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RESUME

Résumé

Cette ¢étude vise a évaluer l’activité insecticide de I’huile essentielle et de la poudre
d’uneplante aromatique et médicinales l’ortie (Urtica dioica.L) contre un ravageur des
produitsstockées Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae).L’huile essentielle
obtenue parhydrodistillation a été testée avec 5 doses (2, 4, 6, 8 et 10uL /1ml d’acétone) sur
leschrysalides d’E. kuehniellapar une application topique, alors que la poudre de la plante a
¢tétestée sur les adultes avec 4 doses (0,25 0,5, 1 et 2g/20g farine). A la suite des
observationsles valeurs de mortalité ont été déterminées pendant 24 h, 48h 72h et 96 heures
pour letraitement de la poudre et apreés 8 jours d'exposition pour le traitement d’huile
essentielle. Lesvaleurs de DL50/DI50 et de DL90/DI90 ont été ensuite calculées. Les résultats
concernantl’effet de I’huile essentielle ont donné des doses d’inhibition d’exuviation DI50 et
DI90respectivement de l'ordre de 5,37 pg/insecte et 33,11pug/insecte, alors que les doses
létales dela poudre DL50 et DL90 ont été respectivement de 1,50 g et 5,11g. La DIS0 et DI90
d’HEont été ensuite testées sur les parametres biochimiques (les protéines) des chrysalides et
lesrésultats montrent des perturbations métaboliques comparativement aux témoins non

traités.

Mots clés : huile essentielle, Urtica dioica. Ephestia kuehniella, toxicité, bioinsecticide,

Protéine.



Abstract

Abstract

This study conduct to determine the insecticidal activity of essential oil and powder of
anaromatic and medicinal plant stinging nettle (Urtica dioica .L) against a pest of stored
productsEphestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). The essential oil obtained by
thehydrodistillation was tested with 5 doses (2, 4, 6, 8 and 10uL / 1ml of acetone) on pupaes
of E.kuehniella by topical application. While the plant powder was applied on adults with 4
doses(0.25, 0.5, 1 and 2g / 20g flour). Following the observations, the mortality values were
determined during 24 , 48 ,72 and 96 hours for powder treatment, and after 8days for
essentialoil treatment. LD50/DIS0 and LD90/DI90 values were calculated. The results
concerning EQOeffect gave doses of inhibition of exuviation DI5S0 and DI90 in the order of
5.37 ng / insectand 33.11 pg / insect respectively. While the lethal doses LD50 and LD90 of
the powder werel.50 g and 5.11 g respectively. The DI5S0 and DI90 of the essential oil was
then tested on thebiochemical parameters (proteins) of the pupae and the results showed

metabolic disturbancescompared to the non-treated pupae.

Key words: essential oils, Urtica dioica, Ephestia kuehniella, Toxicity, bioinsecticide,protein
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Introduction

Introduction

L’un de plus importants défis auxquels I’humanité est confrontée au XXle siccle est la

sécurité alimentaire globale et I’approvisionnement en nourriture. Cela est associ¢ a
I’augmentation annuelle de la population humaine mondiale qui est passée de 2,5 en 1950 a
pres de 7 milliards de personnes actuellement, qui ont tous besoin de se nourrir et ainsi de

stocker des aliments dans de meilleurs conditions (UN, 2019).

Afin de satisfaire la demande alimentaire croissante des populations mondiales, les
agriculteurs ont essayé de doubler la productivité alimentaire et le stockage des denrées
vivrieres. Toutefois cela n’a jamais été suffisant a cause de la présence des autres espéces qui
sont en concurrence avec nos ressources alimentaires dont les insectes représentent le groupe
le plus grand et le plus diversifi¢ en especes. Ces arthropodes sont considérés comme une
pierre angulaire de ce défi, on estime qu'environ 10 a 40% des pertes annuelles de produits

stockés dans le monde ont été causées par les insectes ravageurs (Bhumi et al., 2017).

Dans le but de contréler ’abondance des ravageurs dans les denrées emmagasinées, des
nombreux moyens ont été consacrés pour prévenir les pertes dans les stocks, parmi lesquels le
traitement chimique est la méthode la plus largement utilisée avec différents insecticides
chimiques synthétiques. Cependant les risques inhérents a ’utilisation de ces produits et leur
énorme impact négatif sont une préoccupation constante. les applications a long terme
d’insecticides de synthése ont entrainé une accumulation de différents résidus dans
composants de ’environnement qui ont des effets néfastes sur les organismes non ciblés, les
¢cosystemes et la santé humaine (Mossa, 2016) sans oublier de citer 1'aspect de résistance des

ravageurs a ces produits chimiques (Reichmuth, 2010).

Face a cette situation, la recherche de nouvelles méthodes susceptibles de remplacer les
insecticides chimiques s’avere donc nécessaire tout en restant efficaces, non toxiques et
respectueux de I’environnement. L’alternative se réside aujourd’hui entre plusieurs formes de
la lutte biologique, une méthode particuliere fait 1’objet d’un intérét croissant est celle qui
basé sur I'utilisation des molécules d’origine végétale. En effet les plantes sont naturellement
dotées de substances chimiques dont certaines ne sont pas directement bénéfiques pour la
croissance et le développement de l'organisme (Said-Al Ahl et al., 2017). Parmi ces

substances les huiles essentielles qui ont généralement été considérés comme faisant partie
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d’un systéme de défense chimique qui permet aux plantes de se défendre contre les
prédateurs, les agents pathogénes microbiens et également la survie des plantes dans leur

milieu naturel (Rehman et al., 2015 ; Sharifi-Rad ez al., 2017)

Les recherches a I’heure actuelle s’orientent vers les plantes aromatiques contenant des
huiles essentielles qui agissent comme des bio-pesticides. Cette efficacité a été¢ démontrée
contre une grande variété¢ d’insectes ravageurs des stocks des denrées alimentaires telles que
Bruchidae (Kellouche, 2005). Aussi les poudres de feuilles des plantes aromatiques ont fait
I’objet de nombreuses recherches en vue de réduire les pertes occasionnées par les insectes

ravageurs des graines stockées (Munyuli, 2009).

Bien qu’un grand nombre études évaluant le potentiel insecticide des HE aient été
publiés au cours des derniéres décennies, une moindre attention a été accordée aux ravageurs
des produits stockés (Campolo et al., 2018). C’est a partir de ce contexte que notre travail
s’intéresse a évaluer la toxicité d’un bio-insecticide issu de l'huile essentielle et de la poudre
des feuilles d’Urtica dioica. L. vis-a-vis un insecte ravageurs des denrées stockées Ephestia

kuehniella Zeller ainsi que leurs effets sur la quantité des protéines totales

Le document s’articule sur quatre chapitres, le premier concernant une synthése
bibliographique, le deuxiéme le matériel et méthodes, le troisiéme les résultats et enfin la

discussion. Le document est terminé par une conclusion et des références bibliographiques.
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I. Généralité
I.1. Présentation des huiles essentielles

De tout temps et a travers les diverses civilisations : grec, romaine, égyptienne, chinoise,
et arabe, ’homme a eu recours aux plantes aromatique et médicinales qui représentent une
source inépuisable de remeédes traditionnels et efficaces grace aux principes actifs qu’elles
contiennent :alcaloides, flavonoides, hétérosides, saponosides, vitamines ....et huiles
essentielles. (Sallé., 1991).

En effet, les huiles essentielles (HEs), principes actifs issus du métabolisme secondaire
des plantes médicinales, sont largement employées au cours de ces derniéres années, soutenue
en particulier pour leurs propriétés biologiques (antimicrobienne, anti-oxydante,
antiparasitaire, insecticide...) (Bakkali et al.,2008) et la diversité des secteurs d’application de
ces extraits naturels dans de multiples et diverses industries : le secteur pharmaceutique,
industries agronomiques, alimentaires, sanitaires, cosmétiques et de la parfumerie. .(Silva etal.,

2003; Hajhashemiet al., 2003; Perry et al., 2003).

I.1.1. Définition des huiles essentielles

Bien qu’il existe plusieurs définitions pratiques du terme huiles essentielles la plus
courante est celle-ci qui le définit comme un matériau plus ou moins volatil, isolé¢ d’une plante
aromatique d’une espéce botanique par un processus physique qui ne doit pas conduire a un
changement significatif dans sa composition chimique (Rassemet al., 2016). En effet ce terme
remontée au XVle siecle et provient du composant actif d’un médicament, «Quinta essential»
nommé par le fondateur de la discipline de toxicologie Paracelsus Von Hohenheim.(Guenther,
1948). Ces substances volatiles sont responsables de différentes odeurs émises par les plantes.
(Dhifiet al., 2016).

De point vue chimique ce type des huiles est caractérisé par une forte odeur et dont la
densité est inférieure a celle de l'eau (Bakkali ef al., 2008). Généralement sont des liquides
incolores a la température ambiante, solubles dans l'alcool, I'éther mais insolubles dans I'eau. Ils
ont un indice de réfraction et une activité optique tres ¢levée (Dhifiet al., 2016).

