émergence des adultes (p < 0,0001) (Fig. 21).

La comparaison entre les séries témoins et traitées indique que I’HE administrée, le jour
de I’exuviation nymphale de E. kuehniella, induit une diminution dans le poids de chrysalides
le 2éme (p < 0,0001) et 3éme jour (p < 0,0001) apres traitement. Il n’existe aucune différence
significative (p > 0,05) entres les séries traitées. L’analyse de la variance a deux critére de
classification effectuée entre les séries témoins et traitées (Tab. 10) révele un effet age, un effet

traitement cependant aucun effet d’interaction age traitement n’est noté (P=0,4166).
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Figure 21. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par

application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)

sur la croissance pondérale (mg) au cours du stade nymphal chez E. kuehniella. (m £ SD ; n =

12).

Tableau 10 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur la croissance pondérale au stade nymphal au cours du temps (jours) : Analyse de la variance

a deux critéres de classification.

Source de variation SCE

Traitement

=0,4166

Temps (jours)

1156 8 | 1445 19,05 0,000+
Interaction

teractio 1348 16 | 8427 11,11 <0,0001%**
Erreur résiduelle 1434 189 7,586

*** . hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.4.3. Effet sur la durée de survie des adultes (la longévite)

L’HE du T. munbyanus subsp coloratus testée par application topique, sur des
chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella. Au cours du stade adulte d’E.
kuehniella entraine une réduction de la durée de survie des adultes (test du log-rank, ¥2 = 6,609 ;
dl =1; p=0,0101). La mortalité enregistrée est dépendante de la dose administrée (Fig. 22).
Chez les adultes témoins, le temps létal 50 (TLso) est de 8,5 jours, pour la Dlzs (15,38 pl/mL)
6,5 jours et 5,5 jours pour DI 5o (25,22 pl/mL) (Fig. 22).

I
100 Témoins

o 1 D|25

1 Dlso

Percentage de survie %
(4]
o
L

0 T k 1 1
0 5 10 15

temps (jours)

Figure 22. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)

sur la longévité des adultes au stade adulte (jours) (m = SD, n = 6).

3.5. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur les

biomarqueurs

L’HE du T. munbyanus subsp. coloratus a été utilisé in vivo, par application topique, le
jour de I’exuviation nymphale d’E. kuehniella aux deux doses d’inhibition de la mue adulte
(Dl2s: 15,38 et Dlsp: 25,22 ul/mL). L’effet de cette HE a été évalué sur 1’activité spécifique des
Glutathion S Transférases (GSTs), de 1’acétylcholinestérase (AChE) et du Malondialdéhyde
(MDA) a différents temps et stades (1, 2, 3, 5 et 7 jour pour stade nymphal ; 1, 2 et 3 jours le

stade adulte) aprés traitement.
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Les résultats sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme de protéines
(uM/min/mg de protéines) pour GSTs et AChE et en micromoles par milligramme de protéines

(UM/mg de protéines) pour MDA.

3.5.1. Effet de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur I’activité

specifique des Glutathion S-Transférases (GST5)

Chez les séries témoins, les valeurs de I’activité spécifique des GSTs pour le stade
nymphal sont de 1’ordre 0,0689 + 0,0014 uM/min/mg de protéines au premier jour, une légere
diminution est noté au 2°™ et 3™ jour (p < 0,0001 ; p < 0,0001) ; une augmentation significative
est notée (p < 0,0001) avec des valeurs moyennes de 0,0699 + 0,0036 et 0,0875 + 0,0012
uM/min/mg de protéines respectivement pour le 5™ et 7°™ jour. Toute fois pour le stade adulte
les valeurs de I’activité spécifique des GSTs sont de I’ordre de 0,0666 = 0,005 pour le premier
jour aprés 1’émergence cependant une diminution significative (p < 0,0001) est enregistré aux
2¢me et 3¢Me jour avec des valeurs similaires de ’ordre de 0,0449 + 0,0014 uM/min/mg de

protéines (Fig. 23).

Les valeurs de I’activité spécifique des GSTs chez les séries traitées au stade nymphal
a la Dl2s sont de 1’ordre 0,104 + 0,0021 uM/min/mg de protéines au premier jour (p <0,0001).
Les valeurs restent hautement significative par rapport aux témoins mais similaires entre elles
et ceux aux 2 M, 3™ et 5°Me jours (p <0,0001). En effet une augmentation trés hautement
significative est ensuite notée aux 7°™ jours aprés traitement (p = 0,0001) (0,1076 + 0,0011
uM/min/mg de protéines).

Au stade adulte une augmentation significative est noté dés le premier jour apres
I’émergence des adultes avec une valeur moyenne de 0,09516+ 0,0055 pM/min/mg, pour les 2
éme et 3€Me jour une diminution est enregistré par rapport au premier jour (p <0,0001). Les séries
traitées Dlos et Dlso, présentent la méme évolution durant les deux stades, nymphal et adulte.
La comparaison entre les séries témoins et traités montre que I’HE induit, une augmentation
hautement significative de I’activité spécifique des GSTs chez les chrysalides d’E. Kuehniella
tout au long du stade nymphal (p < 0,0001 ; p < 0,0001) pour les Dls et la Dlsg respectivement
(Fig. 23).

L’activité spécifique des GSTs se poursuit chez les adultes d’E. kuehniella aprés leur

émergence et ce a partir du premier jour (p = 0,004 ; p < 0,0001), 2 ™ jour (p = 0,004 ; p <
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0,0001) et 3™ jour (p = 0,004 ; p < 0,0001) pour les deux doses testées. En effet, I’HE du T.
munbyanus subsp coloratus agit avec un effet dose réponse. Les valeurs obtenus montrent que
I’HE entraine une induction du processus de détoxification dés le premier jour du stade nymphal
apres traitement et se poursuit jusqu’au stade adulte.

L’analyse de variance a deux critéres de classification confirme ces résultats et indique
un effet significatif de dose (p < 0,0001), de temps (p < 0,0001) et d'interaction dose temps (p
<0,0001) (Tab. 11).
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Figure 23. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur l'activité des GSTs (uM / min / mg de protéine) au stade nymphal pendant la métamorphose
et le stade adulte, au fil du temps (jours) (m £ SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes

au-dessus du méme temps d'exposition indiquent une différence significative (p<0,05).
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Tableau 11 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur l'activité des GSTs (UM / min / mg de protéine) au stade nymphal pendant la métamorphose
et au stade adulte, au fil du temps (jours) : Analyse de la variance a deux criteres de
classification.

Source de variation SCE

Traitement 0,06048

0,03024 <0,0001***

Temps 0,0756 7 0,0108 995,2 <0,0001***

Interaction 0,007039 | 14 0,0005028 46,33 <0,0001***

Erreur résiduelle 0,002865 264 1,085e-005

*** - hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.5.2. Effet PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur I’activité

spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE)

Chez les séries témoins, les valeurs de 1’activité spécifique de l'acétylcholinestérase
(AChE) durant le stade nymphal indique une augmentation significative (0,008 + 0,0001
uM/min/mg de protéines ) au premier jour, ces valeurs restent stables aux 2 m¢, 3 éMme gt 5 éme
jours (p <0,0001 ; p <0,0001 ; p <0,0001) ; au 7 ™ jours une augmentation est notée (p <
0,0001) avec des valeurs moyennes de 0,0142 + 0,0004 et uM/min/mg de protéines. Toute fois
pour le stade adulte les valeurs de I’activité spécifique de I'acétylcholinestérase (AChE) sont de
I’ordre de 0,0145+ 0,0002 pour le premier jour apres 1I’émergence cependant une diminution
est enregistré aux 2 °M et 3 °™ jours avec des valeurs similaires 0,0099 + 0,0001 uM/min/mg
de protéines (Fig. 24).

Les valeurs de ’activité spécifique de l'acétylcholinestérase (AChE) chez les séries
traitées au stade nymphal a la Dl2s sont de 1’ordre 0,0069 + 0,0009 uM/min/mg de protéines au
premier jour, en effet c’est une diminution hautement significative (p <0,0001). Les valeurs
restent significativement basses aux 2 ™ et 3 ™ jours (p <0,0001; p <0,0001). Une
augmentation hautement significative est ensuite notée au 5 €™ et 7 ™ jours aprés traitement
respectivement 0,0082 + 0,0005 et 0,0108 + 0,0004 uM/min/mg de protéines. Au stade adulte

une augmentation significative est noté au 1* jour aprés émergence des adultes avec une valeur
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moyenne de 0,0103 = 0,0014, dans les jours qui suivent une diminution est enregistrée
comparativement au premier jour (p <0,0001). Les seéries traitées a la Dl2s et la Dlsg, présentent
la méme évolution et ce pour les deux stades nymphale et adulte.

La comparaison entre les séries témoins et traités montre que I’HE induit, une
diminution hautement significative de 1’activité spécifique de I'acétylcholinestérase (AChE)
chez les chrysalides et les adultes d’E. kuehniella tout au long du stade nymphal et adulte (p <
0,0001 ; p < 0,0001) pour les Dlzs et la Dlso respectivement. En effet, ’'HE du T. munbyanus
subsp coloratus agit avec un effet dose réponse. Les valeurs obtenus montrent que I’HE entraine
une neurotoxicité qui se traduit par une réduction de I’activité de I'acétylcholinestérase (AChE)
dés le premier jour aprés traitement du stade nymphal et se poursuit jusqu’au stade adulte (Fig.
24).

L’analyse de variance a deux criteres de classification confirme ces résultats et indique
un effet significatif en fonction de la dose (p < 0,0001), du temps (p < 0,0001) et d'interaction
dose temps de (p <0,0001) (Tab. 12).
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Figure 24. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)
sur l'activit¢ AChE (uM/min/mg de protéine) au stade nymphal pendant la métamorphose et au
stade adulte, au fil du temps (jours) (m £ SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-

dessus du méme temps d'exposition indiquent une différence significative (p<0,05).
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Tableau 12 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur l'activité AChE (uM/min/mg de protéine) au stade nymphal pendant la métamorphose et au
stade adulte, au fil du temps (jours) : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source

variation

Traitement 0,0005225

0,0002612 <0,0001 ***

Temps 0,0006875 7 9,821e-005 270,9 <0,0001 ***

Interaction 0,0001492 14 1,066e-005 29,4 <0,0001 ***

Erreur résiduelle 9,572e-005 264 3,626e-007

*** : hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.5.3. Effet de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur le taux du
malondialdéhyde (MDA)

Les taux du Malondialdéhyde (MDA), un biomarqueur de la peroxydation lipidique, ont
été déterminés chez les séries témoins et traitées au cours de deux stades nymphal et adulte
apres traitement a I'huile essentielle de Thymus munbyanus subsp coloratus aux deux doses
testées (ID2s et 1Dso) par application topique sur les chrysalides nouvellement excuviées d'E.
kuehniella selon la méthode de Draper et Hadley (1990).

Chez les témoins, le taux du MDA diminue significativement (p <0,0001) au cours du
temps pour le stade nymphal alors qu’aucune variation significative n’est enregistrée pour le
stade adulte au cours du temps (p > 0,05), les séries traitées montrent une augmentation
significative au premier jour aprés traitement avec les 2 doses (0,03 + 0,002 et 0,057 + 0,002
uM/mg de protéines respectivement Dlzs et Dlsg (p <0,0001 ; p <0,0001)). Les taux diminuent
de maniere significative (p <0,0001) au 2éme jour du stade nymphal et restent stable durant les
autre jours (3™, 5 et 7™ jours du stade nymphal) pour les deux doses d’inhibition testées
Dlxs et la Dlso (0,0118 + 0,0017 uM/mg de protéines ; 0,0123 + 0,0006 uM/mg de protéines)
(Fig. 25).

Au cours du stade adulte, une augmentation significative est enregistrée des le premier

jour apres 1I’émergence des adultes pour les deux doses testées (0,017 = 0,002 uM/mg de
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protéines et 0,025 + 0,002 uM/mg de protéines) puis les taux diminuent aux 2 ™ et 3 *™ jours
du stade adulte (p <0,0001 ; p <0,0001) pour la Dl2s et la Dlso respectivement.

La comparaison entre les séries témoins et traités montre que 1’huile essentielle du T.
munbyanus induit, une augmentation hautement significative des taux du MDA chez les
chrysalides tout au long du développement nymphal (p <0,0001 ; p <0,0001) pour la Dlys et la
Dlso respectivement et chez les adultes d’E. kuehniella au premier, 2 ™ et 3 ™ jours (p
<0,0001 ; p <0,0001). Par ailleurs T. munbyanus agit avec un effet dose réponse au premier et
2 €™ jour (p <0,0001) pour le stade chrysalides et au premier, 2 ™ et 3 ™ pour le stade adulte
(p <0,0001) (Fig. 25). Les valeurs obtenues montrent que I’HE entraine un processus de la

peroxydation lipidique dés le premier jour apres traitement.

L’analyse de variance a deux criteres de classification a montré un effet traitement trés
significatif en fonction de la dose (p < 0,0001), temps hautement significatif (p < 0,0001) et une
interaction traitement/temps hautement significatifs (p < 0,0001) (Tab. 13).
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Figure 25. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)
sur les Taux du Malondialdéhyde MDA (mM/mg de protéines) au stade nymphal et au stade
adulte au cours du temps (jours) (m = SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-dessus

du méme temps d'exposition indiquent une différence significative (p<0,05).
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Tableau 13 : Effet de I’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur les Taux du Malondialdéhyde MDA (mM/mg de protéines) au stade nymphal pendant la
métamorphose et au stade adulte, au fil du temps (jours) : Analyse de la variance a deux criteres
de classification.

Source de variation

Traitement (doses) 0,005721 0,002861 <0,0001**x*

Temps (jours) 0,01576 7 0,002251 1290 | <0,0001*

Interaction 0,005257 14 0,0003755 2151 <0,0001**

Erreur résiduelle 0,0004608 264 1,745e-006

*** : hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.6. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur les

metabolites dans le corps

3.6.1. Effet sur les teneurs en protéines

Le contenu en protéines a été déterminé chez les séries témoins et traitées au cours des
deux stades nymphal et adulte apres traitement a I'huile essentielle de Thymus munbyanus subsp
coloratus aux deux doses testées (Dlxs et Dlsg) par application topique sur les chrysalides
nouvellement excuviées d'E. kuehniella (Fig. 27).

Chez les témoins, la teneur en protéines diminue de maniére significative (p <0,0001)
au cours du temps pour le stade nymphal, aucun effet significatif n’a été enregistré au cours du
temps pour le stade adulte (p > 0,05). Chez les séries traitées une réduction significative est
noteée dés le premier jour apres traitement avec les 2 doses Dls et Dlso (p <0,0001 ; p <0,0001).
La méme tendance est enregistré de maniére significative (p < 0,0001 ; p <0,0001) tout au long
du stade nymphal. Au cours du stade adulte aucun effet significatif n’a été relevé (p > 0,05).

La comparaison entre les séries témoins et traités, montre que 1’huile essentielle du T.
munbyanus provoque une réduction significative du contenu en proteines chez les chrysalides
a partir du premier jour (p <0,0001 ; p <0,0001) pour la Dlzs et la Dlso respectivement, chez les

adultes d’E. kuehniella le contenu est réduit significativement au premier jour aprés leur
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émergence (p <0,0001 ; p <0,0001). Par ailleurs T. munbyanus agit avec un effet dose réponse

sur le contenu en protéines (p <0,0001) pour le stade chrysalides et le stade adulte (p <0,0001).

L’analyse de variance a deux critéres de classification a montré un effet traitement tres
significatif en fonction de la dose (p < 0,0001), temps hautement significatif (p < 0,0001) et une
interaction traitement/temps hautement significatifs (p < 0,0001) (Tab. 14).
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Figure 26. Dosage des protéines : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de

la quantité d’albumines (pg) (R? coefficient de détermination).
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Figure 27. Effet de Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par application

topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso) sur le

contenu en protéines (ug/mg) au stade nymphal et au stade adulte au cours du temps (jours) (m

+ SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-dessus du méme temps d'exposition

indiquent une différence significative (p<0,05).

Tableau 14 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)
sur le contenu en protéines (pg/mg) au stade nymphal et au stade adulte au cours du temps
(jours) : Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de variation SCE

Traitement (doses) 45802

CM

Temps (jours) 132487

Interaction 5746

Erreur résiduelle 6057

<0,0001***

7 18927 825 <0,0001***

14 410,4 17,89 <0,0001***
264 22,94

*** : hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.6.2. Effet sur teneurs en glucides

Le contenu en glucides a été déterminé chez les séries témoins et traitées au cours des
deux stades nymphal et adulte apres traitement a I'huile essentielle de Thymus munbyanus subsp
coloratus aux deux doses testées (Dlzs et Dlso) par application topique sur les chrysalides
nouvellement excuviées d'E. kuehniella (Fig. 29).

Chez les témoins, la teneur en glucides diminue de maniere significative (p <0,0001) au
cours du temps durant les deux stades. La comparaison des effets des deux doses testées (Dl2s
et Dlso) permis de révéler que ces deux doses provoquent une réduction hautement significative
au premier jour apres traitement (p <0,0001 ; p <0,0001). La méme tendance est relevé de
maniere significative (p <0,0001) tout au long du stade nymphal. Au cours du stade adulte, T.
munbyanus induit une diminution hautement significative dans le contenu en glucides chez les
séries traitées pour les deux doses testées (p <0,0001 ; p <0,0001) (Fig. 29).

Par ailleurs, T. munbyanus agit avec un effet dose réponse sur le contenu en glucides (p
<0,0001) pour le stade chrysalides et le stade adulte (p <0,0001). Les valeurs obtenues montrent
que I’HE entraine une réduction des teneurs en glucides dés le premier jour apres traitement.

L’analyse de variance a deux critéres de classification a montré un effet traitement trés
significatif en fonction de la dose (P < 0,0001), temps hautement significatif (P < 0,0001) et

une interaction traitement/temps hautement significatifs (P < 0,0001) (Tab. 15).
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Figure 28. Dosage des glucides : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de

la quantité de glucose (ng) (R? coefficient de détermination).
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Figure 29. Effet de Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par application
topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso) sur le
contenu en glucides (g/mg) au stade nymphal et stade adulte au cours du temps (jours) (m £
SD, n=12). Des lettres minuscules différentes au-dessus du méme temps d'exposition indiquent

une différence significative (p<0,05).

Tableau 15 : Effet de Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par application
topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso) sur le
contenu en glucides (ug/mg) au stade nymphal et stade adulte au cours du temps (jours) :
Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation SCE ddl

Traitement (doses) 34479

<0,0001***

Temps (jours) 107897 7 15414 1375 <0,0001***

Interaction 4641 14 3315 29,57 <0,0001***

Erreur résiduelle 2959 264 11,21

*** : hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.6.3. Effet sur teneurs en lipides

Le contenu en lipides a été déterminé chez les séries témoins et traitées au cours du stade
nymphal et au stade adulte apreés traitement a I'huile essentielle de Thymus munbyanus subsp
coloratus aux deux doses d’inhibition testées (Dlzs et Dlso) par application topique sur les
chrysalides nouvellement excuviées d'E. kuehniella (Fig. 31).

Chez les témoins, la teneur en lipides diminue de maniére significative (p <0,0001) au
cours du temps durant le stade nymphal et le stade adulte. Les résultats obtenus montrent chez
les séries traitées montrent une réduction hautement significative au premier jour apres
traitement avec les 2 doses Dls et Dlso (p <0,0001 ; p <0,0001). Puis les taux continuent a
diminuer de maniére significative (p <0,0001) tout au long du stade nymphal. Au cours du stade
adulte, T. munbyanus induit une diminution hautement significative dans le contenu en lipides
chez les séries traitées pour les deux doses d’inhibition testées (p <0,0001 ; p <0,0001).

