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INTRODUCTION

La conservation des récoltes demeure 1’un des facteurs clés de la sécurité alimentaire
d’un pays. En effet, la production agricole est généralement saisonniére alors que les besoins

des consommateurs s’étendent sur toute 1’année (ZUOXIN et al, 2006).

Les insectes des denrées stockées dont Tribolium castaneum représentent une partie
tres importante des ravageurs des denrées stockées .1ls peuvent causer des pertes importantes
en réduisant la qualité et la quantité des produits stockés. D’apres 1’Organisation des Nations
Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture (FAQ), les pertes dues aux insectes nuisibles
correspondent a 35% de la production agricole mondiale (AISSATA, 2009 ).

Les scientifiques a rechercher des alternatives de lutte pour remplacer les pesticides
organiques de synthése par des biopesticides végétaux biodégradables et respectueux de
I'environnement et la santé humaine (KHALFI-HABES, 2010).

Parmi ces biopesticides végétaux en a les huiles essentielles qui sont utilisés pendant

longtemps d’aprés plusieurs chercheurs.

Dans cette étude, nous sommes fixés comme objectif principal I’évaluation de I’effet
insecticide des huiles essentielles extraites de Mentha piperita et Rosmarinus officinalis sur le

Tribolium castaneum Herbst.
Cette étude est organisée en quatre chapitres :

-Le premier chapitre comporte des données bibliographiques sur les huiles

essentielles.
-deuxiéme chapitre sur I’insecte cible (Tribolium castaneum)
-Les matériels et méthodes utilisés sont présentés dans le troisieme chapitre.

-Le quatrieme chapitre porte sur les résultats obtenus et discussion.
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CHAPITRE I: les huiles essentielles

CHAPITRE I: les huiles essentielles

1-1- Généralités

Jusqu’a nos jours, en dépit des progrés considérables de la chimie verte, de
I’industrie pharmaceutique et de la médecine, les plantes médicinales n’ont rien perdu de leur
importance. La pharmacie moderne continue a les utiliser comme matiére premiére pour la
préparation de certains médicaments (FRANTISEK et VACLAR, 1973), elle utilise ces
molécules car elles ont un effet spécifique sur d’autres organismes, parmi ces substances, les

huiles essentielles (HE) qui caractérisent les plantes aromatiques (REMMAL et al., 1993).

Chaque huile contient sous forme concentrée la force vitale, la vibration et le champ
énergétique de la plante dont elle est tirée (SHIRNER, 2004).

Ainsi, les huiles essentielles sont redevenues des vedettes en matiéres thérapeutiques
car les incidents provoqués par des médicaments chimiques sont de plus en plus fréquents,

d’autre part, de nombreux malades sont mieux traités par des substances naturelles dont les

plantes et leurs essences (PADRINI et LUCHERONI, 1996).

Les huiles essentielles représentent importance économique pour leurs propriétés
biologiques, thérapeutique, odoriférantes...etc., de leur impact au niveau de 1’environnement
et de leurs multiples utilisations dans diverse industries, suscite un intérét croissant en
biologie et méme en chimie organiqgue (HAMMICHE, 1982).

1-2-Définition

Le terme « huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les composants
liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur
(ADOLPHE, 2012).

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par
les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits
contiennent en moyenne 20-60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu
complexes (mono terpénes, sesquiterpenes,...). Il est admis que I’effet de ces composés purs
peut étre différent de celui obtenu par des extraits de plantes (BEKECHI et
ABDELOUAHIDI, 2010).



CHAPITRE I: les huiles essentielles

Elles sont obtenu a partir d’une matiére premiére végétale ; soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par hydrodistillation », par des procédés physiques (ex : décantation, etc...)
(ADOLPHE, 2012).

Environ cinquante familles végeétales, soit 10% des végétaux supeérieurs, contiennent
des principes aromatique ou essences. Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre
stockées dans divers organes: fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces
(cannelier), bois (bois de rose, de santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badiane)
ou graine (carvi) (ADOLPHE, 2012). Il est important de distinguer entre les huiles
essentielles les huiles fixes (huile d’olive...) et les graisses contenues dans les végétaux. En
effet :

- Seules les huiles essentielles sont volatiles.