Cependant il ne doit pas confondre entre un HE et I’huiles végétative ou d’autres huiles
synthétiques. En plus de la différence significative dans la composition chimique les huiles
essentielles peuvent s'évaporer une fois placée a la température ambiante, ils ne forment aucune
tache permanente aprés évaporation et sont incapables de subir une saponification (khezar,

2013). Aussi on peut dire que l'huile essentielle n'est pas vraiment une huile car elle ne
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contienne pas de substance grasse. Il est obtenu a partir d'essences riches en aromes naturels et
en principes actifs (ButnariuetSarac., 2018) qui présentent un grand nombre de propriétés
intéressantes, notamment dans le domaine de la santé en tant qu'agents antibactériens,

antifongiques et insecticides(Properziet al., 2013).

I.1.2. Répartition et localisation

Les genres capables d’¢élaborer les constituants qui composent les huiles essentielles sont
appelés plante aromatique constitué également 10% du régne végétal (Barbieri et Borsotto,
2018).D’environ 17500 especes localisées généralement dans des pays tempérés a chauds,
comme les pays méditerranéens et tropicaux(Campoloet al., 2018). En regle générale, les
huiles essentielles se trouvent dans des végétaux supérieurs (environ 50 familles) appartenant a
des ordres d'angiospermes : Asterales, Laurales, Magnoliales, Zimgiberales, etc. ou de
ginsénosides : Pinales(Butnariuet Sarac ,2018).

Les huiles essentielles sont produites par diverses structures différenciées, en particulier
leur nombre et leurs caractéristiques sont trés variables (Dhifier al., 2016).ces liquides
aromatiques huileux pourraient étre bio synthétisées dans différents organes de la plante en tant
que métabolites secondaires (El Asbhanniet al., 2015), a la fois par des glandes sécrétrices
réparties a l'intérieur ou a la surface de la plante (Svoboda et Greenaway, 2003).ils peuvent
d’étre accumulées dans plusieurs organes de la plante; a savoir, fleurs, bourgeons, feuilles,

fruits, écorce, graines, bois, rhizomes et racines (Bruneton, 2009).

I.1.3.Utilisation des HE en tant que bio pesticides

Il ne fait aucun doute qu’au cours cinquante dernieres années les pesticides (insecticides,
fongicides, herbicides...etc.) ont été au cceur du développement agricole, ils ont été au
fondement de la mise en place de systemes de production intensifs, permettant une
productivité élevée pour répondre aux besoins conséquents des populations (Bonnefoy, 2012).
De plus ils sont dictés aussi par des raisons de santé publique telle que la lutte contre les
vecteurs de diverses maladies afin de limiter la propagation de parasites et autres affections.

Cependant aujourd’hui ’utilisation systématique de ces produits est remise en question,
avec la prise de conscience croissante des risques qu’ils peuvent générer pour toutes les
composantes de I’environnement, voire pour la santé de ’homme (Tahar et al, 2017). De
nombreux pesticides actuellement utilisés ont tendance a survivre longtemps dans les plantes,

restent sous forme de résidus dans le sol et dans 1’écosystéme. (Mishraet al., 2015). En outre
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I’application excessive de ces produits peut entrainer la destruction de la biodiversité, de
nombreux organismes aquatiques et animaux sont sous la menace de pesticides nocifs pour
leur survie. Les pesticides sont une préoccupation pour la durabilité de I’environnement et la
stabilit¢ mondiale (Mahmoodet al.,2016).

Rendus attentif aux dangers des pesticides et les exigences des consommateurs ont
contribu¢ au regain d’intérét pour la découverte, la mise au point et a 'usage des méthodes
ancestrales avec d’agents naturels, autrement dit dans ’utilisation des biopesticides.

Un biopesticide se définit selon 1’agence de protection de 1’environnement des EtatsUnis
(EPA) comme certains types de pesticides dérivés de matériaux naturels tels que les
animaux, les plantes, les bactéries et certains minéraux (EPA, 2017) ou de substances
d’origine naturelle synthétisées par ces derniers, leur spécificité d’action est souvent limitée a
un nombre restreint d’especes (Philogéneet al., 2008). L’attribut principal qui différencie les
biopesticides des pesticides synthétiques est le mode d’action (Olson, 2015).

Dans la quéte de nouveaux biopesticides, une attention particulicre est portée aux
certains métabolites secondaires synthétisés par une variété de plants dite aromatique. En effet
ils ¢été observé que chez les plantes, 1’évolution a privilégié le développement et
I’accumulation de molécules toxiques qui peuvent efficacement éloigner les ennemis naturels
ou limiter sensiblement leur intervention destructrice (Bouguerra et Philogéne, 1998).

Ainsi que suscité par les interactions entre les insectes et les substances chimiques
végétales ont conduit a la caractérisation de centaines d’extraits de plantes et de leurs
composés secondaires (c’est-a-dire les maticres actives) présentant une bioactivité établie
contre les insectes ravageurs (Philogéneet al.,2008).

Parmi les extraits botaniques, les huiles essentielles constituent une alternative
prometteuse en tant que biopesticides (Campoloer al.,2018). Ces molécules sont un
complexe de composés chimiques avec plusieurs modes d’action qui renforcent leur activité
en raison de I’action synergique entre leurs constituants (Mossa, 2016).

L’intérét croissant pour les huiles essentielles provient d’un certain nombre de facteurs
tels que : Les HE sont biodégradables et se décomposent rapidement lors de I’application,
cela empéche la bioaccumulation et les problemes de pollution (Ivaseer al, 2017), leur
disponibilité générale,leur colit relativement bas (Campoloet al., 2018),la conviction que les
extraits d’origine végétale sont moins toxiques que les pesticides conventionnels (Said-Al
Ahlet al., 2017). Lorsqu’ils sont utilisés dans le cadre de programmes de lutte intégrée, les

biopesticides peuvent réduire considérablement 1’utilisation de pesticides classiques, alors que
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les rendements des cultures restent élevés (EPA, 2017). Les HE sont congus pour un seul
organisme nuisible spécifique ou, dans certains cas, quelques organismes nuisibles cibles, par
opposition aux produits chimiques qui ayant une activité a large spectre (Tijjaniet al.,2017)
et sont compatibles avec les programmes de controle biologique (Mossa, 2016).

En plus des particularités mentionnées ci-dessus, les biopesticides a base d’HE forment
une classe de pesticides intéressante puisqu’en étant constituées de plusieurs composés a
mécanismes d’action multiples, ce qui peut retarder I’apparition de populations résistantes
d’insectes (Chiasson et Beloin, 2007).

Malgré ces propriétés prometteuses, les problémes liés a leur volatilité, a leur faible
solubilité dans I’eau et a leur aptitude a ’oxydation doivent étre résolus avant qu’ils ne soient

utilisés comme systeéme alternatif de lutte antiparasitaire (Moretti et al.,2002).

1.1.4. Activité insecticides des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés naturels ayant des propriétés insecticides et leur
utilisation pour la protection des cultures est aussi ancienne que la pratique agricole (Said-Al
Ahlet al., 2017). en effet différents travaux font référence a 1’utilisation d’huiles essentielles
contre des insectes spécifiques tels que Lépidopteres, Coléopteres, Diptéres, Isoptéres et
Hémipteres (Tripathiet al., 2009). 11 a été rapporté que des huiles essentielles communes ayant
des activités insecticides peuvent tre inhalées, ingérées ou absorbées par la peau des insectes
(Ozolset Bicevskis, 1979).

Toutefois, avant toute utilisation d’huiles essenticlles il faut déterminer les doses
nécessaires pour éliminer les insectes nuisibles (Tripathier al., 2009) et leur mode d’action
pour améliorer la qualité et la durabilité¢ du produit (EI-Wakeil., 2013). L’effet des HE sur la
faune auxiliaire doit également étre pris en considération (Ngamoez Hance, 2007).

En outre chaque huile essentielle est plus ou moins spécifique d'une espéce d'insecte cible
ce qui nécessite de bien connaitre les espéces d'insectes a combattre, ainsi que le spectre
d'activité¢ insecticide des huiles disponibles et autorisées a l'emploi (Cruz et al., 2016).Les

insecticides a base de huiles essentielles peuvent fonctionner en tant que :

1.1.4.1.Répulsifs
Un bioinsecticide a une propriété répulsive se définis comme des substances qui agissent
localement ou a distance permet d’¢loigner les insectes (SendiezEbadollahi 2013). L'activité

répulsive des HE de nombreuses plantes est bien documentée (Mossa., 2016). Certaines
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substances volatiles et huiles essentielles dérivées de plantes sont connues pour repousser
plusieurs parasites et sont considérées comme des pesticides a risque minimum (Saroukolaiet
al., 2014).Cette activité est liée aux principes actifs et aux autres constituants chimiques

(Damalas,et Eleftherohorinos, 2011).