La comparaison entre les séries témoins et traités montre que I’huile essentielle du T.
munbyanus provoque une réduction significative du contenu en lipides chez les chrysalides a
partir du 1* jour (p <0,0001 ; p <0,0001) pour la Dlzset la Dlso respectivement, chez les adultes
d’ E. kuehniella le contenu est réduit significativement au premier jour aprées 1’émergence (p
<0,0001 ; p <0,0001) . Par ailleurs, T. munbyanus agit avec un effet dose réponse sur le contenu
en lipides (p <0,0001) pour le stade chrysalides et le stade adulte (p <0,0001). Les valeurs
obtenues montrent que I’HE entraine une réduction des teneurs en lipides dés le premier jour
apres traitement.

L’analyse de variance a deux critéres de classification a montré un effet traitement trés
significatif en fonction de la dose (p < 0,0001), temps hautement significatif (p < 0,0001) et une
interaction traitement/temps hautement significatifs (p < 0,0001) (Tab. 16).
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Figure 30. Dosage des lipides : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de la

quantité de lipides (ug) (R? : coefficient de détermination).

Stade Nymphal Stade adultes
2009 Aa L.
Aa Aa ABa B Témoins
Ab Ba
Aa Aa [ Dlys
@ 150 Bb
= Cb DI
2 " . Ba 1 Disg
= o T Bc Db
c g2 1004 I BCc Ab
3 E;’_’ B Cc Cc J_I-}c BbB cb
< T c
o — Cc
c
o
O 50-
0' T T T T T T T
1 2 3 5 7 1 2 3

Temps (jours).

Figure 31. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)
sur le contenu en lipides (ng/mg) au stade nymphal et au stade adulte au cours du temps (jours)
(m = SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-dessus du méme temps d'exposition

indiquent une différence significative (p<0,05).
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Tableau 16 : Effet de I’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)
sur le contenu en lipides (ng/mg) au stade nymphal et stade adulte au cours du temps (jours) :
Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de variation

Traitement (doses) 295331 147666

<0,0001***

Temps (jours) 115644 7 16521 863,1 <0,0001***

Interaction 17194 14 1228 64,16 <0,0001 ***

Erreur résiduelle 5053 264 19,14

*** : hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.6.4. Effets de ’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur le taux

d’épuisement des réserves énergétiques d’E. kuehniella

L’indice d’épuisement des réserves énergétiques (NDI) a été calculé chez les traités a la
Dlzs et la Dlso (Fig. 32). Les résultats révélent une augmentation de cet indice en fonction des
doses appliquées. La comparaison des valeurs moyennes montre que I’HE induit une
augmentation significative du taux d’épuisement des réserves énergétiques chez la série traitée
avec la Dlspdés 1 jour (p = 0,043) apres traitement. Cette augmentation est significative au long
du stade nymphal pour la Dlso. En effet pour le stade adulte, I’augmentation est significative a
partir du premier jour aprés émergence des adultes (p = 0,037) et continue jusqu’au 3 jour de

ce stade avec un effet marquée pour la dose la plus élevée (Dlso).
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Figure 32. Effet de ’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (ID2s et 1Dso)
sur le taux d’épuisement des réserves énergétiques (%) au stade nymphal et au stade adulte au
cours du temps (jours) (m £ SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-dessus du méme

temps d'exposition indiquent une différence significative (p<0,05).

3.7. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur les

vitellogénines dans les corps gras et les vitellines dans les ovaires

L’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp. coloratus a été utilisé in vivo, par
application topique, le jour de I’exuviation nymphale d’E. kuehniella aux deux doses
d’inhibition de la mue adulte (DIzs: 15,38 et Dlso: 25,22 pl/mL) puis évalué chez les chrysalides
et adultes femelles. L’effet de cette HE a été déterminé sur le contenu en vitellogénines dans
les corps gras et en vitéllines dans les ovaires du fait de leur synthese au niveau de ces deux
organes. L’évaluation du contenu en vitellogénines a été realisée a différents temps de la
vitellogenése au cours du stade nymphal (0, 1, 3, 5 et 7 jours aprés exuviation). Tandis que
I’évaluation du contenu en vitéllines a été réalisée sur les adultes femelles des deux générations

(GO ; G1) succédant le traitement provenant des chrysalides traitées dans la GO.
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3.7.1. Effets de ’HE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur les

vitéllogénines dans le corps gras

Chez les chrysalides témoins, les valeurs moyennes du contenu en vitellgénines du corps
gras a 0 et au premier jour sont similaires (p >0,99) puis augmentent significativement au 3 ¢
jour (172,41 £ 15,17 ug/mg ; p = 0,0002), on note également une dimunision apres
1’augmentation maximal au 7 ™ jours (211,41 + 38,53 pg/mg ; p = 0,209). Les vitellogénines
montrent en effet une valeur maximale au jour 5 qui est de 1’ordre de 280,75 23,22 ug/mg de
corps gras (Fig. 33).

En effet, pour le contenu en vitellogénines chez les séries traitées, une augmentation
dans les valeurs est observée seulement 3°™ jours aprés 1’exuviation du stade nymphal (157,82
+ 36,66 ; 143,57 + 37,57 pg/mg de corps gras pour les deux doses testées Dlas et Dlso
respectivement). Les valeurs restent comparables ensuite jusqu’au 7 ™ jour, ce qui laisse
supposer un arrét dans la synthese des vitellogénines (Fig. 33).

La comparaison entre les séries témoins et traitées, indique que le contenu en
vitellogenines diminue aux jours 3, 5 et 7 aux deux doses testées (p < 0,0001) ; au jour 5, un
effet dose-réponse est noté (p = 0,0040). Les résultats relatifs a ’analyse de la variance a deux
critéres de classification (Tab. 17), révélent des effets traitement (p < 0,0001), &ge (p < 0,0001)

et interaction traitement-age trés hautement significatifs (p < 0,0001).
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Figure 33. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par

Contenu en vitellogenies
(ng/mg de corps gras)

1 3 5 7
Temps (jours).

application topique aux chrysalides nouvellement exuviees d'Ephestia kuehniella (Dls et Dlso)
sur le contenu en vitellogénines (ng/mg de corps gras) au stade nymphal, au fil du temps (jours)
(m = SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-dessus du méme temps d'exposition

indiquent une différence significative (p<0,05).

Tableau 17 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur le contenu en vitellogénines (ng/mg de corps gras) au stade nymphal au cours du temps
(jours) : Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de variation SCE

Traitement 52860

<0,0001***

Génération 196179 4 49045 1012 <0,0001***

Interaction 25858 8 3232 66,69 <0,00071 **=

Erreur résiduelle 3780 78 48,46

*** . hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.7.2. Effet de ’HE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur le contenu en

vitellines ovariennes chez la GO et la G1

Les effets de 1’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp. Coloratus administrés in
vivo, par application topique, le jour de I’exuviation nymphale, ont été eévalués, sur le contenu
des vitellines ovariennes chez les adultes femelles d’E.kuehniella au premier jour aprés
I’émergence de la GO et la G1 (Fig. 34).

Les vitellines ovariennes, chez les adultes femelles d’E kuehniella de la GO, a
I’émergence, ont une valeur de 1’ordre de 194.5 + 7,03 pg/mg chez les séries témoins. Le
traitement a induit une réduction hautement significative (p <0,0001 ; p <0,0001) dans le
contenu en vitellines ovariennes aux deux doses testées, les valeurs moyennes enregistrées sont
de ’ordre de 143,4 £ 5,51 et 82,38 + 7,05 pg/mg respectivement pour la DIzs et Dlso, Soit une
réduction de 27,17% et 57,64% par rapport aux témoins.

Les vitellines ovariennes de la G1, chez les femelles d’E kuehniella, a I’émergence, ont
une valeur de I’ordre de 213,84 + 8,38 chez les séries témoins. Le traitement a I’HE induit une
réduction hautement significative (p <0,0001; p <0,0001) dans le contenu en vitellines
ovariennes aux deux doses testées, les valeurs moyennes enregistrées sont de 1I’ordre de 166,44
+ 4,01 et 150,74 + 8,26 pg/mg respectivement pour la DIzs et Dlsg, soit une réduction de 22,16%
et 29,50% par rapport aux témoins.
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Figure 34. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (DI 25 et DI
50) sur le contenu en vitellines (ug/mg) au stade adulte au cours des générations successives GO
et G1 (m = SD, n = 12). Des lettres minuscules différentes au-dessus de la méme genération

indiquent une différence significative (p<0,05).
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Figure 35. Photographies montrant les aspects morphologiques des ovocytes basaux chez E.

kuehniella apres traitement a I'HE de T. munbyanus subsp coloratus administré in vivo, par
application topique sur des chrysalides nouvellement exuviées (ID2s et IDso) (A : témoins
(Gx20) ; B : Dlzs (Gx16) ; C : Dlso (Gx16)).

L’HE a induit une réduction significative dans le contenu en vitellines, chez les femelles
adultes traitées aux 2 doses de la GO. Cette réduction des vitellines est aussi observée chez la
G1 pour les séries traitées. Les femelles adultes de la G1 présentent une augmentation dans les
valeurs des vitellines ovariennes comparativement aux femelles adultes traitées de la GO, un
retour a des normes physiologiques semble apparaitre. L’analyses de la variance a deuX critéres
de classification révele un effet génération (p <0,0001) un effet traitement (p <0,0001) et une
interaction génération-traitement (p <0,0001) (Tab. 18). L’HE du T. munbyanus affecte donc
le contenu en vitellines chez les adultes femelles au cours des deux générations successives d’E.
kuehniella suivant le traitement.

Tableau 18 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (DI 25 et DI
s50) sur le contenu en vitellines (ug/mg) au stade adulte au cours des générations GO et G1 :
Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation

Traitement <0,0001 ***

Geénération 7539 1 7539 171,9 <0,0001 **=*

Interaction 7503 2 3752 85,52 <0,0001 ***

Erreur résiduelle 1316 30 43,87

*** : hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.8. Effet de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur le potentiel

reproducteur chez la G0 et G1

Un suivi régulier des couples témoins et traités a I’huile essentielle du Thymus
munbyanus subsp coloratus (Dlzs, Dlsg) topiquement appliquée sur des chrysalides
nouvellement exuviées d’Ephestia kuehniella, permet de déterminer les effets in vivo sur le
potentiel reproducteur des adultes femelles de la GO et G1, notamment la durée des périodes
préovipositoires et ovipositoire, le nombre d’ceufs pondus (fécondité) et le pourcentage
d’éclosion des ceufs (viabilité) dans les conditions expérimentales (température 27°C, humidité
relative a 80%).

3.8.1. Effet de ’HE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur la durée des

periodes preovipositoires et ovipositoire de la GO et la G1

Le traitement par I’HE de Thymus munbyanus subsp. coloratus (DI 25, DI 50) chez la
génération 0 (G0), a induit une diminution hautement significative (p <0,0001) sur la période
préovipositoire, en effets la durée de préoviposition varie avec une relation dose-réponse (p <
0,0001). Une diminution hautement significative (p <0,0001) de la durée d’oviposition est
également enregistrée aux deux doses testées et ce avec effet dose-réponse (p =0,0133) (Tab.
19).

Le traitement par I’HE de Thymus munbyanus subsp coloratus (DI 25, DI s0) chez la
génération 1 (G1), a induit une diminution significative (p <0,0001) uniquement a la Dlso testée
sur la période préovipositoire. Une diminution significative (p <0,0001) de la durée
d’oviposition est également enregistrée uniquement pour la Dlsg et ce avec effet dose-réponse
(p =0,0133).
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Tableau 19 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (DI 25 et DI
50) sur la durée (jours) des périodes de préoviposition et d’oviposition (jours) (m + SD, n=6).
Des lettres minuscules différentes au-dessus du méme parametre indiquent une différence
significative (p<0,05). Les pourcentages en rouge représentent les taux de reductions des traités
par rapport aux témoins.

Préoviposition  Préoviposition ‘Oviposition Oviposition

Témoins 1,34+0,005 1,34+0,05 3,54+0,1 3,540,019
a a a a
Dls | 0,680,012 1,1+0,02 3,210,041 3,420,04
b 49,25% a17,91% b9,32% a9,60%
Dlso 0,37+0,004 0,77+0,04 2,52+0,02 2,7740,20
C 72,38% b42,53% 028,81% a21,75%

La comparaison, des effets de 1’Huile essentielle Thymus munbyanus subsp. Coloratus,
sur le potentiel reproducteur au cours du stade adulte chez E. kuehniella des deux générations
GO et G1, montre des différences significatives sur les durée des périodes préovipositoires et
ovipositoires de la GO et G1 entre les séries témoins et traitées.

L’Huile essentielle T. munbyanus subsp. Coloratus induit chez la GO une diminution
dans la duree de la période préovipositoire chez les adultes d’E. kuehniella pour les deux doses
testées (Dlos et Dlsg) (p <0,0001). Cette réduction est retrouvée également a la génération
suivante chez les adultes d’E. kuehniella (p <0,0001). L’analyse statistique montre que la
réduction de la durée de la période préovipositoire induite par 1’application topique de I’HE est
plus importante a la GO par rapport a la G1.

L’analyse de la variance a deux critére de classification indique des effets hautement
significatifs pour la génération (p <0,0001), le traitement (p <0,0001), par ailleurs aucune
différence significative est noté pour I’interaction génération-traitement (p =0,3193). L’HE
affecte donc la durée de la période préovipositoire chez les deux générations successives d’E.

kuehniella (Tab. 20).
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Tableau 20 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (DI 25 et DI
50) sur la durée de la période préovipositoire au stade adulte au cours de deux générations
successives (GO et G1) : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation SCE

Traitement 0,6144 0,6144 <0,00071 ***

Génération 1,009 1 1,009 1753 <0,0001 **=*

Interaction 0,0006 1 0,0006 1,043 =0,3193***

Erreur résiduelle 0,01151 20 0,0005753

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

L’Huile essentielle T. munbyanus subsp. Coloratus induit chez la GO une diminution
dans la durée de la période ovipositoire chez les adultes d’E. kuehniella pour les deux doses
testées (Dlos et Dlsp) (p <0,0001). Cette réduction est retrouvée également a la génération
suivante chez les adultes d’E. kuehniella (p <0,0001). L’analyse statistique montre que la
réduction de la durée de la période ovipositoire induite par I’HE est plus importante a la GO par
rapport a la G1. L’analyse de la variance a deux critére de classification indique des effets
hautement significatifs pour le traitement (p <0,0001), significative pour la génération (p
=0,0264), par ailleurs aucune différence significative est noté pour I’interaction génération-
traitement (p =0,7471) (Tab. 21). L’HE affecte donc la durée de la période ovipositoire chez

les deux générations successives d’E. kuehniella.
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Tableau 21. Effet de ’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (DI 25 et DI
50) sur la durée de la période ovipositoire au stade adulte au cours de deux générations
successives (GO et G1) : Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de variation

Traitement 2,614 F (1,20) =51,73 <0,0001***

Genération 0,2904 1 0,2904 F (1, 20) = 5,748 =0,0264~*

Interaction 0,0054 1 0,0054 F (1,20) =0,1069 |=0,7471

Erreur résiduelle 1,01 20 0,05052

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observeé ; p: niveau de significativité.

3.8.2. Effet de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur la fécondité
des femelles de la GO et la G1

Le nombre d’ceufs pondus par une femelle témoin de la GO est de 189,4 + 1,67 pendant

toute la période d’oviposition. Ce nombre est trés significativement (p <0,0001) affecté par le
traitement puisqu’il atteint 107 + 5,40 et 73,28 + 4,75 pour la DI 25 et la Dl so respectivement,
soit une réduction de 43,41% et 61,30% par rapport aux témoins (Fig. 36).
Pour la G1, le nombre d’ceufs pondus par une femelle témoin est de 185,25 + 5,56 pendant toute
la période d’oviposition. Ce nombre est trés significativement (p <0,0001) affecté par le
traitement puisqu’il atteint 130,25 + 3,40 et 104 + 4,30 pour la DI 25 et la DI s respectivement,
soit une réduction de 29,68% et 43,85% par rapport aux témoins (Fig. 36).
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Figure 36. Effet de ’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et Dlso)
sur la fécondité (nombre d’ocufs) des femelles de la GO et la G1 (m+SD, n=6). Des lettres
minuscules différentes au-dessus de la méme série indiquent une différence significative
(p<0,05).

La comparaison, des effets de 1’Huile essentielle Thymus munbyanus subsp. Coloratus,
sur le potentiel reproducteur au cours du stade adulte chez E. kuehniella des deux générations
GO et G1, montre des différences significatives entre les séries témoins et les séries traitées sur
le nombre d’ceufs pondus par femelle de la GO (p <0,0001) et G1 (p <0,0001). Par ailleurs, le
test HSD de tukey révéle que pour les doses testées (Dlas et Dlsg) de 1I’Huile essentielle T.
munbyanus présente des effets persistant sur la fécondité des adultes femelles. Cependant
’analyse statistique montre que la réduction des ceufs pondus est plus importante a la GO par
rapport a la G1, Ceci peut étre en faveur d’une restauration de la normalité physiologique.

L’analyse de la variance a deux critére de classification indique des effets hautement
significatifs pour la génération (p <0,0001), le traitement (p <0,0001) et I’interaction
génération-traitement (p <0,0001) (Tab. 22). L’HE affecte donc le nombre d’ceufs pondus par

femelle chez les deux générations successives d’E. kuehniella.
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Tableau 22 : Effet de I’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (DI 25 et DI
50) sur la fécondité des femelles au stade adulte au cours de deux générations successives (GO
et G1) : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation

Traitement <0,0001***

Geénération 2482 1 2482 129 <0,0001***

Interaction 2022 2 1011 52,54 <0,00071 ***

Erreur résiduelle 577,4 30 19,25

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.8.3. Effet de ’HE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur la viabilité
des (Eufs de la GO et la G1

Concernant la viabilit¢ des ceufs, les résultats obtenus indiquent une réduction
hautement significative (p <0,0001 ; p <0,0001) du nombre d’ceufs éclos par les femelles suite
a I’exposition a I’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp. coloratus (DI 25, DI sg), en
effet, la valeur moyenne des oeufs éclos chez les témoins est de 85,25 + 2,36 chez les traitées
59 + 2,16 et 41,5 + 3,10 pour la Dls, Dlso respectivement, soit une réduction de 30,79% et
51,31% par rapport aux témoins (Fig. 37).

Pour la G1, la valeur moyenne des ceufs éclos chez les témoins est de 92 + 2,60, chez
les traitées 85 + 3,55 et 67,5 + 2,38 pour la Dlzs, Dlso respectivement, soit une réduction de
7,60% et 26,63% par rapport aux témoins (Fig. 37).
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Figure 37. Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (1D2s et 1Dso)
sur la viabilité des oeufs (%) de la GO et la G1 (m+SD, n=6). Des lettres minuscules différentes

au-dessus de la méme série indiguent une différence significative (p<0,05).