- Elles se distinguent des huiles fixes par leurs compositions chimiques et leur
caractéristique physique.

- Elles sont fréquemment associées a d’autre substance comme les gommes et les

résines (BEKECHI et ABDELOUAHIDI, 2010).

1-3-Caractéristique physico-chimique

Ces substances se caractérisent principalement, par :

- Liquides a température ambiante et trés rarement colorées. Leur densité est en générale
inférieure a celle de I’eau ; elles sont entrainables a la vapeur d’eau. Elles ont un indice de

réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere polarisée.

- volatiles, ce qui les différencie des huiles alimentaires. Elles sont solubles dans 1’alcool et
dans I’huile, mais pas dans 1’eau. Ce sont des substances odorantes. Une huile essentielle n’a

rien a voir avec une huile végétale obtenue par pression.

-Elle ne contient en effet pas de corps gras.

-Leur point d’ébullition varie de 160° a 240°C.

-Ce sont parfums, et sont de conservation limitée.

-Elle dissolvant les graisses, 1’iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.
- Elles sont trés altérables et sensible a 1’oxydation.

-Ce Sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voire rétinoides.
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-A la température ambiante, elles sont généralement liquides.

- Elles sont des produite stimulants, employés a I’intérieure, comme du extérieur des corps,
quelque purs, généralement en dissolution dans 1’alcool ou solvant adapté (BOUGURRA et
ZEGHOU, 2009).

-Les HES sont avant tout des composés terpéniques .

Du strict point de vue chimique, les terpénes apparaissent comme des polymeéres d’un carbure

d’hydrogéne diéthylénique, 1’isopréne (BINET et BRUNEL, 1968).
1-4- Mode d’action

Plusieurs théories sont proposées pour expliquer le mécanisme par lequel les HE
exercent leur activité antimicrobienne. La composition complexe des HE tend a prouver que
cette activité serait due a plusieurs mécanismes d’action différents, liés a la nature chimique
de ces composes.

La plupart des mécanismes d’action sont attribués a I’interaction des composants des
HE avec la membrane cellulaire. Les HE sont constituées de molécules lipophiles capables de
pénétrer la double couche phospholipidique, leur accumulation entre les phospholipides
entraine alors un changement de conformation et un mauvais fonctionnement de la membrane
cellulaire, perturbant ainsi le transport membranaires des substances nutritives. Les HE
peuvent aussi perturber le gradient ionique de part et d’autre de la membrane cytoplasmique
ce qui diminue la stabilité membranaire et perturbe aussi le transport membranaire
(KHENAKA, 2011).

1-5-Rdle biologique

La fonction biologique des terpénoides des HE demeure le plus souvent obscure
(BRUNETON, 1999). Les fonctions possibles des huiles essentielles sont multiples
(protection contre les prédateurs de la plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibition
de la germination et de la croissance, inhibition de la multiplication des bactéries et des
champignons). 1l est souvent difficile de les préciser pour chaque cas particulier (RICHTER,
1993). Le role des HE n’a pas pu étre clairement démontré. En effet, on considére qu’il s’agit
de produits de déchets du métabolisme. Toutefois, certains auteurs pensent que la plante
utilise son HE pour repousser les insectes, ou au contraire pour les attirer et favoriser la
pollinisation (BELAICHE, 1979).
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1-6- Localisation des huiles essentielles dans les tissus

Les HE peuvent s’accumuler dans des cellules isolées qui se distinguent des cellules
banales par leur teinte plus jaune et leurs parois épaisses, 1égerement subérifiées. C’est le cas
chez les Lauracées. Elles peuvent former de fines gouttelettes parsemant le protoplasme de

cellules épidermiques (épiderme supérieur des pétales de Rose).