1.1.4.2.Anti-appétant

Parmi les insecticides botaniques, I'huile essentielle est 'une des meilleures suggestions de
produits naturels qui peut affecter négativement la consommation alimentaire d’insectes ; ils
sont connus comme dissuasifs ou anti-appétant (Wawrzyniak, 1996). En rendant les matériaux
traités peu attrayants ou peu appétissants (Rajashekarer al., 2012; Talukder, 2006). Cette
substance induit une alimentation plus difficile en modifiant le comportement des insectes, par
une action directe sur les sensilles périphériques des insectes (Isman., 2002).

Le concept d'utilisation d'anti-appétant d'insectes a pris de 'ampleur dans les années 1970
et 1980 avec la démonstration du puissant effet dissuasif alimentaire de I'azadirachtine et des
extraits de graines de neem sur un grand nombre d'especes nuisibles (EI-Wakeil., 2013). Les
insectes restent sur le matériau traité et finissent par mourir de faim. Cela indique que les
composés actifs présents dans la plante inhibent le comportement alimentaire des larves, tandis
que d’autres perturbent 1’équilibre hormonal ou rendent I’aliment désagréable. (Hikalet al.,

2017).

1.1.4.3.Toxicité

L'activité insecticide de nombreux H.E. a été évaluée par rapport a un certain nombre
d'insectes (Mossa., 2016). L’apparition rapide de toxicité a partir d’huile essentielles ou de
leurs constituants chez les insectes et autres arthropodes suggeére un mode d’action
neurotoxique. (IsmanefMachial., 2006). Des études antérieures ont montré que la toxicité des
HE vis-a-vis d'une variété d'insectes est liée aux terpeénes. Ils représentent la majeure partie des
composants d’HE, en particulier des monoterpénoides(Abdelaziz et al., 2014).

La toxicité des HE ne dépend pas seulement des composés chimiques qui agissent comme
toxines, mais ¢galement de nombreux autres facteurs tel que : le point d’entrée de la toxine, les

poids moléculaires et les mécanismes d’action. (Mossa., 2016).
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I.1.4.4.Retardateurs de croissance et inhibiteurs de développement

Des études antérieures avaient montré que plusieurs huiles essentielles et leurs
composants avaient des propriétés similaires a celles des hormones juvéniles et agissaient en
tant que régulateurs de croissance (Mossa., 2016).Cette perturbation de la croissance des
insectes pourrait contribuer a l'inhibition de différents processus de biosynthése des insectes a
différents stades de croissance (Athanassiouet al., 2014).

Les insecticides a base des huiles essentielles ont eu des effets délétéres sur la croissance
et le développement des insectes, (Talukder., 2006) en réduisant le taux de survie des larves et
I'émergence des adultes (Koulet al., 2008). Ainsi que plusieurs huiles essentielles sont de bons
inhibiteurs de la ponte des organismes nuisibles, ce qui empéche la croissance générale des

populations. (Mossa., 2016).

1.1.4.5.Attractants

Les huiles essentielles de certains plantes influencent a la fois les récepteurs gustatifs
(gotit) et olfactifs (odeurs) ou les sensilles (Hikalet al., 2017). IIs ne tuent pas les insectes et ne
perturbent donc pas 1'écosystéme. Ils peuvent étre utilisés pour mal orienter les insectes vers de
mauvais sites de ponte, diminuant leur nombre par la famine ou la production d’ceufs non

fertilisés. (AroraerfDhawan, 2012).

I.1.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le produit d'extraction peut varier en qualité, en quantité et en composition, selon la
variété, la partie de la plante, la zone de croissance, les changements climatiques, la période de
récolte, (Pauli er Schilche., 2009) composition du sol, I’age et le stade du cycle végétatif
(Angioniet al., 2009) . En Outre la méthode utilisée pour extraire ces molécules est I'un des
facteurs primordiaux qui déterminent la qualit¢é de I'huile essentielle. Une procédure
d'extraction inappropriée peut entrainer des dommages ou altérer la structure chimique. Cela
entraine une perte de bioactivité et de caractéristiques naturelles (TongnuanchanesBenjakul.,

2014).

I.1.5.1.Hydrodistillation
C’est la méthode la plus ancienne utilisé, est une variante de la distillation a la vapeur
pour l'extraction en laboratoire des huiles essentielles (Golmohammadier al., 2018) a haute

température d'environ 212 degrés Fahrenheit (Jones, 2011) nécessitant une tres longue durée de
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traitement (jusqu'a 24 h), avec une grande quantité d'eau ajoutée (Bousbiaer al., 2009), dans
laquelle on évapore les H.Es en chauffant un mélange d’eau et mati¢res végétales, puis en
liquéfiant les vapeurs dans un condenseur (Rassemet al., 2016) ou la chaleur forgant les
cellules des plantes contenant des HE a s'ouvrir et a libérer leurs trésors (Jones., 2011).
Ensuite, la vapeur produite par l'eau bouillante transporte les vapeurs d'huile dans un
condenseur (Campoloet al., 2018). Le condenseur de 1’alambic refroidit alors la vapeur, ce qui
lui permet de revenir a I’état liquide (Jones., 2011).

La partie dévastatrice de I’hydrodistillation réside dans le fait qu’il nécessite une
consommation d'énergie élevée. (Berka-Zougaliet al., 2012). De plus, le contact prolongé
entre la plante et l'eau a des températures élevées peut modifier la composition chimique de
I'HE ainsi que générer une hydrolyse (Khajehet al., 2005) ce qui entraine des quantités tres

¢levées d'eau résiduelle contaminée et de déchets solides (Berka-Zougaliet al., 2012).

I.1.5.2.Extraction par solvant

L’extraction a l'aide de solvants organiques semble a étre un moyen tres simple d'extraire
les huiles essentielles des plantes délicates pour produire des grandes quantités d'HE a moindre
cott (Chrissieet al., 1996). Ceci est fait en utilisant deux liquides qui ne se mélangent pas, par
exemple de I'eau et un solvant organique (Rassemet al., 2016).

Pour la pratique générale, le solvant est mélangé avec le matériel végétal, puis chauffé
pour extraire I’huile essentielle, puis filtré, ensuite, le filtrat est concentré par évaporation du
solvant (TongnuanchanerBenjakul., 2014). Toutefois, I’extraction par solvant peut entrainer a
la fois une perte des composés volatils et une extraction de certains composés non volatils, ce
qui peut entralner une modification de ’efficacité et une altération de la qualit¢ des HE
(Berka-Zougaliet al., 2012). De plus les résidus de solvant pourraient rester dans le produit

final en raison d’une élimination incompléte (Vieira de Melo et al., 2000).

1.1.5.3.Hydrodiffusion

L’extraction par hydrodiffusion est similaire au processus de distillation a la vapeur. La
principale différence entre ces deux méthodes, est la voie d’entrée de la vapeur dans I’alambic.
Dans le cas de I'hydrodiffusion, la vapeur est introduite par le haut sur le matériel botanique et
non par le bas, comme dans la distillation a la vapeur (RanjithaefVijiyalakshmi., 2014). Cette
méthode permet de réduire la température de la vapeur a moins de 100 ° C. et un gain de temps

et avec un rendement plus élevés (TongnuanchanerBenjakul., 2014).
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I.1.6. Composition chimiques des HE d’ Urtica dioica . L.

L'analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
GC-MS de lhuile essentielle d'Urtica dioicaa conduit a l'identification de 43 composés,
représentant 95,8% de l'huile essentielle. D’apres les résultats obtenus I'huile essentielle est
principalement composée de :

¢ carvacrol (38,2%),

¢+ carvone (9,0%),
naphtaléne (8,9%),

E-anéthol (4,7%),

X/
°

X/
°

X/
°

hexahydrofarnésylacétone (3,0%),

X/
°

E-géranylacétone (2,9%),
(E) -b-ionone (2,8%) et phytol (2,7%)

X/
°

se sont révélés d’étre les principaux composants, représentant 72,2% de l'échantillon

(Giilet al., 2012).

I1.2. Principaux ravageurs des denrées stockées

L’entomologie des produits stockés met ’accent sur les insectes nuisibles des céréales,
légumineuses, graines, épices, fruits séchés et noix, ainsi que d’autres produits de base, secs et
durables. Ces ravageurs entralnent chaque année des pertes quantitatives et qualitatives
considérables pour les industries céréalieres, alimentaireset de la vente au détail, qui
représentent plusieurs milliards de dollars. (HagstrumezSubramanyam., 2009).