L’huile essentielle T. munbyanus subsp. Coloratus induit chez la GO une diminution
dans la viabilité des ceufs pondus chez E. kuehniella pour les deux doses testées (Dl2s et Dlso)
(p <0,0001 ; p <0,0001). Cette réduction est retrouvée également a la génération suivante chez
les adultes d’E. kuehniella (p <0,0001). L’analyse statistique montre que la réduction de la
viabilité des ceufs induite par I’HE est plus importante a la GO par rapport a la G1. Ceci peut
étre en faveur d’une restauration de la normalité physiologique. L’analyse de la variance
indique des effets hautement significatifs pour la génération (p <0,0001), le traitement (p
<0,0001) et I’interaction génération-traitement (p <0,0001). L’HE affecte donc la viabilité des

ceufs pondus par les femelles chez les deux générations successives d’E. kuehniella (Tab. 23).
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Tableau 23 : Effet de I’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (1D2s et 1Dso)
sur la viabilité des ceufs pondus au cours de deux générations successives (GO et G1) : Analyse
de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation SCE

Traitement <0,0001***

Génération 3452 1 3452 461,5 <0,0001**=*

Interaction 741,1 2 370,6 49,55 <0,00071 ***

Erreur résiduelle 224 4 30 7,479

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.9. Effet de PHE du Thymus munbyanus subsp. coloratus sur la

descendance

Les chrysalides d’E. kuehniella ont été traitées le jour de I’exuviation nymphale puis les
adultes qui ont survécu aux traitement ont été prélevés le jour de I’émergence ; les males et les
femelles ont ensuite été accouplés chez les individus témoins et traités aux deux doses. Au bout
de 48 heures d’accouplement, les différents couples constitués sont retirés et la génération 1 ou
G1 est suivie quotidiennement. L’effet différé de 1’Huile essentielle de T. munbyanus a pu étre
¢valué¢ en procédant au comptage du nombre d’ceufs, larves (L5), chrysalides et adultes

exuviées pour chaque série d’expérimentations.

Chez les séries témoins le nombre d’ceufs pondus est de 187,66 £ 7,09. Ce nombre
diminue significativement (p <0,0001) et atteint des valeurs respectives de 104 + 7 ; 72,33
4,50 pour les couples M Dlzs X FDI2s ; MDlso X FDIso (Tab. 24).

Chez les séries témoins le nombre de larves (L5), de chrysalides et d’adultes, est de
Iordre est de 79 £ 4; 72 + 5 et 69 + 3.33 respectivement. Ce nombre diminue de maniére
hautement significative (p <0,0001 ; p <0,0001 ; p <0,0001) et atteint des valeurs respectives
de 51 £3 ;39 £ 3et 36 + 4 pour les couples M Dlzs x FDIs et les valeurs respectives de 30 +
3;25+ 3 et 21 + 3 pour les couples MDlIso X FDIso (Tab. 24).
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L’analyse statistique des données (Tab. 25) révele, comparativement aux témoins, une
diminution significative (p <0,0001) dans le nombre d’ceufs, larves, chrysalides et adultes pour
2 séries provenant des adultes ayant survécu au traitement des chrysalides. La comparaison
entre les séries traitées pour chaque stade du développement révele un effet dose significatif

entre les différentes couples formés (p < 0,0001).

Tableau 24 : Effet de ’'HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dlzs et Dlso)
sur le nombre des descendants (génération G1) provenant des adultes ayant survécu apres
traitement des chrysalides. (m £ SD ; n = 3). Comparaison des moyennes a différents couples
pour un méme stade du développement. Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (p > 0,05). Les pourcentages en rouge représentent les taux de
reductions par rapport aux témoins.

Témoins

187,66+ 7,09 104+7 (44,59%0) 72,33+4,50 (61,45%)
A b C
Larves 76,66+ 4,93 66,66+5,50 (13,05%0) 60,33+7,57 (21,30%)
A b b
Chrysalides 54,33+3,05 39+2 (28,21%) 333,60 (39,26%)
A b b
Adultes 33,33+3,51 243,60 (27,99%) 19+2 (42,99%)
A a b
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Tableau 25 : Effet de I’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus administrée in vivo, par
application topique aux chrysalides nouvellement exuviées d'Ephestia kuehniella (Dl2s et D1 s0)
sur la survie de la descendance des individus au cours des différents stades de vie de la
génération G1 issue des adultes ayant survécus au traitement des chrysalides dans la GO:
Analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de variation SCE CM

Traitement <0,0001***

Stades 47407 3 15802 660,9 <0,0001***

Interaction 11654 6 1942 81,23 <0,0001***

Erreur résiduelle 573,8 24 23,91

*** : hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.10. Analyse de la qualité de la farine

L’impact de l'infestation de la farine par des couples d’insectes ravageurs des denrées
stockées Ephestia kuehniella (5, 10 et 20 couples) sur la qualité de la farine a été évalué a travers
des analyses physicochimiques au cours du temps (1, 2 et 3 mois).

3.10.1. Granulométrie (Taux d’affleurement)

La granulométrie (taux d’affleurement) dans les lots de farine témoins et infestés par
exposition a différents nombres de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples) a été déterminée
au cours du temps (1, 2 et 3 mois), les résultats obtenus montrent une diminution significative
du taux d'affleurement de la série farine infestée est enregistrée aprés un mois (p <0,0001), 2
mois (p <0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport a la série témoin. Une diminution
significative est marquée aprés 1 mois (Tab. 26). L’analyse de la variance a deux critéres de
classification révéle des effets significatifs de temps (p < 0,0001), de I'infestation (p < 0,0001)
et de l'interaction temps/infestation (p< 0,0001) (Tab. 27).
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Tableau 26 : Effet de l'infestation par différents nombre de couples d’E.kuehniella sur le taux
d'affleurement de la farine au cours du temps (m = SD, n = 3).

20 Couples

Témoins

5 Couples | 10 Couples

95,8+0,23 a 95,8+0,1 a 94+0,3 b 93,2+0,2 c
A A A A

95,78+0,32a | 93,2+0,4b 82+0,3 c 30+0,7 d
A B B B

95,65+0,45 a 83+0,2 b 35,3+0,2 ¢ 5+0,01d
A C C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le nombre
de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes (p< 0,05)

entre les temps.

Tableau 27 : Effet de l'infestation par différents nombre de couples d’E.kuehniella sur le taux
d'affleurement de la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux critéres de
classification.

Source de variation

Infestation

1642602

547534 4985514 <0,0001***

UBTE 1065495 | 2 | 532747 4850874 <0,0001%**
Interacti

nteraction 1038468 | 6 | 173078 1575944 <0,0001%**
Erreur résiduelle 2,636 24 0,1098

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.10.2. Taux de protéines

La teneur en protéines des lots de farine témoins et infestés par exposition a différents
nombres de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples) a été déterminée au cours du temps (1,
2 et 3 mois), les résultats montrent une diminution significative du taux de proteines dans la
série farine infestée (farine exposée a 5, 10 et 20 paires) est enregistrée apres 1 mois (p <0,
0001), 2 mois (p <0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport a la série témoin. Une diminution

significative est marquée aprés 1 mois (Tab. 28). L'analyse de la variance a deux critéres de
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classification a révéle des effets significatifs du temps (p < 0,0001), de l'infestation (p < 0,0001)
et de l'interaction temps/infestation (p < 0,0001) (Tab. 29).

Tableau 28 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur les teneurs
en protéines de la farine au cours du temps (m £ SD, n = 3).
Témoins

5 Couples

10 Couples

20 Couples

10,79+0,001 a | 10,6+0,016 b | 10,22+0,023c | 9,88+0,019 d
A A A A

10,79+0,002 a | 9,87+0,02b | 9,29+0,013c | 7,1740,03 d
A B B B

ENC O 10,66+0,002a | 9,03+0,01b | 7,7740,018c | 3,75+0,032 d
B C C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le
nombre de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes

(p< 0,05) entre les temps

Tableau 29 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur les teneurs
en protéines de la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux criteres de
classification.

Source de variation

SCE CM

Infestation
' 29,61

4,934 <0,0001***

UBTE 3993 | 2 | 199 58830 <0,0001%**
Interacti

nteraction 71.4 3 23.8 70135 <0,0001%**
Erreur résiduelle 0,008144 | 24 | 0,0003393

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.10.3. Taux de Gluten

La teneur en gluten dans les lots de farine témoins et infestés par exposition a differents
nombres de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples) a été déterminée au cours du temps (1,
2 et 3 mois), les résultats montrent une diminution significative du taux de gluten dans la série
de farines infestées (farine exposée a 5, 10 et 20 paires) est enregistrée apres un mois

(p<0,0001), 2 mois (p<0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport a la série témoin. Une




RESULTATS

augmentation significative est marquée aprés 1 mois (Tab. 30). L’analyse de la variance a deux
criteres de classification a révélé des effets significatifs du temps (p < 0,0001 ; F (2, 24) =
566590), de l'infestation (p < 0,0001 ; F (3, 24) = 583994) et de l'interaction temps/infestation
(p<0,0001 ; F (6, 24) = 110628), respectivement (Tab. 31).

Tableau 30 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur les teneurs

en gluten de la farine au cours du temps (m = SD, n = 3).

Témoins

5 Couples

10 Couples

20 Couples

31,4+0,01a | 30,9+0,04b | 29,740,013 c
A A A A
31+0,01a | 253+0,03b | 21,3%0,022c | 10,11%0,032 d
B B B B
31£0,01 a 2240,02b | 17,08¢0,05c | 4,03+0,015 d
B C C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le nombre
de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes (p< 0,05)

entre les temps.

Tableau 31 : Effet de l'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur les teneurs
en gluten de la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation SCE

Traitement

4478 583994 <0,0001***

Temps (jours)

869 2 4345 566500 | <0,0001***
Interaction

teractio 509 6 84,83 110628 | <0,0001***
Erreur résiduelle 0,0184 24 0,0007668

*** : hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.10.4. Indice de sédimentation ZELENY

L'indice de sedimentation dans les lots de farine témoins et infestés par exposition a

différents couples de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples a été déterminée au cours du
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temps (1, 2 et 3 mois), les résultats montrent une diminution significative de l'indice de
ZELENY dans la série de farines infestées (farine exposée a 5, 10 et 20 paires) est enregistrée
apres 1 mois (p <0, 0001), 2 mois (p <0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport a la série
témoin. Une diminution significative est marquée apres 1 mois (Tab. 32). L'analyse de la
variance a deux criteres de classification a révélé des effets significatifs du temps (p < 0,0001),
de l'infestation (p < 0,0001), et de l'interaction temps/infestation (p < 0,0001), respectivement
(Tab. 33).

Tableau 32 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur I’indice de
sédimentation de ZELENY de la farine au cours du temps (m + SD, n = 3).

5 Couples 10 Couples 20 Couples

Témoins

27+0,021 a 260,01 b 230,02 ¢

A A A A
2740,01a | 24%0,032b 21+0,015 ¢ 19+0,022 d

A B B B
26+0,02a | 22+0,036b 18+0,021 ¢ 10+0,031 d

B C C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le nombre
de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes (p< 0,05)

entre les temps.

Tableau 33 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur I’indice de
sédimentation de ZELENY de la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux
critéres de classification.

Source de variation SCE

Traitement
433

1443 290020 <0,0001***

Temps (jours)

2745 2 137.3 275787 <0,0001***
Interaction

1295 6 21,58 43369 <0,0001***
Erreur résiduelle 0,01194 24 | 0,0004977

*** . hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.10.5. Humidité (teneurs en eau)

Le taux d'humidité dans les lots de farine témoins et infestés par exposition a différents
nombres de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples) a été déterminée au cours du temps (1,
2 et 3 mois), les résultats montrent une augmentation significative du taux d’humidité de la série
de farines infestées (farine exposée a 5, 10 et 20 paires) est enregistrée aprés un mois (p
<0,0001), 2 mois (p <0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport & la série témoin. Une
augmentation significative est marquée aprés 1 mois (Tab. 34). L'analyse de la variance a deux
criteres de classification a révélé des effets significatifs du temps (p < 0,0001), de I'infestation
(p < 0,0001) et de l'interaction temps/infestation (p < 0,0001), respectivement (Tab. 35).

Tableau 34 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur I’humidité
de la farine au cours du temps (m + SD, n = 3).

Témoins 5 Couples 10 Couples 20 Couples

14,4+0,01 a 14,6+0,01 b 14,9+0,05 ¢ 15,5+0,03 d
A A A A
14,5+0,001a | 15,3+0,02b 16,2+0,04 ¢ 17,7+0,02 d
B B B B
14,5+0,02 a 16,1+0,01 b 17,3+0,01 c 18,9+0,01 d
B C C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le nombre
de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes (p< 0,05)

entre les temps.

Tableau 35 : Effet de l'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur I’humidité
de la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation SCE CM

Infestation (couples)

13,68 <0,0001***

Temps (jours)

2072 | 2 | 1036 18548 <0,0001%**
Interaction
teractio 0185 | 6 | 1531 2741 <0,0001%**
Erreur résiduelle 0,0134 24 | 0,0005584

*** . hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.10.6. Taux d’absorption de I’eau

Le taux d'absorption d'eau dans les lots de farine témoins et infestés par exposition a
différents nombres de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples) a été déterminée au cours
du temps (1, 2 et 3 mois), les résultats montrent une augmentation significative du taux
d'absorption d'eau dans la série de farines infestées est enregistrée dans la farine exposée a 5,
10 et 20 paires a 1 mois (p <0, 0001) 2 mois (p <0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport a la
série témoin. Une diminution significative du taux d'absorption par rapport a la série témoin
apres 1 mois (Tab. 36). L'analyse statistique de la variance a deux critére de classification a
révélé des effets significatifs du temps (p < 0,0001), de l'infestation (p < 0,0001), et de
I'interaction temps/infestation (p < 0,0001), respectivement (Tab. 37). Cette diminution de
I'absorption d'eau est liée a I'augmentation de I'humidité et a la disparition du gluten qui fixe

I'eau.

Tableau 36 : Effet de l'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur le taux
d’absorption de I’eau dans la farine au cours du temps (m £ SD, n = 3).

Témoins

5 Couples 10 Couples 20 Couples

63+0,01 a 620,021 b 61+0,011 c 60,7+0,015 d
A A A A
62,5+0,02 2 | 61,2+0,014 b | 59,6+0,018 c 56+0,025 d
B B B B
62+0,011 a 59+0,032 b 55+0,0165 ¢ 49+0,001 d
C C C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le

nombre de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes

(p< 0,05) entre les temps.
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Tableau 37 : Effet de l'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur le taux
d’absorption de 1’eau dans la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux criteres
de classification.

Source de variation SCE

Infestation (couples)

100,5 16,76 52228 <0,0001***

Temps

1825 2 91,27 284452 | <0,0001***
Interaction
teractio 264.7 3 88,23 274985 | <0,0001***
Erreur résiduelle 0,007701 24 | 0,0003209

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.10.7. Taux de cendres

Le taux de cendres dans les lots de farine témoins et infestés par exposition a différents
nombres de couples d'E. kuehniella (5, 10 et 20 couples) a été déterminée au cours du temps (1,
2 et 3 mois), les résultats montrent une augmentation significative du taux de cendres dans la
série de farines infestées (farine exposee a 5, 10 et 20 paires) est enregistrée apres 1 mois (p <0,
0001), 2 mois (p <0,0001) et 3 mois (p < 0,0001) par rapport a la série témoin. Une
augmentation significative est marquée aprés 1 mois (Tab. 38).

L'analyse statistique de la variance a deux critére de classification a révélé des effets
significatifs du temps (p < 0,0001), de l'infestation (p < 0,0001), et de linteraction
temps/infestation (p< 0,0001), respectivement (Tab. 39).
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Tableau 38 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur le taux de
cendres dans la farine au cours du temps (m £ SD, n = 3).

Témoins 5 Couples 10 Couples 20 Couples

0,65+0,001a | 0,65+0,02a | 0,730,032 b
A A A A

0,65+0,001 a | 0,69+0,001a | 0,91+0,026b | 1,17+0,032c
A A B B

0,66£0,001a | 0,71#0,03b | 1,12+0,012c | 1,93+0,052 d
A B C C

Les moyennes suivies d’une lettre minuscule différente sont significativement différentes (p< 0,05) entre le
nombre de couples ; les moyennes suivies d’une lettre majuscules différente sont significativement différentes

(p< 0,05) entre les temps.

Tableau 39 : Effet de I'infestation par différents nombre de couple E.kuehniella sur le taux de
cendres dans la farine au cours du temps : Analyse de la variance a deux criteres de
classification.

Source de variation SCE ddl

Infestation (couples) 2743

0,9142 <0,0001***

UGS 08358 | 2 | 04179 729.2 <0,0001%**
Interacti

nteraction 1034 | 6 | 01723 3007 <0,0001%**
Erreur résiduelle 0,01375 | 24 | 0,0005731

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré

moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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4. DISCUSSION

4.1. Caractéristiques de I’huile essentielle

4.1.1. Rendement en huile essentielle (HE) du Thymus munbyanus subsp

coloratus

Le rendement en HE des parties aériennes de T. munbyanus subsp coloratus isolées par
hydrodistillation est de 1’ordre de 2,56 % (v/w). Ce résultat est en accord avec les résultats de
Benchabane et al. (2012) qui ont trouvés pour la méme espéce a Azzaga, un rendement de
2,3% (v/w). Dans une autre région d'Algérie a Tlemcen, T. munbyanus a des rendements
d'huiles essentielles plus éleves de 3% (v/w) (Tefiani et al., 2015).

Un rendement de 0,37 % (v/w) a été reporté pour le Thymus munbyanus subsp. Ciliatus
du Maroc (ltzir) (Belmalha et al., 2015). Récemment Benomari et al. (2020) ont trouvés des
rendements nettement plus bas en HE, également a Tlemcen avec 3 sous-especes de T.
munbyanus. lls ont enregistré 1,38 % (v/w) pour la subsp. munbyanus, 0,96 % (v/w) pour la

subsp. eu-ciliatus et 0,58 % (v/w) pour la subsp. coloratus.

Par conséquent, nous concluons que plusieurs facteurs pourraient étre a l'origine de ces
variations comme la nature du sol, le développement du stade végétatif de la plante qui donne
un maximum de rendement au stade de floraison, la partie de la plante soumise a I'extraction et
la période de récolte (Hajji et al., 1989 ; Ainane et al., 2018) et les facteurs climatiques (vitesse
du vents et température) ainsi que 1’altitude (Mehalaine & Chenchouni, 2021). On peut
également supposer que les différences peuvent étre liées aux poches glandulaires différentes

de sous-espece a autres (Bendif et al., 2017).

4.1.2. Composition chimique de I’huile essentielle du Thymus munbyanus

subsp coloratus

L’analyse chromatographique de I’HE du T. munbyanus subsp coloratus a identifié la
présence de 54 composants dont les principales familles dominantes sont les monoterpenes
oxygenés (55,86 %), suivis des hydrocarbures monoterpenes (26,49 %). Le carvacrol (39,11 %)
puis le paracymene (15,47 %) et la thymoquinone (10,59 %) étaient les principaux composants

les plus abondants de I'HE.
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Nos résultats concordent avec les conclusions d'une étude précédente de Benchabane et
al. (2012) sur un échantillon de T. munbyanus collecté a Azzazga (centre-nord de I'Algérie),
dont le carvacrol s'est avéré étre le chémotype dominant (35,20 %), suivis par le thymol (18,50
%) et le para cyméne (08,50 %). Aussi, I’HE de Thymus satureioides cultivées au Maroc, sa
composition chimique montre la dominance de carvacrol (26,18 %) et de bornéol (20,67 %)
(El-Bakkal et al., 2020). Une autre étude réaliseée par Benomari et al., (2020) sur un échantillon
de T. munbyanus subp. ciliatus collectés dans différentes localités géographiques a Tébessa en
Algérie, dans lesquelles le carvacrol s'est avéré étre le chémotype majoritaire (65,70 %).