Mais généralement les épidermes des pétales de fleurs odorantes ne contiennent pas

de grosses réserves d’essences. Les essences sont vaporisées de fagon continue au cours de

leur formation ( BINET et BRUNEL , 1968).
1-7- Méthodes d’extraction selon (NISRIN, 2008 ) :
Plusieurs techniques sont proposées, a savoir :
-Entrainement a la vapeur.
-Hydrodistillation simple.
-Distillation a vapeur saturée.
-Hydrodiffusion.
-Extraction par CO2 super critique.
-Extraction assistée par micro-onde.
1-8-Propriétés et utilisation
Les HES sont tres utilisées dans plusieurs domaines en cite :
1-8-1-Antibactérienne

Puisque les phénols (carvacrol, thymol) possedent le coefficient antibactérien le plus
élevé, suivi des monoterpénols (géraniol, menthol, terpinéol), aldéhydes (néral, géranial), etc
(MAACH et JEMAL,1986).

1-8-2-Antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies tres variées dont certaines posent des
problémes non résolubles aujourd’hui, les HE constituent une aubaine pour traiter ces fléaux

infectieux, les virus sont tres sensibles aux molécules aromatiques (NISRIN , 2008 ).
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1-8-3-Antifongique

Les mycoses sont d’une actualité criante, car les antibiotiques prescrits de maniere
abusive favorisent leur extension, avec les HE on utilisera les mémes groupes que ceux cités
plus haut, on ajoutera les sesquiterpéniques et les lactones sesquiterpéniques. Par ailleurs, les
mycoses ne se développent pas sur un terrain acide. Ainsi il faut chercher a alcaliniser le
terrain (NISRIN, 2008).

1-8-4-Antiparasitaire

Le groupe des phénols possede une action puissante contre les parasites (NISRIN,
2008).

1-8-5-Antiseptique

Les aldéhydes et les terpénes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes et

antiseptiques et s’opposent a la prolifération des germes pathogénes (NISRIN, 2008).
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Chapitre I1: Tribolium castaneum Herbst
2-1-Généralités

Les tenebrionidae sont des coléopteres de taille comprise entre 2 mm.et 80 mm, de
forme tres varié, a téguments le plus souvent rigides, épais, noir mat ou luisant, de teinte
sombre, coloré ou «métallique» par interférence, avec des yeux genéralement grands, ovales
ou ronds chez certaines sous-familles. Antennes de 11 articles, plus rarement 10. Apteres ou
ailées, avec nervation alaire du type primitif, 5 sternites abdominaux, pattes longues ou tout

au contraire, contractées, souvent fouisseuses.

Un certain nombre de tenebrionidae ont été signalées comme nuisibles sur les plantes
cultivées et autres s'attaquent aux denrées alimentaires stockées ou emmagasinées. Parmi ces
derniéres le genre Tribolium comprend deux espéces principales cosmopolites et
nuisibles: T. castaneum Herbst. Et T. confusum Duv (BENAZZEDDINE, 2010).

2-2-Tribolium castaneum Herbst
2-2-1-Classification
Régne: Animalia

Embranchement:  Arthropodes

Classe: Insectes
Ordre: Coleoptera
Famille: Ténébrionidés
Genre: Tribolium
Espéce: T. castaneum

Nom binominal:  Tribolium castaneum (HERBST, 1797).
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Chapitre 11 : Tribolium castaneum

2-2-2-Distribution

Le Tribolium rouge de la farine est d'origine tectonique indo-australienne et se trouve
dans la zone tempérée domaines, mais va survivre a I'hiver dans un lieu protégé, en
particulier, lorsqu'il est central de chaleur (TRIPATHI et al., 2001).

Aux Etats-Unis, il est constaté principalement en les états du sud. Les confondre la
farine ponderosa, initialement d'origine africaine, a une autre distribution en ce qu'il se produit
dans le monde entier dans le refroidisseur les climats. Aux Etats-Unis, il est plus abondant
dans les états du nord (SMITH et WHITMAN, 1992).