Environ 70 espéces de papillons nocturnes, principalement dans les familles Pyralidae,
Tineidae, Oecophoridae, et Gelechiidae , ont associées a une infestation de produits stockés
(Tarlacker al., 2014). toutefois, seules quelques especes telles que la teigne méditerranéenne
de la farine (Ephestia kuehniella, Pyralidae ), la teigne du tabac (E.elutella, Pyralidae) , la
teigne de I'amande (Cadra cautella, Pyralidae), la teigne du raisin (C.figulilella, Pyralidae), la
teigne de la farine indienne (Plodia interpunctella, Pyralidae) et la teigne des grains
d'angoumoise (Sitotroga cerealella ,Gelechiidae) sont considérées comme largement répandues

et les principaux ravageurs des aliments stockés. (Tarlacket al., 2014)

L. 2.1. Dégat causées par Ephestia kuehniella
La teigne méditerranéenne de la farine, Ephestia kuehniella (Zeller), est depuis

longtemps reconnue comme un ravageur cosmopolite grave des produits céréaliers
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stockés,en particulier de la farine.( Jacob et Cox., 1977 ; Rees., 2003). 11 est extrémement
probable que l'on en trouve dans les moulins ou sont stockées de la farine ou d'autres
produits a base de céréales en poudre. (Pakyariet al., 2016).

Ce parasite est nuisible, non seulement parce qu'elle détruit ou détériore une quantité
assez considérable des produits, lorsqu'elles s'en nourrissent ou les contaminent avec leurs
excréments et surtout leurs fils de soie (Soltani-Mazouniet al., 2012) qui transforment la
farine en une sorte de feutrage, mais aussi et surtout parce qu'elle empéche le
fonctionnement régulier des appareils et des arréts forcés du moteurs dans les moulins, par

les feutrages formés par les larves (Pandiret al ., 2013) .
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II. Matériel et méthodes
11.1.Présentation du matériel animal

Ephestia kuehniella (Zeller), appelée communément «Pyrale de la farine» est une mite des
denrées stockées dont les larves s’attaquent essentiellement a la farine, aux grains de céréales
(BI¢, Mais, Riz), la semoule, les pates alimentaires et aux fruits secs (raisins, figues, abricots).

(Bataille et al. 1995 ; Cipollaet al. 1996).

Figure 1 : Ephestia kuehniellaZeller (Zeller 1879)

I1.1.1. position systématique

Ephestia Kuehniella (Zeller) est un insecte holométabole micro lépidoptere de la famille
des pyralidés (Momenet al.,2007). Constitue un groupe d'insectes important dans l'ordre des

Iépidopteres. La classification de cette espece selon NCBI (2018) est la suivante:

Regne : Animalia
Sous-regne : Metazoa
Embranchement : Hexapoda
Classe : Insecta

Sous classe : Pterygota
Super ordre : Endopterygota
Ordre : Lepidoptera
Famille : Pyralidae
Genre : Ephestia
Espece : kuehniella Zeller

12
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I1.1.2.Cycle biologique

Chez Ephestia kuehniella, la durée totale du cycle complet de I'évolution dure environ 61
jours a une température constante de (27°+1°C) (Pakyariet al.,2018) , et une humidité relative
de 70 % (Vieira et al., 1992), ce Lépidoptere holométabole est passée par 4 stades successifs :

ceuf, larve, nymphe et adulte (Figure 2).

v' L’ceuf : il est de couleur blanchatre et de forme ovoide, sa durée d’incubation varie de 3
a 14 jours (Balachowsky, 1972), selon la température ambiante. Il mesure 460 um de

longueur et de 230 pm de largeur (Hami ; 2004).

v' La larve ou chenille: elle passe par six stades larvaires. La larve du premier stade
mesure de 1 a 1,5 mm de long, elle peut atteindre jusqu’a 15 @ 20 mm au stade final. Dés
son exuviation, la larve se nourrit directement de la farine, elle est de couleur blanche
virant 1égérement vers le rose. Le male se différe de la femelle par la présence de deux
taches noires a la face dorsale de I’abdomen, qui correspondent aux testicules (Hami,

2005; Taibi, 2007).

v" La chrysalide ou nymphe : la larve du dernier stade subit une mue nymphale et devient
chrysalide. De profonds remaniements se manifestent, ¢a consiste en la destruction des
organes larvaires et a 1’édification de ceux de 1’adulte, notamment la maturation sexuelle
(Cassier, 1996). La nymphe est de couleur blanchatre et devient de plus en plus foncée
avec 1’age. Entourée d’un cocon de soie blanche contenant des substances nutritives, la
chrysalide aboutit a un adulte aprés une durée du développement nymphale variant de 8

a 12 jours (Hami, 2005).

v L’adulte: la chrysalide subit une mue imaginale apportant les derniéres modifications en
réalisant 1’insecte parfait qui est un papillon de 20 a 25 mm d’envergure, les ailes
antérieures sont grisatres satinées, avec des points noirs, les ailes postérieures sont
blanchatres finement frangées . Les femelles adultes pondent juste aprés 1’accouplement
qui aura lieu quelques heures apres I’émergence et la fécondité est de 200- 300 ceufs en

amas au fond et sur les parois des sacs de farine (Balachowsky, 1972).

13
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123 jours

§a12 jours
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Figure 2 : Cycle de développement d’E. kuehniella(Hami et al.,2004)
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I1.1.3.Elevage

Les insectes proviennent des moulins Seybouse d’Annaba, L’élevage est conduit au
laboratoire sous des conditions optimales de développement, caractérisées par une température
de 27°C, une humidité relative voisine a 70%. Les larves du dernier stade sont isolées dans des

boites en plastique contenant de la farine pour qu’elles puissent se nymphoser.

I1.2. Présentation du matériel végétale

L’ortie (Urtica dioica .L ou grande ortie) est une plante médicinales importantes du point
de vue botanique en raison de leurs composés actifs nutritionnels et médicinaux. Son nom latin
«Urtica» venant du verbe urere, qui signifie «briiler ». Alors que la lettre « L » fait référence a

la classification des Carl Von Linné. (Langlade, 2010)
I1.2.1.Description botanique

C’est une plante herbacée vivace mesurant de 1 a 2 m (Semaltyer al., 2017)
communément appelée «ortie» ,elle est trés répandue dans les zones tempérées et tropicale du
monde (Di Virgilioer al., 2014) Généralement préfere de se pousser dans des sols riches en

métaux lourds et en azote avec beaucoup d'humidité (Kregielez al., 2018).

Urtica dioica.L est une espece dioique, elle possede des fleurs males et femelles sur des
pieds séparés donnent naissance a un fruit appelé akéne contenant un grain. (Wichtler Anton,
2003). Ses feuilles sont opposées, ovales, allongées, aigués au sommet (IESV, 2011). La tige
est dressée, verte et quadrangulaire (CorsietMasini, 1997).Les tiges et les feuilles sont

couvertes de poils «trichomes » trés urticants (Oess, 2014).

La grande ortie possede deux types de racines les unes en rhizomes et les secondes sont
racine brun grisatre, torsadée irrégulierement, d'environ 5 mm d'épaisseur (Bisset, 1994).
L’espéce d’Urtica dioica peut se reproduire sexuellement par les graines et asexuée par les

rhizomes (Sriitek et Teckelmann, 1998).

15



MATERIEL & METHODE

Figure 3:Urtica dioica .L (Bernard, 2018)

I1.2.2.Position systématique

Le genre Urtica appartient a la famille des Urticacées (Ahmed efParasuraman, 2014) qui
ont été décrits pour la premiere fois par Antoine-Laurent de Jussieu en 1789 sous le nom
«Urtica» (Grofle-Veldmann, 2016), constitués de 45 genres comprenant plus de 600
especesUrtica avec 63 especes est le genre le plus important de cette famille, (Friis, 1993 ;

GrofBie-Veldmannet al., 2016). La position systématique d 'Urtica dioica.L selonCABI (2018)

est la suivante :

e Régne :Plantae
e Ebranchement: Spermatophyta

¢ Sous embranchement: Angiospermae

e Classe: Dicotylédones
e Ordre: Urticales

e Famille: Urticaceae

e Genre: Urtica

e Espéce: Urtica dioica
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I1.2.3. Récolte et Séchage

La plante a été récoltée manuellement de Belkhier dans la wilaya de Guelma au mois de
Février, Mars et avril 2019, les feuillets de la plante ainsi récolté¢ ont été séchés a I’ abri de la

lumiére et sous ombre pendant 15 jours.
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Guelma pm X ]?h j
aolld i)

[Wiza) [ Nao]

Cité Kafi Mohamed Esalah X
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36.4671007, 7.478255

Données cartographiques £2019 Google  Algénie  Condition:

Figure 4 : Localisation géographique de la région de collecte d’Urtica dioica

(Googlemaps.com)
I1.2.4. Extraction par hydrodistillation

L’extraction des HE a été effectuée au niveau de laboratoire de biochimie appliqué de
I’université de Badji Mokhtar —Annaba. En utilisant un hydrodistillateur de typeClevenger
(figure 5) .