Contrairement a nos résultats, Chikhoune et al. (2015), ont trouvés que le thymol (52 %)
était plus abondant que le carvacrol (5,20 %) dans un échantillon prélevé dans la région
d'Ouzellaguen (800-1000 m) en Algérie. Ainsi que ceux de Bendif et al. (2017) qui ont
rapportés que le bornéol était le composé prédominant (31,20 %) suivi du camphre (13,60 %)
dans la région de Borj Bou Arreridj en Algérie. Benomari et al. (2020) ont également signalés
pour I'échantillon de T. munbyanus subp. coloratus collectés au méme endroit que le camphre
(25,90 %), le myrcéne (16,90 %) et le camphene (06,20 %) étaient les principaux composants.

Des facteurs environnementaux tels que I'numidité relative, la température, la durée de
I'insolation, Il'altitude, ainsi que le rayonnement solaire ultraviolet (UV), qui comprend
principalement les UVA (320-400 nm) qui varient selon la saison et la situation géographique,
affectent également la composition et la quantité de I'huile essentielle en fonction de I'espece
puisqu'il provoque un métabolisme secondaire (Mumivand et al., 2022). Et bien d'autres
facteurs influencent directement la proportion des différents constituants d'une huile essentielle,
notamment chez les espéces dont les structures sécrétoires sont superficielles (cas des poils
sécréteurs des lamiacées) (Besombes, 2008 ; Selles, 2012 ; Bendif et al., 2017 ; Arruda et al.,
2022).

En effet, les conditions de culture (nature du sol, apport d'engrais), les parties de la plante,
les stades de croissance, la genétique, le moment de la collecte, le procédé d'extraction ainsi
que le temps d'extraction sont des facteurs modifient la composition chimique des HEs
(Kianersi et al., 2021). D’autres facteurs tels que les traitements préalables (conditions de
transport, temps de séchage et de stockage du matériel végétal, etc.) peuvent entrainer une
grande variabilité dans le composition d'une huile essentielle, suite a une dégradation
enzymatique (Bendif et al., 2017 ; Oftadeh et al., 2020 ; Kianersi et al., 2021).
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4.2. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur I’inhibition

de 1a mue d’adulte

De plus en plus les études proposent I’utilisation des huiles essentielles végétales dans
les programmes IPM (Integrated Pest Management) (Sabbour & Abd EIl-Aziz, 2018). Une
variété de métabolites secondaires sont connus pour étre de puissants insecticides (Pavela,
2009), car ils agissent comme fumigeant (Choi et al., 2006), comme insecticides de contact
(Tang et al., 2007) et comme anti-appétant (Gonzalez-Coloma et al., 2006), peuvent
également étre utiliser en application topique (Bovornnanthadej et al., 2013). Ces activités
biologiques des HEs peuvent affecter certains paramétres biologiques tels que la croissance
(Nathan et al., 2008), le développement et la reproduction (Isikber et al., 2006). La toxicité
des huiles essentielles extraites de plantes aromatiques a été étudiée sur des insectes ravageurs
de denrées stockées (Campolo et al., 2014 ; Mossa, 2016 ; Shahriarietal., 2017 ; 2018 ; 2019
; Guettal et al., 2020 ; Oftadeh, et al., 2020 ; Shao et al., 2021 ; Qiao et al. 2021 ; Majdoub
et al., 2022).

Nos résultats indiquent que I’HE de T. munbyanus subsp coloratus a montré une activité
insecticide intéressante a 1’égard d’Ephestia kuehniella Zeller. Différentes concentrations (5,
15, 25, 40 et 100 pl/mL d'acétone) ont été appliquées par voie topique sur des chrysalides
nouvellement exuviées d'E. kuehniella Zeller (moins de 8h), ont provoquées des effets Iétaux
et sub létaux lors de la métamorphose des chrysalides conduisant a une inhibition de
I’émergence des adultes.

Certaines huiles essentielles ont été documentées pour avoir une activité insecticide
contre différents stades d'E. kuehniella (Erler, 2005 ; Ayvaz et al., 2010 ; Karaborklu et al.,
2011 , Ercan et al., 2013). En effet, Emamjomeh et al., (2014) ont découvert que Zataria
multiflora présentait une toxicité élevée par fumigation contre les adultes et les larves d'E.
kuehniella. De plus, Aouadi et al. (2020) ont démontrés le potentiel de fumigation et une
toxicité par contact contre E. kuehniella par I'huile essentielle de M. rotundifolia et I'huile de
M. communis.

Récemment, Plusieurs études ont démontré I'activité insecticide des huiles essentielles
d'espéces du genre Thymus ou d’autres genres sur des insectes et méme des ravageurs des
denrées stockées (Bas & Ersoy, 2020). Selon Ercan et al. (2018) les huiles essentielles de
Thymus argaeus et Thymus sipyleus ont montré une efficacité contre le stade larvaire ainsi que

le stade ceufs d'E. kuehniella. Notamment, les huiles essentielles de Thymus bleicherianus,
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Thymus capitatus et Thymus satureioides qui ont montrés une activité insecticide contre
Sitophilus oryzae (Ainane et al., 2018).

Des résultats similaires ont été trouvés avec I’'HE du Thymus vulgaris qui a montré une
activité larvicide intéressante contre les larves de moustiques de Cx. pipiens (Bouguerra et al.,
2018). Récemment, Guettal et al. (2020) ont rapportés que I'huile essentielle de Citrus limonum
(Sapindales: Rutaceae L.) présentait une toxicité fumigéne, avec une relation dose-réponse
contre l'insecte de magasin Sitophilus granarius. Plus récemment, Kharoubi et al. (2021) ont
montrés que I’HE de Mentha x piperita présente des activités larvicides et ovicides contre Culex

pipiens L.

Les huiles essentielles sont des mélanges d'hydrocarbures volatils avec une variété de
groupes fonctionnels et leurs constituants insecticides sont principalement des monoterpénoides
(Coats et al., 1991). De plus, la complexité de la composition chimique de la plupart des huiles
volatiles leur confere une faible spécificité (Bakkali et al., 2008), de sorte que leur activité n'est
pas attribuée a un seul mécanisme d'action, car la grande variété de groupes chimiques qu'elles
possedent touchent par conséquent plusieurs cibles dans la cellule (Burt, 2004 ; Benchaabane
etal., 2014).

Bien que de nombreuses études aient signalé 1’efficacité insecticide des HEs, peu
d’informations sont disponibles sur la relation entre 1’effet insecticide et la composition
chimique de I’HE, qui est difficile a déterminer car les interactions entre les composés peuvent
influencer I’activité du mélange. En principe chaque composé aromatique contenu dans I’HE
est unique en termes de structures et d’activités biologiques. Les divers mécanismes d’action
des substances individuelles, dont beaucoup restent encore inconnus, peuvent dans leurs
combinaisons non seulement fournir une augmentation significative de I’efficacité, mais aussi

empécher le développement de la résistance aux ravageurs (Rattan, 2010).

Vraisemblablement, on suppose que la grande efficacité de I'huile essentielle du thym
peut étre attribuée a la présence de quantités élevées de composés phénoliques tels que le
carvacrol, qui peut jouer un rdle insecticide important grace a son groupe hydroxyle (-OH)
(Anderson., 1997 ; Atti-Santos et al., 2004 ; Gong & Ren, 2020). Plusieurs études confirment
la toxicité de ce composant face aux insectes tels que 1’étude de Gong & Ren. (2020) qui ont
démontrés que l'activité insecticide du carvacrol était 2 a 3 fois supérieure a celle du p-cyméne
et du y-terpinéne qui sont eux-mémes des monoterpénes trés toxiques. Ces résultats étaient en

accord avec ceux d'Abdelgaleil (2010), contre les larves larvaire de S. littoralis. De méme,
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Zhang et al. (2016) ont également découvert que le carvacrol était plus toxique que le p-cyméne

et le y-terpinéne contre Drosophila melanogaster.

Les valeurs ID2s et IDsp ont été estimées a 15,38 et 25,22 plL/mL d'acétone,
respectivement. Nos résultats indiquent que les doses d'inhibition enregistrées sont inférieures
a celles retrouvées dans plusieurs études. Tchoumbougnang et al. (2009) ont démontré
I'activité insecticide du Thymus populaire récolté au Cameroun sur des larves d'Anopheles
gambiae ou la CLso obtenue était de 119 + 1,50 ug/mL, et la LCq était de 147 + 2,40 pg/mL.
Les huiles essentielles issues de T. vulgaris, ont un fort potentiel dans la production de
nouveaux larvicides et adulticides avec des valeurs de 134,10ug/1 aprés 24 h (Pavela et al.,
2009). De plus, Dargahi et al., (2014), ont étudiés l'activité larvicide de Thymus transcaspicus,
une plante aromatique du genre Thymus, contre An. Stephensis, la mortalité la plus élevée a été
observée a 250 ng/L d'HE avec la CLso.

Cette différence dans les doses utilisées peut s'expliquer par de multiples raisons, non
seulement les espéces de plantes sont différentes donc les HEs varient, par conséquent la
composition chimique différe, en plus de la variations des insectes utilisés et leurs stades de
développement lors de I’exposition a ces HEs naturelles (Bendjedid et al., 2021). En effet, la
concentration nécessaire pour atteindre la mortalité dépend de nombreux facteurs, le stade de
développement, la température ambiante et la capacité des substances a pénétrer la cuticule,

ainsi que leurs mécanismes d’action (Rattan, 2010).

4.3. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur sur le

développement

Chez les insectes, le développement et la reproduction sont contrdlés par des facteurs
externes (température, nutrition, photopériode) mais aussi internes comme les hormones et les
neurohormones (Gilbert et al., 2002 ; Lafont et al., 2005 ; Gruntenko & Rauschenbach,
2009 ; Hiruma & Kaneko, 2013). Cependant, ce développement peut étre perturbé par
différents insecticides, se traduisant généralement par un allongement de la durée de
développement, 1’apparition de malformations morphologiques et/ou par une réduction de la
longévité (Louat, 2013).

En effet, Des travaux sur les biopesticides d’origine végétales ont montré des effets
déléteres sur la croissance et le développement des insectes, en réduisant le poids des larves,

des pupes et des adultes et Il'allongement des stades de développement et 1’inhibition de
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I'émergence des adultes des insectes (Shaalan et al., 2005 ; Talukder, 2006 ; Xu et al., 2019).
Nos résultats indiquent que l'application de I’HE du T. munbyanus subsp coloratus a affecté a
la fois la croissance pondérale des chrysalides ainsi que la durée du stade nymphal mais aussi

la longévité des adultes.

Des résultats similaires sur la méme espéce Ephestia kuehniella ont été signalés par
Taffar et al. (2021) qui ont enregistrés une diminution significative du poids des chrysalides
traités avec 1’Azadirachtine. Le poids corporel d’autres insectes a été également affecté par
divers huiles essentielles, bio insecticides et méme des insecticides, tels que Culex. Pipiens par
I’HE du Thymus vulgaris (Bouguerra, 2019), H. armigera par un traitement au Thymol
(Bovornnanthadej et al., 2013), chez deux especes de moustiques, Culex Pipiens et Cs.
longiareolata par les HEs de L. dentata et M. piperita (Dris, 2018). Drosophila melanogaster
par 1’Azadirachtine (Bezzar et al., 2016). La diminution du poids des chrysalides chez E.
kuehniella pourrait s'expliquer par l'utilisation des réserves énergétiques acquises lors des
stades larvaires pour détoxifier le produit toxique, notamment I’'HE du thym.

Nos résultats concordent avec ceux de Delimi et al. (2013) ou I'HE d’Artemessia herba
alba appliquée sur des chrysalides d’E. kuehniella, a provoqué un prolongement du
développement nymphal ainsi qu’une réduction de la longévité¢ des adultes. En effet, divers
huiles essentielles (Satureja thymbra, Origanum onites, Myrtus communis, Origanum
majorana, Laurus nobilis, Citrus limon, Chenopodium botrys et Tanecetum armenum) ont
provoquées une diminution de la longévité des adultes issue a partir d'ccufs d’E. kuehniella
traités aux HEs (Karaborklu et al., 2011). De plus Lazarevi'c et al. (2020) ont révélé des
perturbations dans le développement et la survie des adultes d'Acanthoscelides obtectus exposés
a I'HE de Thymus vulgaris. En plus, Un rallongement dans la longévité a été reporté chez
Sitotroga cerealella aprés le traitement au trisulfure de diallyle une substance active de huile
essentielle d'ail (DAT) (Wu et al., 2020).

D’autre part, I’huile essentielle de Rosmarinus Officinalis s’avere capable de réduire
significativement la longévité¢ des adultes sur I’acarien ravageur Tetranychus Urticae koch
(Aissaoui et al. 2018). De méme, Kastamonuluoglu et al. (2020) ont démontré que le
terbinafine reduit la durée du développement ainsi la longévité de la grande teigne de la cire de
G. mellonella. Egalement, Hamida et al. (2021) ont aussi rapportés les mémes resultats chez

les adultes de Drosophila melanogaster traitées avec le spiromesifen.
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En effet, Plusieurs études ont également souligné que la durée de développement et la
longévité des adultes sont toutes deux liées a des facteurs de stress environnemental tels que
I'exposition aux insecticides (Mayer & Baker, 1984 ; Zwaan et al., 1995). De ce fait, la
diminution de la durée des stades de développements peut étre expliquee par la réduction
constatée des réserves énergetiques indispensable a la croissance et au développement (Reim
et al., 2006). Cette perturbation de la croissance des insectes peut probablement étre due a
I’interférence de I’HE avec le métabolisme des ecdystéroides.

4.4. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur les taux des

meétabolites

Les réserves énergetiques d'un insecte comprennent les glucides, les protéines et les
lipides (Wu et al., 2020). Ses métabolites sont synthétisés principalement dans le corps gras,
ils sont ensuite secrétés dans I’hémolymphe et/ou utilisés par divers tissus (Zhang & Xi, 2014),
pour cause ils sont nécessaires a tous les stades de la vie des insectes et sont essentiels a de
nombreux processus physiologiques, tels que la reproduction, le vol, la mue et la défense contre
les agents pathogénes (Chen et al., 2010 ; Wang et al., 2016 ; Wu et al., 2020).

Les glucides ou carbohydrates, en tant qu'éléments énergétiques jouant un réle crucial
dans la physiologie des insectes, ils peuvent se transformer ou se convertir en lipides et
participent a la production de protéines en contribuant a la production d’acides aminés (Piri et
al., 2014). Les lipides sont également des composants importants formant des acides gras qui
sont stockés sous forme soit de triglycérides, dans les gouttelettes lipidiques du corps gras et
jouent un réle important dans le métabolisme énergétique (Ng et al., 2015 ; Wu et al., 2020),
soit des phospholipides et bien des stérols qui font partie intégrante des parois cellulaires des
insectes et contribuent également a d'autres fonctions (Chapman, 1998 ; Bouguerra et al.,
2018).

La croissance, la reproduction et la défense contre les agents pathogenes sont
essentiellement liées a la présence de molécules lipidiques. Ces molécules font également partie
des structures hormonales et constituent également une ressource énergétique en cas de besoin
(Klowden 2007 ; Oftadeh et al., 2020). En effet, ces métabolites sont utilisés comme matieres
premiéres pour la synthése d'autres substances et sont interdépendants et transformable (Wu et
al., 2020).
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Le corps de I'insecte est principalement composé de protéines. Au cours de la croissance
et du développement, les protéines sont décomposées en acides aminés par des protéases, qui
jouent un role essentiel dans divers cycles métaboliques. Les protéines sont donc des substances
énergétiques importantes utilisees pour soutenir les activités de la vie des insectes et affectent
les caractéristiques associées a la forme physique telles que la fécondité, le taux de croissance
et la taille corporelle (Ullah et al., 2019).

La teneur en protéines totales est un parametre souvent utilisé pour mettre en évidence
un stress chez un organisme bioindicateur (Lu et al., 2017). En effet, lorsque les contraintes
environnementales (stress hydrique, thermique, oxydant, exposition a une pollution, infection
par des agents pathogenes...) sont fortes, la plupart des protéines subissent une dénaturation
(Khani & Heidari, 2008). La structure des protéines ainsi que leur fonction peuvent étre
altérées par les ROS (Les dérivés réactifs de l'oxygene) produites soit par le métabolisme
cellulaire ou par des oxydants exogénes (Lu et al., 2017).

Néanmoins, les enzymes du stress antioxydant contribuent au maintien de niveaux non
toxiques des ROS, afin d’éviter toute modification des chaines latérales d'aminoacides, qui
pourrait conduire a une altération de la fonction des protéines ou, pourrait activer des voies
spécifiques impliquées dans la régulation des fonctions clés cellulaires (Puig & Mattila, 2011).

les métabolites peuvent étre inductibles suite & une exposition aux xénobiotiques
(Haubruge & Amichot, 1998 ; Bouguerra et al., 2018). Des études ont montrés que les Bio-
insecticides stimulent le métabolisme des insectes (Wu et al., 2020). De méme, Les huiles
essentielles peuvent engendrer des perturbations biochimiques exprimées sur le plan quantitatif
par une augmentation ou un déclin en différents métabolites (protéines, carbohydrates, lipides)
(Yazdani et al., 2013 ; Gnanamani & Dhanasekaran, 2017).

L’HE du T.munbyanus subsp coloratus a induit une forte réduction des métabolites chez
les chrysalides et les adultes d’E. kuehniella. De méme chez E. kuehniella, Shahriari et al.
(2017) qui a signalé des quantités plus faibles de ces macromolécules dans les larves d'E.
kuehniella traitées avec de I'HE de Teucrium polium L. (Lamiaceae) et de I'a-pinene. Ces
conclusions etaient conformes a celles de Shahriari et al. (2019) ou une réduction des quantités
de protéines totales, de glucides et de lipides dans les larves de quatrieme stade apreés le

traitement avec les HEs d'E. globulus et d'A. sativum est noté.
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L'HE du Thymus vulgaris a induit une réduction des réserves energétiques, notamment
lipides, glucides et protéines contenues dans le corps des larves de quatriéme stade de C. pipiens
suite au traitement uniquement 24h aprés (Bougeurra, 2019). De plus, Ebadollahi et al. (2013)
ont signalé une diminution de la teneur en glucides, protéines et lipides chez les larves de T.
castaneum traitées avec I’HE d’Agastache foeniculum. Les mémes observations ont été
rapportées par Tarigan & Harahap. (2016) apres traitement de Tribolium castaneum avec les
HEs de Cinnamomum aromaticum, Elettaria cardamomum et Myristica fragrans. D’autre part,
I'huile essentielle de I’ail accélére le catabolisme du tréhalose, inhibe la synthese des protéines
et endommage le métabolisme énergétique chez Myzus persicae un ravageur majeur du pécher
(Sulzer) (Zhang et al., 2016).

De méme, Oftadeh et al. (2020) ont rapporté que les extraits d'huile essentielle
d'Artemisia annua provoquaient une diminution de la quantité de protéines, de glucides et de
lipides dans les larves traitées de la pyralide du marier (Glyphodes pyloalis). Les principaux
métabolites énergétiques de Sitotroga cerealella ont été diminués aprés le traitement au
trisulfure de diallyle (DAT), une substance active issue de I'huile essentielle d'ail (Wu et al.,
2020). Guettal et al. (2021) ont aussi rapportés une diminution du métabolisme énergétique

due a un traitement a l'azadirachtine chez des adultes de S. greniers.