2-2-3-Description

C'est un insecte appartenant a la famille des Ténébrionidae. Nom commun :
Tribolium (larve = ver de farine). L'adulte mesure de 3 a 4mm, de couleur uniformément brun
rougeatre (Figure 1). Il est étroit, allongé, a bord paralléles, a pronotum presque aussi large
que les élytres et non rebordé antérieurement. Les 3 derniers articles des antennes sont
nettement plus gros que les suivants. Contrairement & T. confusum, le chaperon ne dépasse
pas l'ceil latéralement. La larve mesure 6mm, environ 8 fois plus longue que large, d'un jaune
trés pale a maturité, avec latéralement quelques courtes soies jaunes. La capsule céphalique et

la face dorsale sont légérement rougeatres (AISSATA, 2009).

Figure 1: 7ribolium castaneum (ANNONYME 1, 2008).
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2-2-4-Cycle de vie

Le Tribolium est une tres prolifique espéce, il race en grain endommageé, poudre de
grain haute humidité, les grains de blé, de la farine, etc. 450 ceufs peuvent au maximum étre
pondus pendant une période de cing a huit mois (de deux a trois ceufs par jour). Dans les 5 a
12 jours, ces ceufs trappe dans mince, cylindrique, les larves blanches teintées de jaune. La
longueur de la période larvaire varie de 22 a plus de 100 jours; le stade nymphal est environ 8
jours. Le cycle de vie nécessite 7 & 12 semaines, avec des adultes vivant pendant 3 ans ou
plus. Idéalement, ce type d'insecte préfére des températures de ¢a. 30°C et ne développent pas
a des temperatures inférieures a 18°C (Figure 2) (WALTER, 1990).

adizl te

5 o O oeuf

larve

Figure 2 : Cycle de vie de Tribolium castaneum (ANNONYME 2, 2002).

2-2-5-Produits infestés
« Grain entrepose, oléagineux ;

o Substances contenant de I’amidon, haricots, pois, épices, racines séchées, fruits,

levure, chocolat ;
o Insectes morts, spécimens d’herbier ;

o |l préfere les grains endommagés, mais il infeste également les grains de blé sains,
dont il dévore le germe avant 1I’albumen (ALANKO et al., 2000).
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2-2-6-Dommages

o Il s’agit d’'un ravageur polyphage, et il n’est pas facile d’établir qu’il est a I’origine des

dommages déficelés.

o Dérangé, il émet une sécrétion malodorante qui rend les produits de meunerie infestés

impropres a la consommation.
« A forte densité, il peut conférer une coloration rosée aux denrées qu’il infeste.
e On le rencontre généralement dans le grain échauffé (ALANKO et al., 2000).

2-2-7- Controle

Diverses techniques de piégeage sont disponibles pour mesurer les infestations
des denrées stockées par les coléopteres. Elles comprennent les piéges a trappe, les
sacs d'appats, les pieges a détecteur d'insectes et les pieges adhésifs. Quel que soit le

systeme utilisé, les enregistrements doivent étre conserves.

Les entrep0ts doivent étre judicieusement construits pour garantir le maintien
de conditions de stockage correctes et permettre un nettoyage facile. lls doivent étre
isolés, bien ventilés et étanches. Les fentes et les fissures, qui peuvent fournir de
refuge pour les coléoptéres, doivent étre réduites au minimum. Il est important de
s'assurer qu'il ne reste pas de résidus de nourriture (matiéres premiéres stockées ou
sources secondaires comme par exemple les nids d'oiseaux) dans lesquels les
coléopteres peuvent se multiplier et se développer pour infester de nouvelles denrées.
Toutes les matieres premiéres contaminées doivent étre détruites ou subir une
fumigation. Les entrepdts doivent étre maintenus dans un état de propreté scrupuleux
et les batiments agricoles doivent étre parfaitement nettoyés avant les récoltes. Tous
les grains entreposeés doivent étre séchés jusqu'a un taux d'humidité inférieur a 15%.
La protection des grains stockes contre les insectes pourra étre assurée par différentes
techniques: Maintien d’une température inférieure a 10°C par ventilation et
refroidissement. Traitement curatif deés la détection d’insectes par gaz ou par

insecticides (WALTER, 1990).
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2-3- Tribolium confusum
2-3-1- Classification

Régne: Animalia

Embranchement: Arthropoda.