Au cours de cette procédure une quantité de 80 g de feuilles fraiches a été ajouté a 300 ml
d’eau distillé dans un ballon de 1000ml, I’ensemble a été porté a I’ébullition dans un chauffe
ballon pendant 3 a 4h a une température de 100°C. A la fin de la distillationle liquide

obtenu(distillat) contient deux phases une phase organique et une phase aqueuse. Pour
17
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récupérer l'huile essentielle, on a recours a une extraction liquide-liquide, a 1’aide de ’ampoule

a décanter, en utilisant leNaCl et le solvant cyclohexane et le diéthyléther. Il faut noter que
cette opération a été répétée 3 fois.

Figure 5 : Représentation schématique de I'équipement d'hydrodistillation

http://lessentieldeshuilesessentielles.e-monsite.com/pages/iii-
notreexperience/hydrodistillation.html

La décantation est le plus souvent réalisée dans une ampoule a décanter (figure 6) selon
les étapes suivantes :

e La solution a décanter est placée dans ’ampoule ;

¢ On rajoute ensuite 20 ml de solvant (cyclohexane, diéthyl éther) et 3g de NaCl ;
e L'ampoule est alors fermement secouée en prenant garde de dégazer le mélange
de temps en temps en retournant I'ampoule et en ouvrant doucement le robinet ;

¢ Enfin nous avons recueilli deux phases : une phase aqueuse et une phase
organique.

18
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Figure 6 : Montage de la décantation (originale 2019)

La phase organique est un mélange homogene liquide, une distillation simple sous vide
par un évaporateur rotatif (figure 7), a été réalis¢ dans le but est de séparer le solvant de I’huile

essentielle.

L’évaporateur rotatif permet d’évaporer rapidement un solvant a une température
relativement estimé selon le solvant destiné a évaporer, dans cet étude le solvant a évaporé est
le cyclohexane et le diéthyléther qui ont une température d’ébullition de 69°t 37°C

respectivement.

Apres évaporation de solvants, I’huile purifiée a été recueillie dans un flacon opaque

hermétiquement fermé, recouvrit de papier aluminium pour protéger de la lumiére et conservé a

4°C.
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1- Moteur 3- Bain marie thermostat 5- Ballon de solvant extrait

2-Réfrigérateur 4- Robinet de mise en vide 6- Ballon de solvant a extraite

Figure 7 : Montage de 1’évaporateur rotatif (Originale 2019)

11.2.5. Rendement

Le rendement en huile essentielle a été exprimé en g pour une biomasse totale de 220 g de

matiere végétale selon I’équation suivante (Pharmacopée européenne, 2005):

(o}

M
R=———-x100

Sachant que
M= Masse de flacon remplis.
MP°= Masse de flacon vide.

MV= Masse initiale de la mati¢re végétale (Pharmacopée européenne, 2005)
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I1.3. Evaluation de ’activité bio-insecticide de ’H.E

II. 3.1. Traitement par application topique

L’étude de I’effet des huiles essentielles sur des chrysalides nouvellement exuviées (0j) a

¢té déterminée par application topique. Différentes doses d’huile essentielle ont été
testées(figure 8).
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Pour chaque essai, 1 ml d’une solution acétonique contenant chacune des huiles
essentielles a 2, 4, 6, 8 et 10 pl/ml d'acétone a été convenablement mélangé. L’acétone est
choisie pour sa rapidité d’évaporation avec toute absence d’effet résiduel.Une quantité de 2ul
a été déposé sur la face latéro-ventrale des chrysalides nouvellement exuviées(figure 9).
Les témoins ne recoivent aucun traitement.Les essais ont été répétés 3 fois pour chaque

dose. Les comptages des insectes morts ont été réalisés chaque jour.

I1.3.2.Traitement par la poudre des feuilles

Des feuilles séchées de 1’ortie a été broyée a 1’aide d’un pilon et mortier jusqu’a toutes les

feuilles ont été devenues sous forme de poudre fine puis tamisée a travers un tamis fin.

Ensuite une quantité¢ de 0, 25, 0, 50,1, 2g de la poudre ainsi obtenue a été mis dans des
boites séparées contenant chacune 20g de farine puis 10 adultes d’E. Kuehniella ont été
introduits dans chaque boite. 3 répétitions ont été mis en place pour chaque dose, Le nombre
d'insectes morts de différents traitements a été compté a un intervalle de 4 jours et comparé au
groupe témoin (sans aucun traitement botanique) et dans les mémes conditions afin de choisir

la dose la plus efficace pour lutter contre ces ravageurs.
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I1.4. Etude Toxicologique

Afin de caractériser I’efficacité de I’huile essentielle d’Urtica dioica.L, a 1’égard des
chrysalides nouvellement exuviées, il est nécessaire d’estimer des doses d’inhibition de
I’exuviation adulte (DI50). Les pourcentages d’inhibition observés sont corrigés par la formule
d’Abott (1925) qui permet d’éliminer la mortalité naturelle et de connaitre la toxicité réelle de

I’huile essentielle par I’analyse des probits (Finney, 1971).

Mortalité observées — Mortalité observées chez les témoins
Mortalité corrigé = X100

Les pourcentages de mortalités corrigés subissent une transformation angulaire selon
Bliss, cité par Fisher & Yates (1957). Les données normalisées font I’objet d’une analyse de la
variance a un critére de classification, suivie par le classement des doses par le test de Tukey.
Les mortalités corrigées obtenues permettent d’établir une courbe des probits en fonction des
logarithmes décimaux des doses. Les pourcentages se convertissent en leurs probits (Fisher &
Yates, 1957). Le logarithme décimal des doses d’inhibition de 1’exuviation adulte (DIS0 et
DI90) sont déterminés a partir des droites de régression selon le procédé mathématique de

Finney (1975).

Les intervalles de confiances de la DI5S0 sont ensuite calculés selon la méthode de

Swaroop (1966) avec une probabilité de 95%.
Limite supérieure = DI 50 x FDL 50
Limite inférieure = DI 50 / FDL 50
Aussi, deux parameétres sont nécessaires :

v Le ler paramétre est le S (Slope) donné par la formule :




MATERIEL & METHODE

v Le 2éme paramétre est le FDLsy donnée par la formule suivante :
e FDL50= Anti Log C

e C=2,77/VNxlog$

e N = Nombre total des chrysalides testées entre DI16 et DI84.

I1.5. Extraction et dosage des protéines totales

L'extraction des protéines d’E.Kuehniella est effectuée a la température ambiante a partir
des échantillons des chrysalides nouvellement exuviées, témoins et traité avec les dose létales
50 et 90 respectivement DL 50= 5 ,37pg/ml et DL 90 = 33,11pg/ml des huiles essentielles

administré séparément par application topique.

Ensuite les échantillons sont conservés jusqu’a leur utilisation dans une solution de phenyl
méthyl sulfonylfluoride (PMSF) a 0,1% dans L’eau. PMSF est utilisé a raison de 45 mg / Iml
d'éthanol.

La quantification des protéines a été réalisée selon la méthode de Bradford (1976) utilisant
le bleu brillant de coumassie (G250, Merck) comme réactif (100mg BBC ,50 ml d'éthanol
absolu 95°, 100ml d'acide ortho phosphorique a 85% complété a 1000ml par de I'eau distillée)
sa durée de conservation est de 2a 3 semaines a 4°C, et I'albumine de sérum de bceuf (BSA,

Sigma) comme protéine standard a 1mg/ml (tableaul).

Tableau 1: Réalisation de la gamme d'étalonnage pour la quantification des protéines

Tubes 1 2 3 4 5
Quantité d’albumine (ul) 0 20 40 60 80
Réactif (BBC) (ml) 4 4 4 4 4
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20

Une fraction aliquote de 100ul de la gamme et de l'extrait protéique de chaque

échantillon est additionnée de 4ml de réactif BBC.

Apres agitation, il se développe une coloration bleue dont les absorbances sont lues

dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm contre un blanc de gamme.
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Des chrysalides d’Ephestia kuehniella,

l

1 ml de TCA (a 20%)

l

Centrifugation (5000 tours/min) 10min

l

Culot 01

l

Broyage (ultrasons)

|

Culot i+ 01 ml éther/chloroforme (V/V)

l

Centrifugation (5000 tours/min) 10min

l

Culot 02+ 01ml NaOH (0.1N)

l

Agitation

l

Dosage aliquote 100pL+ 4ml BBC

l

Lecture des absorbances a 595nm

Broyage a ’ultrason

(Désintégrateur)

Figure 10 : Dosage des protéinesselon Bradford (1976)
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I1.6. Etude statistique

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel Minitab 18. Les résultats
obtenus ont été¢ exprimés par la moyenne plus ou moins 1’écart type (m= s). Différent test
tels que 1’analyse de la variance a un et a deux critéres de classifications, suivi par le test de

Tukey, le test «t» de Student, ainsi que la régression linéaire, ont été utilisés.
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II1. Résultats
1I1.1. Rendement

L’huile essentielled ‘urtica dioica.L extraite par hydrodistillation est caractérisée par une forte
odeur avec une couleur jaune péle a blanc transparent, son rendement moyen calculé sur la
base d’une masse de 220g a été trouvé de ’ordre de 0.95%. Notons que de nombreux facteurs

extrinséques et intrinseques peuvent influencer le rendement total en huiles essentielles.