Les ressources en composes clés, notamment les protéines, glucides et les lipides, sont
vraiment importantes pour les processus physiologiques des insectes. Ceux-ci incluent le
développement et la reproduction. Par conséquent, tout obstacle pouvant interférer avec les
macromolécules clés affecterait la situation physiologique essentiellement au stade adulte. Les
produits secondaires des plantes peuvent avoir des effets délétéres sur la physiologie. Par
conséquent, I'insecte est tenu de dépenser de grandes quantités de molécules énergétiques clés
(Paiva et al. 2012 ; Oftadeh, et al., 2020). Dans notre étude, en raison des caractéristiques de
non-alimentaires des chrysalides et des papillons adultes, nous pensons que I’HE pourrait
acceélérer le métabolisme énergétique et synthetiser un grand nombre de protéines pour résister

aux perturbations.

Les insecticides ont une forte influence sur la synthése des protéines chez les insectes.
Des protéines telles que les protéines de choc thermique (un type de protéine de stress, est
induite par une température élevée ou basse, une teneur élevée en sel, une privation de
nutriments, des pesticides et d'autres stimulations), le récepteur de I'ecdysone et la vitellogénine

sont essentielles a la croissance, au développement et a la reproduction des insectes (Ullah et
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al., 2019 ; wu et al., 2020). En effet, cette baisse de la teneur en protéines est probablement due
a l'interférence bioinsecticide (HE) avec les hormones régulant la synthese des protéines
(Ramakoteswara, 1991 ; Sharma et al., 2011). Puisque les animaux ont besoin d'une énergie
élevée dans des conditions de stress et la demande d'énergie peut avoir conduit au catabolisme
des protéines (Gnanamani & Dhanasekaran, 2017).

La baisse des glucides, pourrait étre due au fait que davantage de sucres sont métabolisés
pour couvrir les dépenses énergétiques pendant les conditions de stress (Bouguerra et al.,
2018). La diminution de la quantité de lipides peut étre due a la peroxydation lipidique mais
aussi a un déplacement du métabolisme énergétique vers le catabolisme lipidique en raison du
stress induit par I’HE. Les triglycérides, en tant que substance énergétique principale, sont
décomposés en glycérol et en acides gras, libérant de I'ATP et d'autres intermédiaires

métaboliques dans le processus métabolique (Chakroun et al., 2007).

Au final, La baisse de ces réserves a été justifiée dans des travaux antérieurs par une
interférence des extraits avec les hormones régulatrices de la synthése des protéines et donc
I’accélération de leur dégradation (Ramakoteswara et al., 1991 ; Vijayaraghavanet al., 2010
; Sharmaetal., 2011 ; Gnanamani & Dhanasekaran, 2017) ; ainsi que 1’utilisation excessive
des réserves lipidiques et glucidiques pour produire de 1’énergie (Olga et al., 2006 ; Yazdeni
etal., 2014).

Toutes ces modifications dans le profil biochimique témoigne du stress physiologique,
qui dépend probablement de l'action de différents composés phytochimiques contenus dans
I’HE (Sharma et al., 2011). L’évaluation des paramétres biochimiques constitute un moyen
majeur pour déterminer le pouvoir toxique des bioinsecticides d’origine végétale et qui ont un

grand intérét dans le contrdle biologique des insectes nuisibles (Sak et al., 2006).

4.5. Effets de P’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur les réponses

des biomarqueurs

Un biomarqueur est défini comme un changement mesurable dans une réponse
biologique ou biochimique (Joshi et al., 2016) et mesure I’interaction entre un systéme
biologique et agent environnemental. Ils peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques
(Depledge, 1994). L'inhibition ou I'induction de biomarqueurs dépend de I'évaluation du niveau
d'exposition et des effets toxiques des xénobiotiques sur I'organisme (Sturm et al., 2000 ; Varo

et al., 2001). Les principaux biomarqueurs utilisés sont généralement des marqueurs
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enzymatiques tels que la catalase, la glutathion peroxydase, I'acétylcholine estérase et la

glutathion S-transférase ou bien non enzymatiques tels que le Malondialdéhyde.

4.5.1. Effets sur Les glutathion S-transférases (GSTs)

Les glutathion S-transférases (GSTs) sont un groupe d'enzymes impliquées dans la
détoxification et la défense oxydative des insectes contre les produits chimiques d'origine
naturelle et synthétique (Wei et al., 2015). lls sont également impliqués dans le transport
intracellulaire, la biosynthése des hormones et la protection contre le stress oxydatif (Jing et
al., 2017). En effet, ces enzymes bénéficient de fonctionnalités si diversifiée basée sur ses
propriétés chimiques (présence de groupes thiol impliqués dans les transitions redox, réactions
d'échange formation de thioesters et enfin capacité de piégeage radicalaire) (Park & Tak,
2016 ; Oftadeh et al., 2020).

Nos résultats indiquent que I’application de I’huile essentielle du T. munbyanus aux
doses d’inhibition (DI2s et Dlsg) a 1’égard d’E. kuehniella induit une induction des activités
specifiques des GSTs des le premier jour apres traitement. Cette augmentation des GSTs a
différents temps durant le stade nymphal et qui se poursuit jusqu’au stade adulte-par rapport
aux témoins, pourrait s'expliquer par une induction du processus de détoxification, une réaction
de l'organisme contre 1'entrée de I’HE. Ces résultats sont cohérents avec les études précédentes
(Khosravi et al., 2011 ; Kumrungsee et al., 2014 ; Shahriari & Sahebzadeh, 2016).

Nos résultats sont en accord avec des travaux antérieurs portant 1’activité spécifique des
GSTs chez les larves de la méme espéce, traitées avec du a-pinéne, du trans-anéthole et du
thymol (Shahriari et al., (2018). Les mémes résultats ont été reportés pour la méme espéce

suite a un traitement a la saponine de thé (TS) (Shahriari et al., 2021).

D’autres HEs ont ¢galement provoquées 1’induction du systeéme de détoxification via
I’augmentation de 1’activité spécifique des GSTs sur divers insectes, tels 1’étude faite par Piri
et al. (2020) sur I'huile essentielle d'ajwain (Carum copticum, Apiacées) et de ses principaux
constituants thymol, p-cyméne et y-terpinéne contre Tuta absoluta, I’HE de Hypericum
perforatum chez Tenebrio molitor (Bas & Ersoy, 2020), I'huile essentielle de T. vulgaris contre
les larves de C. pipiens (Bouguerra et al., 2018). Plus récemment, Kharoubi et al. (2021) ont
indiqués que I'huile de Mentha x piperita induit une activation du systéme de détoxification en

induisant des activités GSTs chez les larves de Culex pipiens.




DISCUSSION

L'activité enzymatique élevée peut indiquer I'élimination du produit chimique entré dans
les tissus ou les cellules, en effet certains métabolites secondaires des HE pourraient étre
détoxifiés par conjugaison au groupe thiol nucléophile (-SH) du GSH dans la molécule GST
(Shahriari et al., 2018). De plus, la peroxydation lipidique perturbe I'organisation structurelle
des membranes cellulaires, de sorte que les GSTs devraient étre induites pour éliminer les
produits de la peroxydation lipidique ou les hydroperoxydes des cellules endommagées
(Enayati et al., 2005 ; Huang et al., 2017).

Par conséquent, l'activité des enzymes GSTs a augmente apres I'exposition des insectes
a des produits chimiques ou a des métabolites secondaires d'huiles essentielles, ce qui refléte
I'initiation du processus de détoxification, qui est une forme de défense des insectes contre le
pesticide. La diminution de I'activité des GST, observée entre les ages, pourrait s'expliquer par
I'implication de ces enzymes dans la biosynthése hormonale et la régulation du métabolisme et

de la physiologie cellulaires (Broard & Menon, 2013).

4.5.2. Effet sur ’acétylcholine estérase (AChE)

L'acétylcholine estérase (AChE) est I'une des enzymes hydrolytiques les plus
importantes du systeme nerveux des insectes qui équilibre la transduction du signal neuronal
par hydrolyse rapide du signal de I'acétylcholine dans la fente synaptique en acétate et en
choline dans les fentes synaptiques (Jacob & Mason, 2005). Outre les insecticides chimiques
comme les organophosphates et les carbamates, I'AChE s'est avérée étre une cible importante
des monoterpénoides (Philippou et al., 2010 ; Kim et al., 2013 ; Li et al., 2013 ; Seo et al.,
2013 ; Lietal., 2013 ; Seo et al., 2014).

Les résultats de la présente étude ont révélé que I’HE de Thymus munbyanus subsp
coloratus aux doses d’inhibition (DI2s et Dlsg) provoquait une réduction significative et
importante par rapport aux témoins dans l'activité de 'AChE d'E. kuehniella a différents temps
dans le stade nymphal et qui se poursuit jusqu’au stade adulte. La diminution de l'activité
specifique de I'AChE tend a confirmer les effets neurotoxiciques de I’'HE de T. munbyanus
induit chez E. kuehniella.

Des effets similaires ont été observés chez E. kuehniella apres traitement par des

métabolites issue des HEs, 1’a-pinéne, le trans-anéthole et le thymol (Shahriari et al., 2018).
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Plus récemment, les larves d'E. kuehniella exposé a I’ HEs d'Allium sativum et d'Eucalyptus
globulus montre une diminué de l'activité acétylcholine estérase (Shahriari et al., 2019). En
accord avec nos résultats Bas & Ersoy. (2020) qui ont enregistré une neurotoxicité de I’'HE

Hypericum perforatum chez Tenebrio molitor.

Cela pourrait s'expliquer par une inhibition de I'AChE que Dandlen et al. (2011) a déja
signalé que différentes huiles essentielles isolées de diverses épices portugaises du genre
Thymus présentaient une capacité d'inhibition de I'AChE soulignant le fort potentiel d'inhibition
de I'AChE de T. zygis subsp. zygis, marqué par une quantité relativement élevée du métabolite
carvacrol (43,60 %). D'apres cette étude, on peut supposer que le caravcrol soit un inhibiteur
tres actif de I'AChE. De plus, Seo et al. (2015) ont signale I'inhibition de I'AChE par le carvacrol
chez Aedes Albopictus. Lopez et al. (2018) ont rapporté que Origanum syriacum et carvacrol

inhibaient I'activité de I'AChE chez Anisakis simplex.

En général, les huiles essentielles sont de nos jours connues comme des neurotoxines a
effets aigus interférant avec les transmetteurs octopaminergiques des Arthropodes (Aissaoui et
al., 2018). Cependant, I'inhibition de I'AChE peut s'expliquer par différentes causes. Plusieurs
études ont montrées que la plupart des huiles essentielles comprenant des composés
monoterpenes, peuvent éventuellement se lier a des récepteurs protéiques, conduisant a une
compétition réversible inhibant I'enzyme acétylcholinestérase, par I'occupation du site

hydrophobe du centre actif de I'enzyme (Ryan & Byrne, 1988 ; Chaubey et al., 2014).

En effet, selon Czerniewicz & Chrzanowski. (2021) les huiles peuvent aussi inhiber
l'activité de l'acétylcholinestérase et de la Na+/K+-ATPase, des enzymes importantes du
systetme nerveux des insectes. Les preuves de la littérature suggerent aussi I’implication des
HEs dans la transmission cholinergique, conduisant a une altération de la conduction nerveuse
des insectes et de la coordination du systeme neuromusculaire. Cela peut entrainer une
altération du comportement des insectes, un manque de coordination motrice, voire la mort
(Maggi & Benelli, 2018 ; Badalamenti et al., 2021).

Rattan (2010) a examiné le mécanisme d'action des métabolites secondaires des plantes
rencontrées sur le corps des insectes et a enregistré plusieurs perturbations physiologiques,
telles que I'inhibition des canaux chlorure GABA- (par le thymol), la perturbation des échanges

d'ions sodium et potassium (par la pyréthrine), et I'inhibition de la respiration cellulaire (par la
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roténone), et le blocage mitotique (par lI'azadirachtine). Ces études confirment que l'activité
insecticide et la neurotoxicité des monoterpénes sont dues a plusieurs mécanismes qui affectent

de multiples cibles.

4.5.3. Effets sur le malondialdehyde MDA

Le MDA un aldéhyde dérivé, c’est le principal produit du processus de peroxydation
des acides gras polyinsatureés. Il indique le niveau de peroxydation lipidique (LPO) et constitue
donc un indicateur précoce d’une agression toxique comme 1’exposition a certains pesticides,
de ce fait il est utilisé comme biomarqueur du stress oxydatif (li¢ aux dommages oxydatifs des
lipides) (Buyukguzel et al., 2010 ; Bas & Kalender, 2016 ; Bas & Ersoy, 2020). Ces
perturbations fonctionnelles peuvent aboutir & la mort des cellules. Ainsi, la peroxydation

lipidique est une source endogéne des dommages de 'ADN (Marnett, 2002).

La présente thése montre que I’HE du T. munbyanus subsp coloratus appliqué sur les
chrysalides 0 jour d’E. kuehniella augmente rapidement le taux de MDA (1 jour apres le
traitement) par rapport aux témoins. Ceci révele que I’HE induit un stress oxydatif qui conduit
a la peroxydation des lipides. Le statut normal est restauré 3 jours apres traitement, ce qui
suggére I’activation d’un systéme de détoxication des peroxydes lipidiques. Le stress oxydatif
mis en evidence par l'augmentation du niveau de MDA pourrait étre lié a réduction de I'activité
des enzymes antioxydantes.

Nos résultats sont en conformités avec la littérature ou des effets similaires ont été
également enregistrés chez E. kuehniella traitée avec les HEs d'Allium sativum et d'Eucalyptus
globulus (Shahriari et al., 2019), I’a-pinéne, le trans-anéthole et le thymol (Shahriari et al.,
2018), la saponine de thé (TS) (Shahriari et al., 2021). Divers HEs et bio-pesticides ont induit
un accroissement du taux de I’MDA chez divers insectes tels que, Thymus vulgaris, ainsi que
le chémotype thymol chez d'A. obtectus (Lazarevic et al., 2020), Hypericum perforatum chez
Tenebrio molitor (Bas & Ersoy, 2020), HEs chez Musca domestica (Chintalchere et al., 2020),
la juglone un métabolite secondaire naturellement synthétisé dans les feuilles et les enveloppes
vertes des especes de noyer. chez Galleria mellonella L. (Pyralidae: Lepidoptera) (Altuntas et
al., 2020).
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4.6. Effets de P’HE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur les taux des

vitéllogénines et des vitellines

Le développement et la reproduction des insectes sont contr6lés par des facteurs
externes (température, nutrition, photopériode) mais aussi internes comme les hormones et les
neurohormones (Gilbert et al., 2002 ; Lafont et al., 2005 ; Gruntenko & Rauschenbach,
2009 ; Hiruma & Kaneko, 2013). Les deux principales hormones, agissant en coordination
dans ces processus physiologiques, sont les ecdystéroides et I’HJ. Chez les insectes, le corps
gras, analogue au tissu adipeux et foie des vertebrés, régit la plupart des processus métaboliques
et de synthése (Liu et al., 2009 ; Zhang & Xi, 2014) ; il intervient dans la reproduction en
participant a la vitellogénése (Denardi et al., 2012).

Ce processus, est une phase d’accroissement des ovocytes qui est contrdlé par la 20E et
I’HJ, ces hormones jouent un réle crucial dans la métamorphose et la reproduction des insectes
(Wu etal ., 2018). Les deux hormones stimulent la production des vitéllogénines dans le corps
gras mais aussi leur absorption par les ovocytes permettant la croissance rapide des follicules
vitéllogeniques (Richard et al., 1998). Parallelement a la synthese des vitéllogénines, I’HJ
contrdle également la transcription des genes des vitéllogénines et leur synthese (Hoffman &
Sorge, 1996 ; Li et al., 2004 ; Tufail et al., 2014). Les deux hormones montrent une dualité
d’action dans le contréle de la vitellogénese en I’activant ou en I’inhibant (Swevers et al., 2005
; Huang et al., 2008) mais jouent surtout un role essentiel dans le maintien de I’expression des
genes des vitéllogénines (Tufail et al., 2014).

La vitellogénese est une condition préalable a la production d'ceufs (Ovocytes) des
insectes et au développement embryonnaire apres la ponte. Par ce processus qui nécessite une
énergie considérable et qui doit s’adapter en permanence a des parametres nutritionnels
fluctuants (Jouandin et al., 2014), le précurseur de la protéine vitelline, la Vitellogénine (Vg)
synthétisée dans le corps adipeux est transporté par I'némolymphe et absorbé par les ovocytes
en cours de maturation (Wu et al ., 2018). En effet, Les vitellines jouent un rdle nutritionnel
essentiel au cours de I'embryogenése (Hagedorn & Kunkel, 1979 ; Masuda & Oliveira, 1985
; Swevers et al., 2005).

La vitellogénese, chez Ephestia kuehniella, s’effectue pendant la vie nymphale
(Zimowska et al., 1991) et une augmentation dans le contenu en vitéllogenines est notée entre
3 et 5 jours chez les séries témoins ; ce pic dans les valeurs des vitéllogénines est contemporain
avec I’augmentation des ecdystéroides signalée dans divers travaux (Zimowska et al., 1991 ;
Yezli-Touiker & Soltani-Mazouni 2011 ; Yezli-Touiker et al., 2016 ; Taffar, 2022).
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Les résultats obtenus chez E. kuehniella aprés traitement a I’huile essentielle du T.
munbyanus ont montré une réduction des taux de vitellogénines au stade nymphal et des
vitellines au stade adulte par rapport aux témoins. Nos résultats sont en conformités avec la
littérature ou il est noté que les huiles essentielles peuvent affecter le processus de reproduction
chez divers insectes via les vitéllogenines ou/et les vitellines.

En effets les résultats observés chez Podisus nigrispinus (Reis et al., 2018) et Chez de
la pyralide du mdrier (Glyphodes pyloalis) suite a I'ingestion d'HE d'A. annua ce qui a provoqué
une réduction des granules vitellines dans les ovocytes des femelles émergeant des larves
traitées (Oftadeh et al., 2020). De plus, une inhibition de la vitellogenese a également été
rapportée chez E.kuehniella traité au methoxyfenozide et a 1’azadirachtine respectivement
(Soltani-Mazouni et al., 2012 ; Taffar, 2022) ; chez D. melanogaster traité a I’azadirachtine
(Boulehbal et al., 2015 ; Ferrdenache et al., 2019) ; chez D.melanogaster traité a 1’Oberon
(Kissoum et al., 2020).

La reproduction des insectes est fortement affectée par la disponibilité des substances
énergétiques (Wu et al., 2020). De ce fait, le métabolisme énergétique est donc crucial pour la
maturation des ovocytes. Cette énergie provient de divers substrats, notamment des glucides,
des acides aminés et des lipides (Sutton-McDowall et al., 2010). Les teneurs en glucides
ovariens montrent une réduction chez les individus traités. Cette diminution pourrait s'expliquer
par la diminution du métabolisme de base des ovocytes qui implique une diminution de
I'accumulation des vitellines indispensable a la croissance et a la maturation des ovocytes
donnant ainsi des altérations morphologiques des ovocytes (Kissoum et al., 2020).

Ainsi, la réduction pourrait étre attribuée a une activité métabolique accrue en raison de
la consommation de la graisse corporelle dans les processus de détoxification conduisant a
I'inhibition ou a la réduction de la synthese de la vitellogénine, le processus qui est sous le
contréle de I’HJ (Davey, 2007 ; Reis et al., 2018 ; Oftadeh et al., 2020).