Classe: Insecta.

Ordre: Coleoptera.

Famille: Tenebrionidae.

Genre: Tribolium.

Espéce: Tribolium confusum (JACQUELIN DU VAL, 1863).

2-3-2- Description

Au stade adulte le Tribolium brun de la farine est un petit coléoptére brun rougeatre
de 3,5 mm de long (Figure 3). Son corps est lisse et allongé. La larve vermiforme peut
atteindre 6 mm de longueur a son plein développement. Elle se distingue par les deux courtes
pointes qui terminent son abdomen (WESTON et RATTLINGOURD. 2000)

Longeur : glmm ¢

Figure 3 : Tribolium confusum (ANNONY ME 3, 2009).
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2-3-3- Origine et répartition

Le Tribolium est d'origine Indo-Australienne et est trouvé dans des secteurs
tempérés, mais survivra I'hiver dans les endroits protégés, particulierement ou il y a de la
chaleur centrale. En Afrique le Tribolium a une distribution différente en ce que se produit
dans le monde entier dans les climats les plus frais (BENAZZEDDINE, 2010).
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Chapitre 111 : Matériels et Méthodes
3-1- Matériels
3-1-1- Matériels végétales

Deux espéces végétales ont été utilisées pour 1’extraction des huiles essentielles

il s’agit des plantes: la menthe (Mentha piperita) et le romarin (Rosmarinus officinalis).
3-1-1-1- Menthe poivrée (Mentha piperita L.)

C’est une des plus anciennes plantes médicinales qui ne devint populaire en Europe
Occidentale qu’a partir du XVIII® siécle. Elle originaire du bassin méditerranéen (cultivé ou
spontané) (RODZKO, 2000).

La menthe poivrée, que I’on appelle encore menthe anglaise est une espece hybride
obtenue par croisement de la menthe aquatique (Mentha aquatica) et la menthe en épis
(Mentha spicata) (MICHEL, 1981).C’est une plante herbacée vivace de 30-90 cm de haut.
Lige est quadrangulaire, verte ou rougeétre, plus au moins pourpres violacées, les feuilles
ovales, étant bordées de dents aigues et inégales, le calice présente cing dents, la corolle
pourpre violacé (parfois blanche) est terminée par quatre étamines sont inclues dans la corolle
(NACER BEY et al, 2005) (Figure 4).

3-1-1-1-1- Classification

Régne : Phyta (Lignée Verte)
Embranchement : Angiospermes

Classe : Triaperturée (Eudicotylédones)
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha piperita L. (1753)

(SPICHIGER et al., 2002)
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3-1-1-2- Romarin (Rosmarinus officinalis L.)

Figure 4: Plante de Mentha piperita

Le Romarin son nom a ses origines du mot latin “ros” provient du grec rhops qui

signifie “arbuste” et marinus dérive de myrino qui signifie “aromatique”. Le romarin est
devenu célébre au XVI éme siecle (CLAUDE RAMEAU, 2008). Le romarin est originaire

du bassin méditerranéen. On le trouve principalement dans les terrains arides. Le romarin peut

atteindre jusqu'a (1,50 a 2) m de hauteur, aux bords Iégerement enroulés, vert sombre luisant

sur le dessus, blanchatres en dessous. Leur odeur, trés camphrée (ALBERT, LEUNG et
STEVEN ,1996) (Figure 5).

3-1-1-2-1- Classification

Reégne :

Embranchement :

Classe :
Ordre :
Famille :
Genre :

Espéce :

Nom binominal:

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Lamiales
Lamiaceae
Rosmarinus

Officinalis

Rosmarinus officinalis L (1753).