I11.2. Etude toxicologique

I11.2.1. Etude toxicologique de I’huile essentielle d’Urtica dioica

Les études toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité del’huile essentielle
d’Urtica dioica a I’égard d’un ravageur des denrées stockées E. kuehniella évaluée a partir
des mortalités enregistrées chez les individus cibles. Les tests de toxicité sont réalisés sur des
chrysalides nouvellement exuviées avec des différentes doses 2, 4, 6, 8 et 10ug/ml. La
mortalité¢ a été relevée au terme du développement nymphal. Les doses d’inhibition de
I’exuviation adulte (DI50) et (DI90) qui caractérisent la toxicité d’un bio-insecticide ont été
déterminées. Ces valeurs représentent la quantité de matiére active pour détruire

respectivement 50% et 90% de la population traitée apres correction de la mortalité.

111.2.1.1. Efficacité de I’huile essentielle des feuilles d’Urtica dioica sur P’inhibition de

I’exuviation adulte

Apres traitement avec I’huile essentielle, en application topique a différentes doses (2-4-
6- 8 et 10ul/2ul) sur des chrysalides nouvellement exuviéed 'Ephestia kuehniella, nous avons
mentionné dans le tableau 2le taux observé d’inhibition de I’exuviation adulte. Elle est de
I’ordre de 6,67%= 3,33 chez les séries témoins et augmente chez les séries traitées avec une

relation dose - réponse, elle atteint 76,70%= 8,20avec la dose la plus ¢levée (10ul).
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Tableau 2 : Effet de I'huile essentielle administré in vivo par application topique a

I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella, sur le taux observé d’inhibition de

I’exuviation adulte (m= s, n= 3répititions comportant chacune 10 individus).

Répétition | Témoins 2nl 4nl 6nl 8ul 10pl
1 10 40 40 60 70 60
2 0 30 40 70 80 80
3 10 30 50 70 60 90
m%= s 6,67+3,33 | 33,33+5,77 | 43,33+5,77 | 66,67+5,77 | 70,00+4,33 | 76,70+8,20

Tableau 3: Effet de I'huile essentielle administré in vivo par application topique a

I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella, sur le taux corrigé d’inhibition de I’exuviation

adulte (m# s, n= 3répititions comportant chacune 10 individus).

Répétition 2nl 4nl 6nl 8ul 10pl

1 33,33 33,33 55,56 66,66 55,55

2 30,00 40,00 70,00 80,00 80,00

3 22,22 44,44 66,66 55,56 88,88
m%= s 28,52+3,29 39,26+3,23 64,07+4,36 67,41+7,07 74,81£9,97

Les taux corrigés d’inhibition de I’exuviation adulte (tableau 3) subissent une

transformation angulaire (Tableau 4) et font ’objet d’une analyse de la variance & un seul

critere de classification (Tableau 5). Les résultats indique qu’il existe un effet dose hautement

significatif (P< 0,01). Le classement des doses par le test de tukey révele quatre groupes de

doses. Le premier A renferme la dose 2ug, le second B renferme la dose 4pg, le troisieme C

les doses 6 et 8 ug et le quatrieme renferme la dose 10ug (Tableau 6).
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Tableau 4: Effet de I'huile essentielle administré in vivo par application topique a
I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella, sur le taux corrigé d’inhibition de I’exuviation

adulte : transformation angulaire (m £ s ; n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).

Répétitions 2nl 4nl 6nl 8ul 10pl

1 35,06 35,06 47,87 54,04 50,77

2 33,21 29,23 56,79 63,43 63,43

3 27,97 41,55 54,04 47,87 71,57
m=s 32,08+2,12 | 35,28+3,58 | 52,90+2,54 | 55,11+4,52 | 61,9246,05

Tableau 5: Effet de l'huile essentielle administré in vivo par application topique a

I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella, sur le taux corrigé d’inhibition de I’exuviation

adulte : analyse de la variance (m = s ; n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).

Source de
DDL SCE CM F obs P
variation
Factorielle 4 2046,8 511,69 10,50 0,001 **
Résiduelle 10 457,3 48,73
Totale 14 2534,0

** . Différence hautement significative p<0,01

Tableau 6: Effet de I'huile essentielle administréein vivo par application topique a
I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella, sur le taux corrigé d’inhibition de I’exuviation

adulte : Classement des doses (m + s ; n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).

Doses (ul) Mortalité corrigées Mortalité transformées Classement
2 28,52+ 3,29 32,08 +2,12 A
4 39,26+ 5,59 35,28 +3,58 BA
6 64,08+ 6,56 52,90 + 2,54 CB
8 67,41+ 7,06 55,11 +£4,52 CB
10 74,81+ 5,71 61,92 + 6,05 C
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L’équation de la droite de régression expriment le probit des pourcentages de mortalité
corrigée en fonction du logarithme décimal des doses a été établie avec un coefficient de
détermination (R*= 95 %) elle révéle une liaison positive trés forte entre le probit et le
logarithme décimal des doses (Tableau 7). Les doses d’inhibition 50 (Dlsg) et 90 (Dlg),
déterminées a partir de la droite de régression sont respectivement de 5,37 pg/insecte
(intervalle de confiance: 3,983 — 7,243 a (95%) et 33,11.ug/insecte (intervalle de
confiance 24,562:— 44,632 a (95%) avec un slope de 3,82 (Tableau 8, Figure. 10).

Tableau 7: Effet de I’huile essentielle administré in vivo par application topique a
I’exuviation nymphale d’Ephestia kuehniella, sur le taux corrigé d’inhibition de I’exuviation
adulte : transformation en probits des mortalités corrigées (m =+ s ; n= 3 répétitions comportant

chacune 10 individus).

Doses (ul) 2 4 6 8 10

Mortalités corrigées 28,52

(%) 39,26 64,08 67,41 74,81

Probits 4,4319 4,7285 5,3611 5,4510 5,6682

5,7

y = 1,6284x + 3,8042
25 R?=0,9505

53

51

Probits

4,9

4,7

4,5

4,3
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Log doses
Figure 11 :Efficacité des HE d’Urtica dioica.L administré par application topique sur des

chrysalides d’E.Kuehniella : analyse des probits

30



RESULTATS

Tableau 8 : Efficacité de ’huile essentielle, administré in vivo par application topique a des
chrysalides nouvellement exuviées d’E. kuehniella : Analyse des probits de la DI5S0 et DI90

(IC : intervalle de confiance).

Equation de
Traitement ] . Slope DI 50 (IC) D190 (IC)
régression

H.E. d’U. dioica | Y=1,6284+3,8042 3,82 5,73 (3,983 — 7,243) 33,11(24,562:— 44,632

3.2.2. Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica
3.2.2.1. Effet insecticide de la poudre des feuilles sur les adultes d’E. kuehniella

Les études toxicologiques permettent de déterminer I’efficacité de la poudre des feuilles d’U.
dioica évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles. Les tests de
toxicité sont appliqués sur des adultes d’Ephestia kuehniella avec des différentes doses en

poudres : 0,25g, 0,5g, 1g et 2g pendant 24 h, 48h 72h et 96 heures.

Tableau 9: Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica, sur le taux de mortalité observée
(%)des adultes d’Ephestia kuehniella24 heures apres traitement (m=+ s, n= 3répititions

comportant chacune 10 individus).

Répétitions | Témoins 0.25¢g 0,5g 1g 2g
1 0 0 0 10 30
2 0 10 10 20 20
3 0 0 0 10 10
mzs 0 3,33+4,71 3,33+4,71 13,33+4,71 20,00+8,16
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Figure 12: Effet de la poudre des feuilles d 'Urtica dioica, sur le taux de mortalité

corrigée (%)des adultes d’Ephestia kuehniella24 heures apres traitement.

Les résultats mentionnés dans le tableau 9 montrent que le taux de mortalité observée
des adultes d’Ephestia kuehniella est proportionnel aux doses employées. Il passe de
3,33+4,71 chez les séries témoins a 20,00+£8,16 chez les séries traitées avec la plus

forte dose (2g).

Tableaul0 : Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica, sur le taux de mortalité
observée (%)des adultes d’Ephestia kuehniella48 heures aprés traitement (m# s, n=

3répititions comportant chacune 10 individus).