Vraisemblablement, il semblerait que ’HE puisse agir secondairement comme un
perturbateur endocrinien affectant la vitellogénese et donc la reproduction via les
neurohormones et hormones (effet neurotoxique déja mit en avant auparavant dans nos
résultats) qui jouent un role essentiel dans ces processus altérant ainsi 1’ovogenése et la
croissance ovocytaire (Gade & Hoffman 2005 ; Swevers et al., 2005 ; De loof et al., 2014 ;
Belles & Piulachs, 2015).
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4.7. Effets de PHE du Thymus munbyanus subsp coloratus sur le potentiel

reproducteur et la descendance

Le potentiel reproducteur des insectes reste le facteur le plus important de leur
indéniable pullulation. L’étude de la reproduction est donc capitale dans toute approche
raisonnée pour diminuer sensiblement les dégats causés par les insectes (Farsi et al., 2020). Le
succes reproducteur d'un individu représente sa capacité a produire une descendance viable et
capable de se reproduire a son tour (Barnes et al., 2008). La fécondité des femelles, estimee
par le nombre d'ceufs pondus, est un indicateur de la condition physique largement utilisé
(Swevers et al., 2005). En effet, la ponte joue un réle trés important dans la vie de la femelle et
chaque facteur qui affecte la ponte peut affecter la fécondité (Farsi et al., 2020). Par conséquent,
l'inhibition de I’oviposition (la ponte) a 'aide d'huiles essentielles représente un critére pertinent
pour controler les infestations de ravageurs et gérer les produits stockés (Singh & Pandey,
2018).

Chez E. kuehniella, les étapes de la vitellogénese s’effectuent pendant la vie nymphale
I’accouplement et la fécondation ont lieu pendant les 12 premiéres heures aprés 1’exuviation
adulte (période de préoviposition) et la période d’oviposition dure 3 a 4 jours (Taibi, 2007 ;
Khebbeb et al., 2008 ; Soltani-Mazouni et al., 2011 ; Yezli, 2014 ; Taffar, 2022).

Nos résultats montrent une diminution dans les périodes pré ovipositoires et
ovipositoires ainsi que la fertilité et la viabilité chez les 2 générations succédant le traitement a
I’HE du T. munbyanus subsp coloratus et on notera également une réduction dans le nombre de
descendants (ceufs, larves, pupes et d’adultes) G1 provenant de parents ayant survécu au
traitement des chrysalides de la GO. La réduction de la fertilité observée chez E. kuehniella
confirme un effet des agonistes des ecdystéroides sur le processus de vitellogenese via la
production d'hormone de mue.

En accord avec nos résultats des travaux similaires sur E. kuehniella, en effet Divers
huiles essentielles (Satureja thymbra, Origanum onites, Myrtus communis, Origanum
majorana, Laurus nobilis, Citrus limon, Chenopodium botrys et Tanecetum armenum) ont
provoquées une diminution du pourcentage de développement d'adultes (progéniture F1) issue
a partir d'ceufs traités d’E. kuehniella (Karaborklu et al., 2011). A cet égard, L’HE
d’Artemessia herba alba appliquée sur les chrysalides d’E. kuehniella, a perturbé la

reproduction des adultes, en prolongeant la période de pré oviposition et en réduisant la période
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de dépot des ceufs puisque les femelles fécondées, ce qui réduit le nombre d'ceufs déposes
(Delimi et al., 2013). Ulukanli et al. (2014) ont soulignés que les huiles essentielles extraites
du cortex de Pinus pinea et Pinus brutia présentaient une activité ovicide sur les ceufs d'E.

kuehniella.

D’autre part, Sabbour & Abd EI-Aziz, (2019) ont notamment enregistrés une inhibition
de la ponte, une réduction dans le nombre d'ceufs pondus et en supprimant presque les
pourcentages d'émergence de la descendance (F1) chez E. kuehniella et E. cautella. Une
combinaison entre quatre HEs (anis, eucalyptus, ail et romarin) et de l'agent microbien
Metarhizium anisopliae contre E. cutella et E. kuehniella a provoqué une inhibition de la ponte
ainsi qu’une réduction des ceufs déposés et les adultes émergés de la F1 (Sabbour & Abd El-
Aziz, 2018).

Les HEs de Mentha communis et Mentha rotundifolia utilisés par fumigation sur
E.kuehniella ont significativement réduit la longévité, la fécondité, la fertilité, le taux d'éclosion
ainsi que le pourcentage de dissuasion de ponte et le taux de copulation (Aouadi et al., 2020).
Tung et al. (2000) ou les HEs du cumin et de I'anis ont induit une mortalité de 100 % des ceufs
d'E. kuehniella. De méme, Bachrouch et al. (2010) ont cité que Pistacia lentiscus (HE) était
toxique contre E. kuehniella et réduisait la longévité, la fécondité, le taux d'éclosion et le taux
de copulation des adultes.

Par ailleurs, Dans une étude de Lazarevic et al. (2020) , il a été démontré que I'HE du
thym (Thymus vulgaris L) a exercé une influence significative sur l'indice de dissuasion de
ponte affectant ainsi la survie des adultes de la descendance F1 d'A. obtectus. Le thymol un
isomére du carvacrol, est capable d'inhiber la reproduction des adultes de H. armigera sous
différents modes d'application (orale et topiques). En effet, il provoque la réduction du nombre
d'ceufs pondus (la fécondité), la viabilité des ceufs et les périodes préovipositoire et ovipositoire
(Bovornnanthadej et al., 2013). 1l a également été demontré que le thymol inhibe 1’oviposition
de certains insectes (Rice & Manteau, 1994 ; Dimetry et al., 2003 ; Singh et al., 2010).

Les résultats d’Ismahane et al. (2021) montre que les huiles essentielles d'A. herba-
alba et A. compestris ont des effets ovicides (réduction du taux d'éclosion (%) des ceufs) et
adulticides contre E. ceratoniae. Au surplus, Les HEs de T. mongolicus, C. verum et O. vulgare
ont réduit la production et le taux d'éclosion des ceufs, entrainant une moindre efficacité de

reproduction encore plus faible chez les tiques Haemaphysalis longicornis, ces résultats
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indiquent que les HE peuvent inhiber la ponte des tiques H. longicornis (Qiao et al., 2021).
L'HE de chanvre réduit considérablement le taux d'éclosion des ceufs de Hyalomma dromedarii
(Tabari et al., 2020).

De plus, la sécrétion de phéromones, le taux de ré accouplement et de fécondation et le
nombre d'ceufs produits ont tous été significativement diminués aprés un traitement par
trisulfure de diallyle, un métabolite actif dans I’HE de 1’ail (DAT) chez S. cerealella. (Chang
et al., 2020). D’autant plus, Benelli et al. (2018) ont démobtré que I’HE de Ridolfia segetum a
considérablement réduit la longévite, la fécondité, la fertilité et la natalité des adultes survivants
(la descendance) de M. domestica. D’autre part, I’huile essentielle de Rosmarinus Officinalis
s’avére capable de réduire significativement la fécondité des femelles, le temps de génération
et la longévité des adultes sur ’acarien ravageur Tetranychus Urticae koch (Aissaoui et al.,
2018). Kastamonuluoglu et al. (2020) ont démontré que le terbinafine réduit la fécondité, la

viabilté des ceufs de G. mellonella.

La fécondation et la fertilité sont directement liés a I’ovogéneése et la vitellogenése et
sont des processus soumis au méme contréle endocrine et peuvent donc étre affectés de laméme
maniére. En effet, L’ovogénese, la vitellogénése, la maturation des ceufs et 1’oviposition sont
contrdlés par les ecdystéroides et I’HJ (Swevers et al., 2005 ; Jagadeeshan et al., 2015).
L’inhibition de I’oviposition est due & I’absence de sécrétion de facteurs stimulants de
I’oviposition, qui sont normalement présents dans hémolymphe des femelles fécondées non
traitées, chez S. exempta, S. exigua et L. decemlineata (Dhadialla et al., 1998). De plus, le RH-
5849 interfére avec 1’ovulation et I’oviposition, puisque les ecdystéroides stimulent les cellules
neurosecrétrices pour la synthese de 1’hormone myotropique d’ovulation (Smagghe &
Degheele, 1994).

L’HE du T. munbyanus pourrait avoir entrainé une perturbation de I’ovogenése et de la
vitellogenése mais aussi des diverses étapes de la reproduction et du développement durant les
deux stades nymphal et adulte. Par conséquent, la réduction dans le contenu des vitellogénines
dans le corps gras et des vitellines dans les ovaires et la réduction de la durée du stade de
développement (nymphal) et de la longévité mais aussi la baisse du nombre d’individus dans la
descendance chez E. kuehniella, peuvent étre expliquées par I’interférence de I’HE avec les
principales hormones de la reproduction (hormone juvénile et ecdystéroides), vue ’activité
neurotoxique de I’HE enregistrée, ou encore avec d’autre neuropeptides qui sont impliqués dans

le contr6le endocrine de ce processus.
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Ceci est correlé avec la réduction des réserves énergétiques, qui ont été considerées
comme des biomarqueurs prédictifs d’effets sur la dynamique et la structure des populations
(Le Gal etal., 1997 ; Scott- Fordsmand et al., 2000). De plus, de nombreux auteurs ont montré
une corrélation positive entre les réserves énergétiques et le succes reproducteur des organismes
(De Coen & Janssen, 2003 ; Hamida, 2021).

4.8. Effets de ’infestation sur la qualité de la farine

La granulométrie d'une farine permet de caractériser la distribution en taille et en
nombre des particules qui la composent ; le comportement des farines lors de leur
transformation, notamment le taux d'hydratation ainsi que les conditions de stockage en
dépendent (Feillet, 2000 ; Papanikolaou et al., 2021). La norme algérienne (1991), fixe un
taux de refus sur un tamis de maille 200 microns pour la farine commune, inférieur a 10% et
pour la farine supérieure un taux de refus inférieur a 5% ; et pour le taux d'affleurement (95 %)
(NA 1828-1991).

D'apreés les résultats obtenus, on constate que le taux d'extraction de la farine témoin est
de 95,52%, ce qui est donc conforme a la norme algérienne (>95%). Le taux d'affleurement
diminuait, avec le temps plus la farine restait exposée aux ravageurs plus son taux
d'affleurement diminuait. On pourrait expliquer que les lots infestés par les couples
E.kuehniella qui au cours de leur cycle de vie passent par plusieurs stades au cours desquels le
ravageur est enveloppé par un minuscule fil de soie, qui servira de cocon au stade nymphal
avant de devenir adulte (papillon) (Kurtulus et al., 2020). Ces fils de soie mélangés a la farine
créent des grumeaux consistants conduisant a la longue a la dégradation de I'aspect physique,
en plus de la respiration et des diverses excrétions et déchets produits par le ravageur (Hansen

& Jensen, 2002) et donc nous aurons un taux de rejet beaucoup plus élevé dans le tamis.

La connaissance de la teneur en proteines renseigne bien sur la capacité technologique
de la farine car elle exerce une influence considérable sur les propriétés viscoélastiques de la
pate et sur la qualité du pain (Feillet, 2000). C'est aussi un parametre important sur le plan
nutritionnel, notamment parce que les céréales entrent pour une part importante dans la ration
alimentaire de la population, il varie selon la variété, les conditions de culture et le stade de

maturité des grains (Selselet, 1991 ; Papanikolaou et al., 2021). La teneur en protéines selon
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les normes algériennes est supérieure a 9 % (NA 1158-1990, 1SO1871). Cependant, de
nombreux auteurs préconisent des teneurs en protéines supérieures ou égales a 13% MS
(Sissons, 2008 ; Sharma et al., 2020).

La forte diminution de la teneur en protéines dans la farine infestée pourrait s'expliquer
d'un point de vue nutritionnel (Skourti et al., 2020). Il est bien connu que les glucides et les
protéines solubles sont efficacement utilisés par les insectes et que de nombreuses especes tirent
I'essentiel de leur alimentation de ces nutriments (Ishaaya et al., 1986 ; Sissons, 2008 ; Skourti
et al., 2020). les protéines restent une source riche et abondante d'énergie disponible pour E.

kuehniella (Papanikolaou et al., 2021).

Il existe 2 types de protéines : les protéines métaboliques (protéines de structure) :
Albumines et Globulines et les protéines de réserve (prolamines) qui sont les Gliadines et les
Gluténines. Les protéines, bien qu'en quantités moindres, jouent également un réle vital dans la
construction du gluten (Shewry et al., 1986 ; Eliasson & Larsson, 2018). Le gluten est la
forme de stockage des protéines de réserve dans le blé, il se forme a la suite de I'hydratation de
la farine en se combinant avec d'autres composes présents tels que les lipides, les pentosanes et
les minéraux pour former une masse viscoélastique (Feillet, 2000).

Les farines usuelles ont des teneurs en gluten de I'ordre de 27% a 37% indiquées par la
norme algérienne (NA 1SO 21415-1 (NA 15212)- 2012). Les farines de blé tres fort peuvent
avoir des teneurs jusqu'a 45% alors que moins de 25% indiquent une farine faible (Feillet,
2000). La forte diminution de la teneur en gluten dans les farines infestées résulte en effet de la
diminution du taux de protéines, puisque les protéines forment le gluten. L'indice de Zéleny
donne une indication globale de la quantité et de la qualité du gluten, il est admis qu'il est lié a
la force boulangére (22 a 30 ml / NA 1SO 5529 (NA 1184) 2008). La diminution de I'indice de
Zeleny est liée a la diminution du gluten c'est une relation proportionnelle (corrélative).

La détermination de I'numidité est importante puisqu'elle conditionne d'une part la
précision des différents résultats analytiques liés a la matiére séche et d'autre part celle de la
mise en ceuvre de tests technologiques comme le test de panification (Calvel, 1984 ;
Papanikolaou et al., 2021). La teneur en eau de la farine est un parameétre important qui doit
étre inférieur ou égal a 15,5% (NA 11 —-32 -1991) pour que la farine puisse étre conservee
correctement et dans le temps. Le processus de respiration d'Ephestia kuehniella provoque une

augmentation de I'humidité de la farine (Hansen & Jensen, 2002) ; en plus de cela, il peut y
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avoir une relation avec la diminution de la teneur en gluten qui a un pouvoir fixateur d'eau,
rendant la farine humide. La présence des couples Ephestia kuehniella dans la farine est corrélée
a I’augmentation de I’humidité.

La capacité d'hydratation est directement liée a la qualité de la farine. Elle correspond a
la quantité d'eau a ajouter a la farine pour obtenir la consistance d’une pate. Cette capacité doit
normalement étre comprise entre 62 et 65 % et peut monter jusqu'a 69 % (Papanikolaou et al.,
2021). Selon (Feillet, 2000) les protéines ont la capacité d'absorber de I'eau 1,5 a 2 fois leur
masse. Une capacité d'absorption élevée se traduit par un remarquable effet de rétention d'eau
par les composés biochimiques responsables de I'élasticité et de la résistance du gluten (Skourti
et al., 2020). Les farines analysées montrent une baisse de 1’absorption comprise entre 69,7 et
72,2 (NA 6458-2007). Cette diminution de I'absorption d'eau est liée a l'augmentation de

I'numidité et a la disparition du gluten qui fixe l'eau.

La teneur en cendres est considérée comme un bon indicateur de la pureté des produits
meuniers de la semoule et de la farine. Elle est directement liée au taux d'extraction et renseigne
sur la minéralisation des grains broyés (Cubadda et al., 2009). Des niveaux de cendres
inférieurs a 0,80 a 0,90 % indiquent que les échantillons sont assez purs (NA 733) (Troccoli et
al., 2000 ; Nuttall et al., 2017). L'augmentation du taux de cendres est due aux larves d'E.
kuehniella qui peuvent produire des quantités considérables de fils de soie qui provoquent de
la condensation, les fils de soie peuvent créer des conditions d’humidité propices a la croissance
de moisissures toxigenes (Cubadda et al., 2009). En plus de la contamination de la farine par
les excréments de ce papillon. Outre les dégats directs, les larves provoquent des dégradations
quantitatives indirectes sur les produits stockés infestés du fait de leurs déjections et toiles
(Abeledo et al., 2008).

L'étude a été réalisée sur des farines non infestées ainsi que sur des farines infestées par
Ephestia kuehniella a travers des analyses physico-chimiques. Les résultats tirés des différentes
analyses effectuées ont montré une forte dégradation de la qualité de la farine. L’impact de ces
ravageurs est désastreux sur la qualité, en effet il a rendu ces valeurs nutritionnelles hors normes

donc la farine est devenue inconsommable et inutilisable.




CONCLUSION
ET

PERSPECTIVES



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude a évalué I’effet de 1’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp. coloratus,
sur la biochimie, le développement et la reproduction dun Lépidoptére ravageur des denrées
stockées : Ephestia kuehniella ainsi que I’'impact de I’infestation de ces ravageur sur la qualité

de la farine.

L’HE de la plante appartenant a la famille des Lamiaceae présente un rendement de 2,56
+ 0,34 de la matiére seche de la partie aérienne de T. munbyanus subsp coloratus. L’analyse
chimique par CPG-SM de I’HE extraites de T. munbyanus subsp coloratus a révélé la présence
de 54 composants dont 1’abondance des composés monoterpéniques dominés par la présence
de Carvacrol (39,11%).

Nous avons évalué la toxicité de I’HE du Thymus munbyanus subsp. coloratus administré
par application topique a des chrysalides nouvellement exuviées d’un ravageur des denrées
stockées : Ephestia kuehniella afin de tester I’efficacité de cette I’HE. La mortalité a été relevée
aI’émergence de I’adulte. Les doses d’inhibition de I’exuviation des adultes sublétales et 1étales
(Dlzs, Dlsg), déterminées a partir de la régression non linéaire et sont de 1’ordre de 15,38 pl/mL
et 25,22 pl/mL respectivement. L’huile essentielle du T. munbyanus subsp. Coloratus par ces
deux doses d’inhibition ont affecté la croissance du ravageur en causant une diminution de la
durée du développement nymphal, une diminution du poids des chrysalides durant la
métamorphose et une réduction de la durée de survie des adultes.

Ensuite I’huile essentielle du T. munbyanus subsp. coloratus a été évalué sur les
biomarqueurs d’E. kuehniella et la comparaison entre les séries témoins et traités montre une
augmentation de [D’activité spécifique des Glutathion S-Transférases (GSTs) chez les
chrysalides d’E. kuehniella tout au long du stade nymphal pour la Dl2s et la Dlso. L’activité
spécifique des GSTs se poursuit chez les adultes d’E. kuehniella aprés leur émergence. En effet,
I’HE du T. munbyanus subsp coloratus agit avec un effet dose réponse et entraine une induction
du processus de detoxification dés le premier jour du stade nymphal aprés traitement et se
poursuit jusqu’au stade adulte. De plus, La comparaison entre les séries témoins et traités

montre que I’HE induit une diminution de I’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase
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(AChE) chez les chrysalides et les adultes d’E. kuehniella tout au long du stade nymphal et
adulte, on supposera donc une activité neurotoxique de I’HE.

Les taux du Malondialdéhyde (MDA), ont été déterminés au cours du stade nymphal et
au stade adulte. La comparaison entre les séries témoins et traités montre que I’HE du T.
munbyanus induit une augmentation des taux du MDA chez les chrysalides tout au long du
développement nymphal ainsi que chez les adultes d’E. kuehniella. En outre, les conséquences
de I’exposition a certains pesticides se manifestent en premier lieu par une peroxydation des
lipides membranaires avec le malondialdéhyde (MDA) comme produit final, le MDA constitue
un indicateur précoce d’une agression toxique et, par conséquent la peroxydation lipidique est

une source endogene des dommages de I'ADN.

Le traitement a affecté le taux des metabolites dans le corps, en effet, une diminution a
été notée sur les taux des protéines, la teneur en glucides et la teneur en lipides testés au cours
des stades nymphal et adulte. Par conséquent une augmentation du taux d’épuisement des
réserves énergétiques (NDI) chez les séries traitées par rapport aux deux stades nymphal et
adulte est soulignée. Ceci peut étre expliqué par une demande et une consommation accrue des
métabolites suite au stress oxydative causé par ’HE afin de permettre la continuité¢ des

différents processus physiologiques tout en assurant la détoxification du produit.

Puis, on a examiné les taux des vitéllogénines dans le corps gras au cours de la
métamorphose (0, 1, 3, 5 et 7 jours) et des vitellines dans les ovaires ont été testés. L’HE
entrainé une diminution du taux des vitellogenines, ainsi qu’une diminution des vitellines de la
génération GO et G1. Cette réduction peut avoir des causes différentes soit une diminution de
leur synthese et/ou de leur libération dans I'némolymphe par le corps gras, soit une perturbation
de leur incorporation dans I'ovocyte, en d’autre terme, cette diminution peut étre due a un effet
perturbateur hormonal de 1’huile ou de un ou plusieurs de ces composants interagissant en

perturbant ou bloquant la vitellogénése.

Le traitement affecte également le potentiel reproducteur de I’insecte en diminuant les
périodes de préoviposition et oviposition, la fécondité des femelles ainsi que la viabilité des
ceufs, sur les deux générations GO et G1. L’HE a également affecté la descendance de la G1 en
diminuant le nombre d’ceufs pondus, le nombre de larves (L5), le nombre de chrysalides et

d’adultes chez les traités au deux doses DIos et Dlso par rapport aux témoins.
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Tous ces résultats pourraient étre expliqués par le fait que I’HE pourrait avoir une activité

perturbatrice de la croissance avec des effets antagonistes sur les différentes hormones qui

régulent et modulent les processus physiologiques révélant ainsi I’action différé de I’HE sur le

développement, la reproduction et la biochimie de ces Iépidoptéres. D’autre part, L’infestation

de la farine par des couples d’Ephestia kuehniella a causé la dégradation de la qualité de cette

derniére.

A 1’ avenir, il serait intéressant d'envisager des expériences complémentaires pour

obtenir des informations plus précises sur I'impact du traitement chez Ephestia kuehniella :

Etudier le comportement sexuel des adultes

Une analyse des hydrocarbures cuticulaires

Un dosage de I’ADN et ’ARNm ainsi que le PCR afin d’identifier un possible dommage
sur I’ADN

Identifier, isoler et évaluer les effets du chémotype actifs ou une combinaison de
plusieurs chémotypes présents dans 1’huile essentielle et déterminer leur activité ainsi
que leur mode d’action.

Evaluation et suivi du profil des hormones de mue et des ecdystéroides (en corrélation
avec la croissance des ovocytes) suite au traitement a I’HE.

Un test de répulsion avec I’HE et le ravageur et la farine.

Evaluation de I’'impact des variations saisonnieres sur le rendement, la composition

chimique et I’efficacité de ces huiles essentielles.
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RESUME

L’huile essentielle du Thymus munbyanus subsp. coloratus a été utilisée in vivo par

application topique sur des chrysalides nouvellement exuviées d’E. kuehniella. Dans un premier
temps, ’HE a ¢été évaluée sur D'inhibition de 1’émergence des adultes, la durée du
développement nymphale, la croissance pondérale et la longévité des adultes. L’HE du T.
munbyanus a été testée, ensuite, en traitement simple sur I’activité spécifique des Glutathion S-
Transférases (GSTs), I’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE), les taux du
Malondialdéhyde (MDA), le taux des métabolites dans le corps (protéines, glucides et lipides),
les taux d’épuisement des réserves énergétiques (NDI). Les taux des vitellogenines dans le
corps gras et des vitellines dans les ovaires, le potentiel reproducteur (périodes de
préoviposition et oviposition, la fécondité et la viabilité des ceufs), et enfin sur la descendance
de la G1.
L’huile essentielle extraite par hydrodistillation du Thymus munbyanus subsp. Coloratus a été
analysée par chromatographie en phase gazeuse couplés a la spectrométrie de masse. Le
criblage par la GC/MS a permis d’identifier 54 constituants avec le cavacrol (39,11 %) comme
composé dominant, suivi du paracymene (15,47 %) puis de la thymoquinone (10,59 %), d'autres
composés comme le a-pinéne (3,92 %), le linalol (2,37 %) et Le D-limonéne (2,34 %) ont été
identifiés comme composants mineurs.

L’HE entraine une inhibition de I’émergence adulte avec une relation dose-réponse. Les
doses d’inhibition (DI) DIs et Dlsp déterminées, grace a une régression non linéaire, sont de
I’ordre de 15,38 pl/mL et 25,22 pl/mL respectivement. T. munbyanus perturbe le
développement d’E. kuehniella en entrainant une diminution de la durée du développement
nymphale, une diminution du poids des chrysalides au cours du temps durant la métamorphose
ainsi qu’une réduction de la durée de survie des adultes. Le traitement, appliqué le jour de
I’exuviation nymphale, entraine une augmentation de I’activité spécifique des Glutathion S-
Transférases (GSTs) et une diminution de Dlactivité spécifique de [’acétylcholinestérase
(AChE) ainsi qu’une augmentation des taux du Malondialdéhyde (MDA). L’HE induit
également une augmentation du taux d’épuisement des réserves énergétiques (NDI) et perturbe
le taux des vitellogénines et des vitellines en les diminuant. Le traitement affecte également le
potentiel reproducteur de I’insecte en diminuant les périodes de préoviposition et oviposition,
la fécondité des femelles ainsi que la viabilité des ceufs, sur les deux générations GO et G1.

L’HE a également affecté la descendance de la G1 en diminuant le nombre d’ceufs pondus, le
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nombre de larves (L5), le nombre de chrysalides et d’adultes chez les traités au deux doses DIzs
et Dlso par rapport aux témoins.

Tous ces résultats montrent que I’HE peut étre utilisé comme bio pesticide car elle
présente des activités neurotoxiques, reprotoxiques, ovicides et insecticides en général qui

peuvent étre trans générationnels.

Mot clés : Ephestia kuehniella, Huile essentielle, Thymus munbyanus subsp. coloratus,

Biochimie, Développement, Reproduction.
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ABSTRACT

The essential oil of Thymus munbyanus subsp. coloratus has been used in vivo by topical
application to newly exuviated pupae of E. kuehniella. First, the essential oil was evaluated on
the inhibition of adult emergence, duration of pupal development,weight growth and survival
time of adults. The EO of T. munbyanus was then tested in simple treatment on the specific
activity of Glutathione S-Transferases (GSTs), the specific activity of acetylcholinesterase
(AChE), levels of Malondialdehyde (MDA), the rate of metabolites in the body (proteins,
carbohydrates and lipids), the rates of depletion of energy reserves (NDI), the levels of
vitellogenins in the fatty body and of vitellins in the ovaries, reproductive parameters (periods
of preoviposition and oviposition, fecundity and viability of eggs), and finally on the offspring
of the first generation.

EO induces inhibition of adult emergence with a dose-response relationship. The 1D2s and
IDso inhibition doses (ID) determined by non-linear regression are 15.38 pl / mL and 25.22 pl
/ mL respectively. T. munbyanus disrupts the development of E. kuehniella by causing a
decrease in the duration of pupal development, a decrease in the weight of the pupae over time
during metamorphosis as well as a reduction in the survival time of adults. The treatment,
applied on the day of pupal exuviation, leads to an increase in the specific activity of
Glutathione S-Transferases (GSTs) and a decrease in the specific activity of
acetylcholinesterase (AChE) as well as an increase in levels. Malondialdehyde (MDA).

The essential oil also induces an increase in the rate of depletion of energy reserves (NDI),
and disrupts the level of vitellogenins and vitellins by reducing them. The treatment also affects
the insect's reproductive parameters by reducing the periods of preoviposition and oviposition,
the fecundity of females as well as the viability of the eggs, in the two generations GO and GL1.
EO also affected the G1 offspring by decreasing the number of eggs laid, the number of larvae
(L5), the number of pupae and adults in the two-dose ID2s and IDso treated compared to controls.

All these results show that HE can be used against E. kuehniella as a biopesticide because
it has neurotoxic, reprotoxic, ovicidal and insecticidal activities in general which can be
transgenerational.

Keywords: Ephestia kuehniella, Essential oil, Thymus munbyanus subsp. coloratus,

Biochemistry, Developpement, Reproduction.
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Abstract: This research aimed to assess the chemical composition of the essential oil (EO) of Thymus
munbyanus subsp. coloratus cultivated in Annaba (Northeast Algeria) and to evaluate its potential insecticidal
activity against newly molted pupae of Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). The yields of EO
calculated from the dry matter of the aerial part of the plant were estimated at 2.56 % (w / w). Its chemical
composition has been analyzed using gas chromatography/mass spectroscopy (GC / MS). 54 Compounds
were identified and the main components were carvacrol (39.11 %), para- cymene (15.47 %), and thymoquinone
(10.59 %). In preliminary bioassays, various doses (5, 15, 25, 40, and 100 ul / mL) of the 7 munbyanus EO
were tested on newly molted pupae and the inhibition doses (ID) of adult emergence were determined. In a
follow-up experiment, EO of T. munbyanus applied at its 1D, (15.38 ul / mL) and 1D, (25.22 pul / mL) was
evaluated on acetylcholinesterase (AChE) and glutathion S-transferases (GSTs) activities. Biomarkers
measurements in the treated pupae and adults (ID,; and ID, ) revealed an inhibition in AChE activity and
activation of the detoxification system as evidenced by induction in GSTs activities. Lastly, our results proved
the potential use of this material as an alternative to synthetic insecticides for controlling stored product pests.
Keywords: Biomarkers, Ephestia kuehniella, Essential oil, GC / MS, Thymus munbyanus.

Introduction

The threatening expansion of humanity led to a
strengthening in the importance of food
manufacture that is long-lasting and harmless '.
Insect pests can harmfully affect agricultural
production crops or post-harvest and cause
nutritional quality alteration of grains leading to
tremendous economic casualties 2. Chemical
handle approaches are generally employed to
manage pest infestation in stockpile product
facilities and it relies principally on the usage of
chemically synthesized pesticides **. However,

they caused environmental pollution and several
side effects, such as contamination of drinking
water, residues on food, acute or chronic negative
effects on mammals and non-target organisms, and
development of pest resistance °. Economic, social
and environmental concerns have prompted an
effort to discover and development of natural
pesticides called botanical insecticides 6. They are
currently recognized as biodegradable, selective,
ecologically friendly, and are widely supported
in organic agriculture systems ’. The high
interactions between plants and insects led plants
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to develop defense mechanisms against pests,
therefore these are excellent sources of new
insecticidal substances 8. Plant secondary meta-
bolites contain a broad range of phenols alkaloids
and terpenoids showing significant toxicity
toward insect pests >,

The Thymus sp. (Thyme) are small permanent
therapeutic botanical herbs native to the
Mediterranean region. They belong to the
Lamiaceae family, which is one of the largest
families among flowering plants, practically, with
almost a range of 220 genera and 4000 species in
the world '"'>!3, Among them, the species Thymus
munbyanus shows different biological activities
like anti-microbial, anti-bacterial, and anti-
proliferative activity on human cells * and also
antioxidant activity '°. T munbyanus essential oil
presents various families of compounds such as
monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes,
oxygenated derivatives also aromatic
hydrocarbons, aldehydes, and ketones. The
chemical composition and the compounds
identified vary from a subspecies to another,
indeed the major compounds of subsp. abylaeus
are a-terpinyl acetate, o-terpineol, and borneol,
for subsp. ciliatus carvacrol, y-terpinene, and p-
cymene are predominants, however, camphor,
myrcene, and 1,8-cineole are the main for the
subsp. Coloratus '°.

One of the major pests in industrial flour mills
in temperate climates is the Mediterranean flour
moth, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera :
Pyralidae). This species is distributed worldwide
and considered as a serious pest of stored grain
products as well as flour and other milled products
17 This research aimed to assess the topical
toxicity of 7. munbyanus essential oil from Algeria
as well as to determinate chemical composition
of essential oil (EO). To give additional
information on its mode of action, the activities
of detoxifying enzyme (GSTs) and the biomarker
of neurotoxicity (AChE) were measured.

Materials and methods

Plant collection

The plant material consists of aerial parts samples
subspecies of Algerian 7. munbyanus subsp.
coloratus (Boiss & Reut) Greuter & Burdet. The

harvest was carried out in June 2020 when the
plant was fluorescent (the flowering stage), with
an amount of 8.7 kg in the municipality of
Chetaibi (Northeast Algeria, Annaba;
36°56°47.4"N 7°23°43.9"E), then dried at room
temperature (27 & 2°C) for 15 days, to obtain 2.7
kg of the shade-dried plant. Dr. Hamel Tarek based
on Algerian flora '* identified the plant and the
voucher specimen (N°145394) was deposited in
the herbarium of the Department of Botany
(Faculty of Science, University of Badji Mokhtar
Annaba, Algeria).

Isolation of essential oil
The Isolation was done by hydrodistillation and
it consists of immersing the cut aerial part of 7.
Munbyanus (100 g) directly in a 4-liter flask filled
with distilled water (1 L) using a Clevenger type
apparatus '°. The whole is then brought to a boil
for 3 hours, then the oil is separated from the
aqueous phase in the presence of anhydrous
sodium ? sulfate to remove all traces of water and
the essential oil was stored in a little opaque bottle
at 4°C in the dark. The hydrodistillation was
performed six times. The yield is calculated
following the AFNOR, % formula:

oil % (w / w) = weight of essential oil (g) /
weight of plant material (g) x 100.

Insect rearing

Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) is a major pest of stored food all over
the world. In Algeria, it is particularly abundant
in grains stores and wheat flour 2. The insect was
reared in the laboratory at a temperature of 27°C
and a humidity of 80 % in almost continuous
darkness as previously described .

Gas chromatography-mass spectrometry
analysis of essential oil

Gas chromatography-mass spectrometry (GC /
MS) analysis was performed with an HP (Hewlett
Packard) Agilent 6890 plus equipped with a HP-
SMS column (a length of 30 m x internal diameter
of 0.25 mm, and 0.25 pm film thickness). The
column oven temperature was set at 60°C for 8
min, and then increased to 250°C at the rate of
2°C /min. The injector and detector temperatures
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were kept respectively at 250 and 270°C. The
carrier gas was helium, the flow through the
column was 0.5 mL/min and the split ratio was
set to 50:1 with injection of 0.2 ul of oil sample.
The mass spectrometry (MS) analysis was
performed with a HP spectrometer (Hewlett
Packard Agilent 5973) that operated at 70 eV.

Constituent’s identification was based on a
comparison of retention times with those of
corresponding reference standards using the NIST
02 and by comparison of the retention index to n-
alkanes of the components with published data
2. Quantification was done by an external
standard method using calibration curves
generated by running GC analysis of
representative compounds.

Toxicity assays

For the bioassay 7. munbyanus (Boiss & Reut)
EO was dissolved in acetone, the toxicity tests
were replicated three times for the different doses
each experiment used 30 individuals, five doses
were considered 5, 15, 25, 40, and 100 ul / mL.
The treatment was administered in vivo to newly
molted unsexed pupae of Ephestia kuehniella, by
topical application throughout the ventral side of
the pupa’s abdomen). Pupae in the control groups
were treated with solvent acetone (2 il /pupa). A
correction of the inhibition percentages of adult
emergence was done according to Abbott, 2. A
nonlinear regression had determined the inhibition
doses (ID) ID,, and ID, (doses causing inhibition
of adult emergence in 25 % and 50 % of the treated
insects, respectively) together with their corres-
ponding 95% fiducial limits (95 % FL).

Biomarkers activities

The assay of Glutathione-S-Transferases (GSTs)
was carried out according to Habig et al. » as
previously described 2° using 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) as an artificial substrate.
Control and treated individuals of Ephestia
kuehniella (headless body) were collected at
different ages (pupae at 1, 2, 3, 5, and 7 days while
adults at 1, 2, and 3 days) and homogenized
individually in 1 mL of phosphate buffer (0.1 M,
pH 6). After centrifugation (14 000 / min for 30
min), an aliquot of 200 pL of the supernatant is

added with 1.2 mL of a mixture of CDNB (1 mM)
/ GSH (5 mM) substrate in phosphate buffer (0.1
M, pH 6). The absorbance readings are taken
every minute for 5 min at a wavelength of 340
nm.

Acetylcholinesterase (AChE) activity was
assessed in accordance with the method of Ellman
et al. ** as recently described ?° using acetylthio-
choline as a substrate. The heads of pupae (1, 2,
3,5, and 7 days) and adults (1, 2, and 3 days) of
Ephestia kuehniella from the control and treated
series are homogenized in 1 mL of detergent
solution (1 mM EGTA/ 1 % triton X/ 1M NaCl/
0.01M Tris, pH 7). After centrifugation (5,000
revolutions/min for 5 min), the activity of AChE
is measured on an aliquot of 100 UL of supernatant
to which is added 100 pL of 5-5 “dithiobisnitro-
benzene (DTNB) acid and 1 mL of Tris buffer
(0.1 M, pH 7). After 5 min of reaction, 100 UL of
substrate (acetylthiocholine) are added. Optical
density was measured at a wavelength of 412 nm
every 4 minutes for 20 min. The specific activity
of GSTs and AChE are expressed in iM / min/mg
of protein.

Data analysis

Statistical analyses were performed using Prism
version 7 for Windows (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA, www Graphpad.com), and p <
0.05 was considered to be a statistically significant
difference. Data have been expressed by the mean
+ standard deviation (mean = SD). All data were
verified by the Brown-Forsythe test and analyzed
by one-way ANOVA and two-way analysis of
variance (ANOVA). A Tukey post-hoc analysis
HSD test was used to evaluate differences between
the control and treated series.