Répétitions 0.25¢g 0,5g 1g 2g
1 0 10 20 40
2 10 30 30 40
3 0 20 10 20
m=s 3,33+4,71 20,00+8,16 20,00+8,16 33,33+9,43
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Figure 13 : Effet de la poudre des feuilles d 'Urtica dioica, sur le taux de mortalité

corrigée (%)des adultes d’Ephestia kuehniella48 heures apres traitement.

Tableaull : Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica, sur le taux de mortalité

observée (%)des adultes d’Ephestia kuehniella 72 heures aprés traitement (m* s, n=

3répititions comportant chacune 10 individus).

Répétitions Témoins 0.25¢g 0,5g 1g 2g
1 0 10 30 30 40
2 10 30 40 50 60
3 0 20 40 40 40
mzs 3,33+3,33 20,00+5,77 36,67+5,33 40,00+5,77 46,67+6,76
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Figure 14: Effet de la poudre des feuilles d'Urtica dioica, sur le taux de mortalité

corrigée (%) des adultes d’Ephestia kuehniella 72 heures apres traitement.

Tableaul2 : Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica, sur le taux de mortalité observée

(%)des adultes d’Ephestia kuehniella96 heures apres traitement (m# s, n= 3répititions

comportant chacune 10 individus).

Répétitions Témoins 0.25¢g 0,5 lg 2g

1 10 40 40 50 60

2 10 40 50 60 80

3 0 20 50 40 50
m=s 6,66+4,71 33,33£9,43 | 46,66+4,71 50,00+5,77 | 63,33+12,5
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Figure 15: Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica, sur le taux de mortalité

corrigée (%)des adultes d’Ephestia kuehniella96 heuresapréstraitement .

Apres 48h de test, la mortalité corrigée est entre 17,41 % et 45,18%(Tableau 10, figure 14).

Par contre apres 72 heures, la mortalité augmente pour atteindre un taux compris entre 28,87

et 61,10% avec la dose la plus élevée pendant 96 heures (Tableau 11et 12, figure 15, 16)

Tableau 13: Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica sur des adultes d’Ephestia

kuehniella, sur le taux de mortalité corrigée (%) en fonction des doses (g) et du temps

d’exposition (heures).

Doses (g)
0,25 0,5 1 2
Temps (h)
24h 3,33+4,71 3,33+4,71 13,33+4,71 20,00+8,16
48h 3,33+4,71 20,00+ 8,16 20,00+ 8,16 33,33+ 9,43
72h 17,41+5,32 34,4442 ,94 41,85+7,43 45,18+5,18
96h 28,87+6,28 42,59+6,93 43,33+10,5 61,10+ 12,00
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Figure 16: Effet de la poudre des feuilles d’Urtica dioica, sur le taux de mortalité
corrigée (%) des adultes d’Ephestia kuehniella en fonction des doses (g) et du temps

d’exposition (heures)

Tableaul4: Effet de la poudre des feuilles d’U. dioica, sur le taux de mortalité corrigée (%)
des adultes d’Ephestia kuehniella paranalyse de la variance (m = s; n= 3 répétitions

comportant chacune 10 individus).

sz:f:;:: DDL SCE CM F P
Temps 3 2792,5 930,84 94,11 0,000%%*
doses 3 1466,0 488,66 25,78 0,000%%*
Erreur 9 4429,1 18,95
Total 15

*** Différence trés hautement significative

L’analyse de la variance a deux critéres de classification pour un seul traitement, montre une

différence trés hautement significative (p=0,0001) pour les doses et le temps (Tableau 14,
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Figure 17). Ce qui implique que les deux facteurs ont une grande influence sur la mortalité

des adultes d’E. kuehniella.

L’équation de la droite de régression expriment le probit des pourcentages de mortalité
corrigée en fonction du logarithme décimal des doses a été établie avec un coefficient de
détermination (R*= 91 %) elle révéle une liaison positive trés forte entre le probit et le
logarithme décimal des doses. Les doses d’inhibition 50 (DlIsg) et 90 (Dlg), déterminées a
partir de la droite de régression sont respectivement de 1,50 g (intervalle de confiance : 0,85—
4,23 a2 (95%) et 5,11g/ (intervalle de confiance 4,20-10,30 a (95%) avec un slope de 3,82
(Tableau 15, Figure 18.).

5,3 °
5,2
5,1
5,0

Pr 49
obi °
ts

4,7

4,6
4,5

4,4
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

Log doses

Figure 17: Efficacité de la poudre des feuilles d’U. dioica sur des adultes d’'E. kuehniella:
Analyse des probits.
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Tableaul5 : Efficacité de la poudre des feuilles d’U. dioica sur des adultes d’E. kuehniella,
Analyse des probits de la DL50 et DL90 (IC : intervalle de confiance).

Equation de
Traitement ) . Slope DI 50 (IC) D190 (IC)
régression
Poudre d’U.
o Y=4,967+0,8467X | 3,82 1,50 (0,85—4,23) 5,11 (4,20-10,30)
ioica

I11. 3. Effet in vivo de I’huile essentielle d’U. dioicasur la quantité des protéinesd'E.

kuehniella.

Le taux des protéines a été déterminé chez leschrysalides d’E. kuehniella, la quantification des
protéines a été effectuée a partir d’une courbe de référence. L’équation de régression a été
déterminée comme suit : Y= 0,092X+0,034, avec un coefficient de détermination : R? = 0.94.

(Figure 19).L’¢étude comparative entre témoins et traitées a la DL50 et DL90 révelent une
réduction hautement significative (p< 0,01) et une réduction trés hautement significative (p<
0,001) respectivement du contenu en protéines totaux chez les séries traitées a la DL90 par

apport aux séries témoins.(Tableaul6)
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y=10,092 X + 0,034
R>=0,9423
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Figure 18: Dosage des protéines totales : courbe de référence exprimant I’absorbance en

fonction de la quantité de protéine standard

Tableau 16 : Effet de I’huile essentielle d’U. dioica administrées par application topique

Sur des chrysalides nouvellement éxuviées, sur la quantité de protéines totales (ng/chysalide)

(m+s, n= 3 répétitions comportant chacune 3 individus).

Traitement avec
HE Témoin DL 50 (5,73nl) DL (90) (33,11pl)
m=s 3.14+0.24 1.343 +£0.29 0.61+0.19
Seuil de
P=0,013 P=0,002
signification
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Figure 19: Effet de ’huile essentielle d’U. dioica administrées par application topique
Sur des chrysalides nouvellement éxuviées, sur la quantité de protéines totales (ng/chysalide)

(m=s, n= 3 répétitions comportant chacune 3 individus).
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IV. Discussion

IV.1.Rendement

La méthode d’obtention des huiles essentielles reste une étape trés importante qui peut
agir directement sur la qualité et la quantité¢ des huiles essentielles. Le succes de cette étape
est interprété par le calcul des rendements (Bruneton, 1987). Les huiles essentielles de
["Urtica dioica ont des propriétés biologiques trés intéressantes, selon les travaux d’lIlies et al
(2012 ) ils ont obtenu un rendement entre 0.01% en huile essentielle de /’Urtica dioica lors de
la distillation alors que Sitrallah et Merza(2018) ont rapporté qu’ils ont obtenus un
rendement de 1.49% de I’HE de ’ortie. Dans notre étude nous avons observé un rendement
moyen de 0.95% a partir 200g de la partie aérienne (feuilles).

le rendement des HE varie d’une plante a une autre, les feuilles de Marjoram présentent

un rendement de 1% ,et de 0,5% chez Artemisia mesatlantica et il est de 0,1 a 0,35 % chez la
rose (Edward et al. 1987). Cette variabilit¢ en huile essentielle entre ces plantes, tant au
niveau de leur composition, qu’au plan du rendement, peut s’expliquer par différents facteurs
d’origine intrinseéques, spécifiques au bagage génétique de la plante ou extrinseque, liés aux
conditions de la croissance et du développement de la plante (Derwich ez al., 2011; Djouahri

et al., 2015)

IV.2. Effet insecticide de I’huile essentielle d’Urtica dioica

La toxicologie s'intéresse a la composition chimique et aux effets de toutes les
substances toxiques connues, ainsi qu'a leurs effets post mortem .Les tests toxicologiques ont
pour intérét de caractériser le pouvoir insecticide d’une matiére active a I’égard d’un insecte
donné, d’ou la nécessité d’évaluer les concentrations I1étales (CL50 et CL90).

Les résultats obtenus montrent que I’huile essentielle extraite des feuilles de la plante
aromatique testée présentent un effet insecticide sur les chrysalides et les adultes d’E.
kuehniella évaluée a partir du taux de mortalité enregistrés apres traitement. L’efficacité de ce
produit augmente en fonction des doses utilisées (2, 4, 6, 8 et 10 pul/ml).