Results

Chemical composition of essential oil

The essential oil isolated from 7. munbyanus was
analyzed by GC / MS. The average essential oil
yield from the hydrodistillation was 1.14 g from
100 g of the T. munbyanus plant and the
percentage of essential oil yield was 2.56 % (w /
w). A total of 54 chemical constituents were
identified in essential oil constituting 93.27 % of
the total content (Table 1). The essential oil profile
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Table 1. Chemical composition of Thymus munbyanus subsp
coloratus aerial parts essential oil identified by GC / MS

No. Compounds Concentration (%) RT (min.) RI" RI®P

1 o-Thujene 0.58 9.4 925 925

2 o-Pinene 3.92 9.9 939 933

3 Camphene 0.33 10.9 954 949

4 Thuja-2,4(10)-diene 0.11 11.1 960 953

5  PB-Pinene 0.20 12.7 979 977

6  1-Octen-3-o0l 0.37 13.0 979 984

7  B-Myrcene 0.64 13.4 990 990

8  «a-Phellandrene 0.26 14.5 1002 1006

9  o-Terpinene 1.10 15.3 1017 1018
10  para-Cymene 15.40 16.2 1024 1030
11 D-Limonene 2.34 16.3 1029 1031
12 y-Terpinene 1.29 18.3 1059 1059
13 cis-Sabinene hydrate 0.47 19.3 1070 1073
14 Terpinolene 0.10 20.2 1088 1086
15  trans-Linalool oxide (furanoid) 0.08 20.5 1086 1089
16  p-Cymenene 0.10 20.7 1091 1093
17  Linalool 2.37 21.5 1096 1103
18  Isomenthone 0.18 26.3 1162 1169
19  Terpinen-4-ol 0.80 27.4 1177 1184
20  p-Cymen-8-ol 0.19 28.1 1182 1193
21  cis-Dihydro carvone 0.28 28.6 1192 1200
22 y-terpineol 0.21 28.7 1199 1202
23 trans-Dihydro carvone 0.33 29.2 1200 1209
24 Carvacrol, methyl ether 0.22 31.5 1244 1241
25  Thymoquinone 10.50 32.7 1252 1258
26  Thymol 0.81 354 1290 1298
27  Cavacrol 39.10 36.2 1299 1309
28  Piperitenone 0.17 38.6 1340 1346
29  Cyclosativene 0.15 40.0 1371 1367
30 o-Copaene 0.30 40.5 1376 1374
31  B-Bourbonene 0.32 41.0 1388 1381
32 (E)-Caryophyllene 0.19 43.2 1419 1416
33 B-Copaene 0.16 43.9 1432 1428
34 Alloaromadendrene 0.09 45.8 1460 1457
35  y-Muurolene 0.56 46.8 1479 1474
36  Germacrene D 0.22 47.1 1481 1479
37  cis-B-guaiene 0.08 47.6 1493 1487
38  trans-Muurola-4(14),5-diene 0.14 479 1493 1491
39  o-Selinene 0.08 48.1 1498 1494
40  y-Cadinene 0.48 49.1 1513 1512
41  trans-Calamenene 0.56 49.4 1521 1517
42 4-Cadinene 0.67 49.7 1522 1521
43 trans-Cadina-1.4-diene 0.04 50.3 1534 1531
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table 1. (continued).
No. Compounds Concentration (%) RT (min.) RI" RI®P
44  a-Cadinene 0.08 50.5 1538 1535
45  a-Calacorene 0.12 50.9 1545 1541
46  Cadala-1(10),3,8-triene 0.03 51.1 - 1546
47  Tetramethylhydroquinone 0.48 53.0 1555 1576
48  o-Cadinol 0.20 57.7 1654 1660
49  Cadalene 0.51 58.2 1676 1669
50  Cryptomeridiol 0.06 71.0 1813 1813
51  cis-Totarol methy ether 1.48 80.9 2208 2224
52 cis-Totarol methy ether 2.43 81.1 2237 2229
53 4-epi-Abiatal 0.43 81.6 2298 2241
54  Abiatal 0.58 81.9 2313 2247

Total monoterpenes 82.35 (Sr. No. 1-5, 7-28)

Total sesquiterpenes 5.50 (Sr. No. 6, 29-46,48-50)

Diterpenes 4.92 (Sr. No.51-54)

Unknown (Sr. No.47) 0.48

Total identified 93.27

Unidentified compounds 6.72

RT: Retention time Index (min)

RI : Retention Index from literature (Adams, 2007)!
RI®*r: Retention Index reported in the present investigation

is characterized by a high amount of cavacrol
(39.1 %), followed by para-cymene (15.4 %) then
thymoquinone (10.5 %), other compounds like
a-pinene (3.9 %), linalool (2.3 %), and D-limo-
nene (2.3 %) were identified as minor compo-
nents.

Toxicity activity

The T. munbyanus essential oil topically applied
on newly molted pupae of Ephestia kuehniella
Zeller caused inhibition of adult emergence with
a dose-response effect (Fig. 2). The inhibition
recorded in controls was 7.77 = 1.92 %. Indeed,
our data revealed that the corrected inhibition of
adults emergence values varied from 16.66 + 1.77
% for the lowest dose (5 pl / mL) to 93.90 + 0.49
% for the highest tested dose (100 ul/ mL). (Fig.
1).

Statistical analysis revealed a significant dose-
effect (F , |, = 609.6 ; P < 0.001) and Tukey’s
HSD test showed a significant increase in
mortality with increasing doses, different lower
case letters indicated a significant difference

between the corrected inhibition (P <0.001) (Fig.
1). The inhibition doses (ID) and the Hill slope
recorded with their fiducial limits (95 %) were
listed in table 2.

The non-linear regression curve expresses the
mortality probits corrected for the logarithm of
T munyanus oil concentration reveals a very
strong relationship between the corrected
mortality and the logarithm of the concentration
(R?=0.99). (Fig. 2).

Effects on enzymatic activities
ID,, and ID, values were selected to evaluate their
effects on two of the common enzymes Gluthation
S-transferases (GSTs) and acetylcholinesterase
(AChE). Figures 3 and 4 showed the results of
the essential oil effects on AChE and GSTs in
pupae and adults stages of Ephestia kuehniella.
Topical application of T munbyanus EO caused
a significant increase (P < 0.001) in the GSTs
specific activity, one day after the treatment
(0.1043 £ 0.0021 for ID,, and 0.1224 + 0.0118
ug / min / mg protein for ID_ ) and in the 7 day
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Table 2. Inhibition doses (il / mL, FL) of Thymus munbyanus
essential oil against newly molted pupae of Ephestia kuehniella

Doses Values (1l / mL) Fiducial limits (95 %) R?

D, 25.22 2134-30.63 0.9
D, 15.38 10.92 - 18.92
Hill Slope 2.221 1.324-3.2
P <0.001
e
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Figure 1. Effect of Thymus munbyanus (Ul / mL) topically applied to newly molted pupae of
Ephestia kuehniella on the adult exuviation inhibition (%) (mean + SD; n = 3 replicates containing
every 30 pupae; values indicated by different letters are significantly different by HSD test at P
<0.001)
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Figure 2. Effect of Thymus munbyanus topically applied to newly molted pupae of Ephestia
kuehniella at different doses (1l / mL): curve dose-response expresses the corrected mortality for the
logarithm of Thymus munyanus oil concentrations (il / mL)
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of the pupae stage (0.1076 + 0.0115 for ID,, and
0.1254 £ 0.0115 pg / min / mg protein for ID, )
after treatment as compared to controls (Fig. 3).
It also continues in the adults stage in the first
day after emergence of the adults (0.0951 £0.0055
forID, and 0.1142+0.0175 pg / min/ mg protein
for ID)) (Fig. 3). Two way ANOVA confirms
these results and indicated a significant effect of
dose (F, ,,, = 2787 ; P <0.0001), time (F , ,;, =
995.2 ; P < 0.0001) and interaction dose time
(F |, 55, =46.33;P<0.0001). Different lowercase
letters above the same exposure time indicated a
significant difference (p<0.05).

For AChE, the activity was determined in the
control and treated series in both pupae and adult
stages. Results showed significant inhibition of
specific activities AChE at 1 day after treatment
at the two tested doses (ID,, and ID, ) on newly
molted pupae of E. kuehniella (Fig. 4). EO
inhibited significantly (p < 0.0001) the specific
activity of AChE compared to the control series
at 1, 2, and 3 days during the adult stage (P <

0.0001). Two-way ANOVA showed a significant

effect as function of the dose (F , )., =720.5; P <
0.0001), the time (F , ., =270.9 ; P <0.0001)
and interaction dose time (F =294;P<

14, 264
0.0001). Different lowercase letters above the

same exposure time indicated a significant
difference (p<0.05).

Discussion

Essential oil yield

The EO vyields of T. munbyanus aerial parts
isolated by hydrodistillation vary between 1.14 -
2.56 % (w / w). This result is in accordance with
the results of Benchabane et al.>> who found in
the same species a yield of 2.3 % (w / w). In
another locality of Algeria (Tlemcen) T.
munbyanus has higher essential oil yields of 3%
(w/w) ', Recently Benomari et al.'® have found
lower essential oil yields reported in also Tlemcen
(Algeria) with 3 subspecies of Thymus. They
recorded (0.84 - 1.38 %) (w / w) from subsp.
munbyanus, (0.49 - 0.96 %) (w / w) from subsp.
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Figure 3. Effect of Thymus munbyanus essential oil (ID,, and ID,) topically applied to newly
molted pupae of E. kuehniella (mean = SD, n= 12) on the GSTs activity (UM / min/mg of protein) in
pupae stage during metamorphosis and adult stage over time (days). Different lowercase letters above
the same exposure time indicate a significant difference (p<0.05)



Bendjedid Hadjira et al. / J. Essent. Oil-Bear. Plants 24 (4) 2021 pp 792 - 807 799
0.0154 Pupae stage i a Adult stage = Control
l . o
£ DL,
»
il
=] = DI
23 a % L a *
O ° 0.010 a a b a
<= ) b ¢
g S b & ¢ b
2 w0
5 < b ke [N c
- c
o I
£ =
< 2 0.0054
1%}
£
bt
]
<
0.000-L , , \ \ \ \ \
1 2 3 5 7 1 2 3
Time (Days).

Figure 4. Effect of Thymus munbyanus essential oil (ID,, and ID, ) topically applied to newly
molted pupae of E. kuehniella (mean = SD, n= 12) on the AChE activity (UM / min/mg of protein) in
pupae stage during metamorphosis and adult stage over time (days). Different lowercase letters above
the same exposure time indicate a significant difference (p<0.05)

euciliatus and (0.29 - 0.58 %) (w / w) from subsp.
coloratus. Therefore, we conclude that several
factors could be at the origin of these variations
like the age of plants *, nature of the soil and
climate %7, the part of the plant subjected to
Isolation, and the harvest period . We can also
assume that these differences may depend in part
on different glandular pockets of subspecies
compared to the other %.

Chemical composition

Oxygen-containing monoterpenes (55.86 %) are
the most prominent class in 7. munbyanus
essential oil followed by monoterpene hydro-
carbons (26.49 %). Carvacrol (39.11 %), para-
cymene (15.47 %), and Thymoquinone (10.59 %)
were the main constituents of the oil.

The essential oil we have obtained was
composed predominantly of monoterpenes
oxygenated compounds and consistent with the
findings of a previous study by Benchabane et al.
% on a sample of 7. munbyanus collected from
Azzazga (North center Algeria), in which carva-
crol was found to be a rich chemotype (35.20 % ),

thymol (18.50 %) and para cymene (8.50 %). Also,
the EO of Thymus satureioides cultivated in
Morocco was composed of carvacrol (26.07 -
26.18 %) and borneol (17.25 - 20.67 %) *.
Another study was made by Benomari et al.'s
on a sample of 7. munbyanus subsp. ciliatus
collected from different geographical locations in
Tebessa in Algeria, in which carvacrol was found
to be a rich chemotype (65.70 %). Thus, the
sample of this research was characterized by
higher amounts of carvacrol (39.11 vs. 65.70 %),
a-terpinene (1.29 vs. 2.10 %) and lower amounts
of p-cymene (15.47 vs. 7.90 %), linalool (2.37
vs. 0.8 %), a-pinene (3.92 vs. 0.60 %) and thymol
(0.81 vs. 0.30 %) '6. These findings, however,
conflict with those of Chikhoune et al.’!, who
found that thymol (52 %) was more abundant than
carvacrol (5.20 %) in a sample collected from
Ouzellaguen (800 - 1000 m) region in Algeria.
Bendif et al.” reported that borneol was the
predominant compound (31.20 %) followed by
camphor (13.60 %) in the region of Borj Bou
Arreridj in Algeria. Benomari ez al.'® also reported
for the sample of 7. munbyanus subp. coloratus
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collected from the same location that camphor
(25.90 %), myrcene (16.90 %), and camphene
(6.20 %) were the major components.

Environmental factors such as the relative
humidity, temperature, duration of sunstroke,
altitude, and other factors directly influence the
proportion of the different constituents of essential
oil, especially in species whose secretory struc-
tures are superficial (case of the secreting hairs
of Lamiaceae). Indeed, the cultivation conditions
(nature of'the soil, fertilizer supply), the Isolation
process, the Isolation time, and other factors such
as preliminary treatments (transport conditions,
drying and storage time of plant material, etc.)
can cause great variability in the composition of
essential oil, following enzymatic degradation
32,33,29‘

Insecticidal activity

Increasingly studies are in demand to use plant
essential oils as one of the components in IPM
programs **. Many secondary metabolites are
known to be potent insecticide *°, as they act as
fumigants *°, as contact insecticides 3 and an
appetite suppressant 3, also topical application
by penetrating the insect 3°. This one may affect
certain biological parameters such as growth rate
40, development, and reproduction #'. The toxicity
of essential oils isolated from aromatic plants has
been studied on stored insects #>43:44:43,

Our results indicate that 7. munbyanus plant EO
showed an interesting insecticidal activity against
Ephestia kuehniella Zeller. Different concen-
trations (5, 15, 25, 40, and 100 ul/ mL of acetone)
were topically applied on newly molted pupae of
E. kuehniella Zeller (under < 8h), caused lethal
effects during the formation of pupae leading to
an inhibition of adult formation. Some plant
essential oils have been documented to have
insecticidal activity against different stages of £.
kuehniella 4%, Emamjomeh et al.* found out
that Zataria multiflora exhibited high fumigant
toxicity against E. kuehniella adults and larvae.
Recently, Aoudi et al.>° demonstrated the fumigant
potential and contact toxicity against E. kuehniella
of M. rotundifolia EO and M. communis EO.
Several studies have demonstrated the insecticidal
activity of essential oil of species of the genus
Thymus to some insects pests of stored foodstuffs,

such as Thymus bleicherianus, Thymus capitatus,
and Thymus satureioides essential oils that have
showed insecticidal activity against Sitophilus
oryzae 8. Similar results were found with Thymus
vulgaris plant EO that showed an interesting
larvicidal activity against mosquito larvae of Cx.
pipiens '. Recently, Guettal et al.* reported that
Citrus limonum (Sapindales: Rutaceae L.)
essential oil showed fumigant toxicity, with a
dose-response relationship against store insect
S.granarius. More recently Kharoubi et al.>
showed that Mentha x piperita L EO have
larvicidal and ovicidal activities against Culex
pipiens L.

Essential oil is a mixture of volatile hydro-
carbons with a variety of functional groups and
their insecticidal constituents are mainly mono-
terpenoids *. Also, the complexity of the chemical
composition of most volatile oils gives them low
specificity *, so their activity is not assigned to a
single mechanism of action, since the wide variety
of chemical groups they have allows them to touch
multiple targets in the cell >>°¢. The high efficiency
of Thymus oil may be attributed to the presence
of high amounts of phenolic compounds such as
carvacrol, which may play an important insecti-
cidal role 378,

The ID,, and ID_, values were estimated to be
15.38 and 25.22 ul/mL of acetone, respectively.
Our results indicate that the inhibition doses
recorded are lower than those found in several
studies. Tchoumbougnang et al.® demonstrated
the insecticidal activity of popular Thymus
collected in Cameroon on larvae Anopheles
gambiae. The LC, obtained was 119 = 1.5 ug/
mL, and LC, was 147+2.4 ug/mL. The essential
oil made from 7. vulgaris, has strong potential in
the production of new larvicides and adulticides
with values of 134.1 nug / L after 24 h . In
addition, Dargahi et al.®' studied the larvicidal
activity of Thymus transcaspicus, an aromatic
plant of Thymus genus, against An. Stephensis,
The highest toxicity was observed at 250 pug/L of
essential oil with the LC, . This difference in the
doses used can be explained by the noticeable
differences, not only the spices of the plant are
different but its chemical composition and also
the insect exposed to this natural EO.
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Biomarkers responses

Glutathione S-transferases (GSTs) are a group of
enzymes involved in detoxification and oxidative
defense of insects against chemicals of both
natural and synthetic origins ®. They are also
involved in intracellular transport, biosynthesis
of hormones, and protection against oxidative
stress .

The results obtained with E. kuehniella after
treatment with 7. munbyanus EO showed an
increase in the specific activities of GSTs 24h after
treatment. This tends to confirm the rapid and
toxicity obtained 24 hours after application of the
essential oil. This increase in GSTs that continues
in the adult stage is very significant compared to
the controls in both stages and could be explained
by induction of the process of detoxification, a
reaction of the organism against the entry of the
essential oils. These results are consistent with
previous findings %%, Moreover, Shahriari et
al.®” recorded significant-high activities of
glutathione S-transferases in the treated larvae of
E. kuehniella with a-pinene, trans-anethole, and
thymol. Similar results with essential oil of T.
vulgaris, induced the detoxification system via
an increase in GSTs activity against C. pipiens
larvae °'. More recently, Kharoubi et al.’* indicate
that Mentha x piperita oil induces activation of
the detoxification system by inducing GSTs
activities in Culex pipiens larvae. Some plant
materials could be detoxified by conjugation to
the nucleophilic thiol (-SH) group of GSH in GST
molecule so the higher enzymatic activity may
indicate removing entered chemical into tissues
or cells *. In addition, lipid peroxidation disrupts
the structural organization of cell membranes, so
GSTs should be induced to remove products of
lipid peroxidation or hydroperoxides from
damaged cells %%, Therefore, the activity of GSTs
enzymes increased after insect exposure to
chemicals or secondary metabolites of essential
oils that reflect the initiation of the detoxification
process, which is a form of insect defense against
the pesticide. The decrease in the activity of the
GSTs, observed between the ages could be
explained by the implication of these enzymes in
hormonal biosynthesis and the regulation of cell
metabolism and physiology 7°.

Acetylcholine esterase (AChE) is one of the
most important hydrolytic enzymes in the insect
nervous system that equilibrate neural signal
transduction by rapid hydrolyzing of
acetylcholine signal in the synaptic cleft to acetate
and choline in synaptic clefts 7!. Apart from
chemical insecticides like organophosphates and
carbamates, AChE has been shown as a significant
target of monoterpenoids 7>737473,

Our results demonstrated that 7 munbyanus EO
significantly decreased the activity of AChE of
E. kuehniella. Similar results reported inhibition
of the AChE activity which was observed in E.
kuehniella after treatment by o-pinene, trans-
anethole, and thymol oil ®. More recently,
E.kuehniella larvae treated by EOs of Allium
sativum and Eucalyptus globulus, significantly
decreased the activity of acetylcholine esterase
6, The decrease in the specific activity of AChE
tends to confirm the neurotoxicity effects of 7.
munbyanus EO in both stages compared to the
control series. This could be explained by an
inhibition of AChE which Dandlen et al.”” already
reported that different essential oils isolated from
various Portuguese spices of Thymus presented
ACHhE inhibition capacity pointing out the strong
ACHhE inhibition potential of 7. zygis subsp. zygis
essential oil, marked with a relatively high amount
of carvacrol (43.6 %). From this research, it is
noteworthy that carvacrol is a very active inhibitor
against AChE. Furthermore, Lopez et al.”®
reported that Origanum syriacum and carvacrol
inhibited the activity of AChE in Anisakis simplex.
Moreover, Seo et al.”’ reported the inhibition of
AChE by carvacrol in Aedes Albopictus.

The inhibition of AChE can be explained by
different causes. One of them is demonstrated by
Several studies which showed that most essential
oils comprising monoterpenes compounds, may
bind to protein receptors, leading to reversible
competition inhibiting the enzyme acetylcholine-
sterase %, by the occupation of the hydrophobic
site of the enzyme’s active center ®'. In cultured
cells of Periplaneta americana and brains of
Drosophila melanogaster, eugenol was found
mimicking the action of octopamine and
increasing intracellular calcium levels #2. Rattan
83 examined the mechanism of action of secondary
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plant metabolites on the body of insects and
recorded several physiological disturbances, such
as inhibition chloride channels GABA- (By
thymol), perturbation of sodium and potassium
ion exchange (by pyrethrin), and inhibition of
cellular respiration (by rotenone), and mitotic
blockade (by azadirachtin) >!. A neurotransmission
interruption leads to a physiological imbalance
and thereafter, the death of the target insect .
These studies confirm that the insecticidal activity
and neurotoxicity of monoterpenes is due to
several mechanisms that affect multiple targets.

Conclusions

Essential oil isolated from 7. munbyanus belongs
to the Lamiaceae family contains many important
chemical compounds which were analyzed using
GC/ MS indicating that Carvacrol is the major
compound of the EO. Our research showed that
T. munbyanus subsp coloratus EO topically
applied to newly molted pupae caused significant
mortality of E. kuehniella with low concentrations
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