En effet nous avons estimé les doses d’inhibition 50 et 90 DL 50 et la DL 90 d’huiles
essentielles d’Urtica dioica (DL50=5.37, DL90=33.11ug /ml).
de ce fait nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par de nombreux auteurs qui ont
mis en ¢évidence I’efficacité de nombreuses huiles essentielles appliquées comme bio-
insecticide. C’est ainsi que Yahyaoui (2005) a réalis¢ des tests sur I’efficacité par inhalation
et contact des huiles essentielles de la menthe verte agit sur Rhyzopertha dominica et

tribolium confusum ; a la dose de 3,12% I’huile essentielle de la menthe verte agit
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pratiquement de la méme maniere sur Rhyzopertha dominicaet sur Tribolium castaneum avec
100% de mortalité. Elguedoui (2003) a testé I’efficacité des huiles essentielles de romarin et
de thym sur Rhyzopertha domicades ; par contact et par inhalation, il prouvé I’effet
insecticide de ces deux huiles.

Autres travaux réalisés confirment aussi 1’effet insecticide des huiles essentielles de certaines
plantes sur les ravageurs des denrées stockées comme Lavandula angustifolia,
Rosmarinus officinalis., Thymus vulgaris et Laurus nobilis contre: Sitophilus oryzae,
Rhyzopertha dominica et Tribolium castaneum. Sitophilus oryzae et Ryzopertha dominica
présentent le maximum de sensibilitée pour les huiles essentielles (Rozman et al., 2007).
(Ebadollahi et al., 2010) ont étudié¢ la toxicité insecticide fumigéne des huiles essentielles
d’Agastache Foeniculum. La CL 50 obtenue aprés 24 heures sur les adultes
d’Oryzaephilus. Surinamensis et Lasioderma serricorne est respectivement 18.781 et 21.565
uwl/L d’air. Oryzaephilus surinamensis est plus sensible que Lasioderma. serricorne , ainsi que
le nombre de mortalité augmente quand la concentration augmente. Benazzeddine (2010)
souligne que par contact les cinq huiles essentielles (Citronnelle, Romarin, Eucalyptus, Thym
et Menthe) manifestent un taux de mortalité assez important sur les deux espéces. Toutes les
huiles ont une efficacité trés forte qui dépasse 88 % de mortalité sur S. oryzae a I'exception de
la Citronnelle qui n'a atteint pas les 70 % de mortalité. Les mémes observations ont été faites
apres application des composés allélochimiques des Allium avec des doses variant de 0,02 mg/l a 1,23
mg/l sur cinq espéces d’insectes :Callosobruchus maculatus, Sitophilus oryzae, S. granarius
appartenant a 1’ordre des coléopteres, et Ephestia kuehniella et Plodia interpunctella appartenant a

I’ordre des 1épidoptéres (Auger et al, 2002).

IV. 3. Effet insecticide de la poudre des feuilles sur les insectes adultes d’Urtica
dioica

Les résultats obtenus montrent qu’effectivement les poudres des feuilles de la plante
testée exercent une activité insecticide sur les adultes d’E. kuehniella . Les résultats des tests
statistiques montrent le taux de mortalité des insectes qui dépend de la dose utilisée en poudre
des feuilles et la durée d’exposition.

La poudre des feuilles des plantes aromatiques présente un effet toxique sur les insectes
comme elle peuvent agir en tant que barriére physique. Selon Kassemi (2014) les poudres de
2 plantes P.integrifolius et N.nepetella montrent un effet insecticide sur les adultes des
bruches (Callosobruchus maculatuset Acanthoscelides obtectus) et les ravageurs du blé

(Stophilus granarinus ;Rhyzopertha domonica castaneum) et Sur les larves de Tribolium
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castaneum . Bouchikhi-Tani (2014) a montré que la longévité est proportionnelle a la dose
des poudres testées et que chez le bruche des haricots ; la poudres des feuilles les plus
efficaces sont Rosmarinus officinalis (Lamiacées) et Origanumg landulosum (Lamiacées).
Des résultats similaires montrent que la poudre des feuilles de Rosmarinus officinalis est plus
efficace contre les adultes de Tribolium castaneum comparativement avec la poudre des
feuilles de Thymus ciliatus. La toxicité de ces plantes varie selon la dose utilisée et la durée
d’exposition (Belarouci 2017). Selon Bouchikhi-Tani (2011) les doses en poudre des feuilles
de Lavandula stoechas enregistrent des mortalités de Tineola bisselliella importantes entre

0,45 et 0,6 g.

IV. 4. Effet des HE sur les protéines totales

D’apres nos résultats 1’effet insecticides de I’'HE d’Urtica dioica. L semble a avoir
affecté la teneur des macromolécules chimiques (protéines) des échantillons traités. En effet
les réservoirs d’énergie sont fondamentaux pour les Iépidoptéres attaquant les produits
stockés car les adulte ne se nourrissent généralement pas ou pas du tout, exploitant ainsi les
ressources énergétiques accumulées au cours des stades larvaires (Campolo ef al., 2018).Les
propriétés intrinseéques des HE peuvent perturber les fonctions métaboliques, biochimiques et

physiologiques des insectes nuisibles (Svoboda et Greenaway, 2003).

L’effet des HE sur les protéines totales des insectes a été exploité par nombreuse études
Selon Nasr et al (2015) les larves de Plutella xylustella L. (Lepidoptera: Pyralida) traités par
les HE d’Origanum vulgare. L avec une dose 1étale DL.=0.710% ont montré une domination
significative dans la teneur en protéines. Le méme résultat a été observé par Zamani et
al.,2011 lors de traitement des larves Plodia Interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) avec
DL50= 8,14% toujours en comparaison avec des témoins non traités . L’effet de Mating sur
Drosophila mélanogaster induit des variations du taux de protéines (Kapelnikov et al. 2008).
Une baisse de la protéinémie est observée également chez Leptinotarsa decemlineata apres
application de la 20E, du RH-5849 et du RH-5992 (Smaggheet al. 1999) ou encore chez
Spodoptera littoralis aprés traitement avec le RH-5849 (Smagghe & Deggheele, 1992b).
Chez T. molitor, ’application du KK-42 in vivo réduit les concentrations des protéines
hemolymphatiques (Soltani-Mazounie? al. 2001). Selon Ribeiro (2001) la diminution des
protéines pourrait étre due a la décomposition des protéines en acides aminés pour compenser
les pertes d'énergie causées par les insecticides. Toute perturbation dans ce type de ressources

provoque une inhibition de la croissance due a une modification de la disponibilité¢ des
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protéines, et peut avoir a un effet direct et indirect sur les adultes résultants (Harborne,

1993, Sak et al., 2006).

44



CONCLUSION



Conclusion & Perspective

Conclusion

Dans le but de mettre au point des insecticides a faible risque, biodégradables, et
facilement disponibles comme solutions de remplacement aux agents de protection

synthétiques conventionnels contre un ravageur des denrées stockées E. kuehniella.

La Présente étude vise a étudier les effets toxiques de I’huile essentielle et de la poudre
des feuilles d’une plante aromatiqueUrtica dioicaet 'effet sur les variations des protéines

totales chez un ravageur des denrées stockées E.kuenhiella.

L’huile essentiellea étéadministrée par application topique sur des chrysalides
nouvellement exuviées et par contact des adultes a ’émergence avec la poudre des feuilles de
la plante U. dioica. Lestests de toxicité étudiée ont permis d’estimer la DL 50 et la DL 90

chez les chrysalides et les adultes avec une relation dose —réponse.

L’analyse des données montrent que ces deux produits issus d’Urtica dioica possédent
une activité insecticides avec des valeurs de DL50=5,37pg/insecte et DL90= 33,11 pg/insecte
pour le traitement par application topiques de I’huile essentielle sur des chrysalides
nouvellement éxuviées. Concernant le traitement par la poudre de la plante la DL50 est de
d’ordre del,50 g et la DL 90 = 5,11g. De plus une perturbation dans le teneur en protéines a
été signalée lors de I’application des doses létales DL50 et DL90 de I’HE sur les chrysalides

nouvellement éxuviées pendant une période d’observation de 96 heure.

Sur la base de résultats de notre étude, on peut conclure queles huiles essentielles et la
poudre des feuilles de la plante aromatique Urtica dioica pourraient servir comme insecticide
efficace contre le ravageur E. kuehniella. Cecinous améne a dire que cette plante étudiée est
prometteuse comme source de Bio-insecticide et se préte bien a des investigations dans le domaine

de la lutte biologique.

Perspective il serait important d’évaluer I'impact de I'huile essentielle sur quelques
parametre de reproduction, sur le développement et sur les parametres de détoxification tels

que GSH, GST, MDA, Ainsi que d’identifier les composants responsable de cette activités.
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Annexes

% La mortalité observé aprés traitement des chrysalides par I’huile essentielle

d’Urtica dioica .L (huilesdes feuilles).
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Annexes

% Dosage des protéines chez des chrysalides d’E. kuehniella agées de 96h :

réalisation de la gamme d’étalonnage.

Albumine (pg)
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0,064
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