18


http://fr.wikipedia.org/wiki/Camphre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nom_binominal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/1753

Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

Figure 5: Plante de Rosmarinus officinalis.

3-1-2- Matériel Animale

Notre matériel animale ; le (Tribolium castaneum Herbst) (figure 6) provient des denrées
stockées vivrieres, dans la région de Ghardaia ; principalement, la semoule et la farine. Un

¢élevage, s’est avéré trés nécessaire, pour notre essai.

Figure 6: 7ribolium castaneum
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3-2- Matériels utilisés
3-2-1- Elevage du Tribolium

Les matériels de manipulation utilisés durant notre élevage du Tribolium (figure 7)

ont été principalement :

o Farine ou semoule ;

e Levure de boulangerie séche ;
o Flacons en verre ;

e Tissu;

e Cuilléres ;

« Elastiques ou ficelles

Etiquettes.
3-2-1-2- Mode opératoire

Placer la farine et la levure au congélateur pendant au moins 24 h.

o Remettre la farine et la levure & température ambiante.

o Ajouter 5% de levure a la farine (soit 50 g/kg) et bien mélanger.

« Verser le mélange dans les récipients sur une hauteur de quelques centimétres.

« Etiqueter les flacons (Date, Provenances, etc...).

o Ajouter les insectes (Tribolium castaneum local)

o Fermer le flacon avec un couvercle en papier ou tissu maintenu par un élastique.

» Placer les flacons dans un endroit chaud a température ambiante > 25 °c (croissance la

plus adéquate est d’environ 34°c).
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Figure 7 : Flacon d’¢élevage de Tribolium.

3-2-2-Extraction des huiles essentielles

3-2-2-1-Methode d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée a partir des plantes de provenance
locale (Ghardaia) : la menthe poivrée (Mentha piperita) et le romarin (Rosmarinus

officinalis).

Nous avons utilisé la technique d’hydrodistillation par le montage de (figure8) qui se

compose de (figure 9):

e Chauffe ballon ;

e Ballon de 1000 ml ;

e Réfrigérant d’eau : I’entrée d’eau froide (dans notre cas, nous avons utilisé un seau
d'eau avec la glace parce que I'eau du robinet n'est pas frais) et sortie d’eau chaude ;

e Ballon de 250 ml pour collecter le distillat.
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Figure 8 : Montage d’hydrodistillation des HESs.
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Figure 9 : Schéma représente la composition de montage d hydrodistillation.
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Cette méthode est réalisée par :

> Ebullition pendant 2 heures, d’un mélange de 100 g, de matiére végétale

avec 600 ml d’eau distillée (figure 10).

Figure 10 : Ballon de réchauffement

» Obtention d’un distillat (eau huilé) et séparons de 1’huile d’eau par I’ampoule

de la décantation (figure 11).

Figure 11: Ampoule de la décantation.

23



Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

» Mettre I'huile extraite dans des flacons de verre ombré et/ ou recouverte par

du papier d’ Aluminium (figure 12).

Figure 12: les flacons des huiles extraites.

> Conservées les flacons au froid a 4°c.
3-2-2-2-Rendement des huiles essentielles (EHSs) :

Le rendement en HE. est le rapport entre le poids de I'huile extraite et le poids du
matériel végétal utilisé, Selon la norme AFNOR (1986) (HALLAL.2011), le rendement est
exprimé en pourcentage (%) est calculé par la formule suivante:

R% = (pn/py)*100

R : Rendement d’HE en %.
pn : Poids de I’huile essentielle en gramme.

pyv: Poids de biomasse végétale en gramme.
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3-2-3-Methodes de Traitement
3-2-3-1- Préparation des boites de Pétri a infester

Des boites Pétri remplis de semoule et de graines de Bl¢ indemne de I’insecte
(propre), vont étre infesté par 10 individués adultes et 10 autres spécimens au stade larvaire
du Tribolium, Ensuite, on y ajoute des graines de blés afin renforcer 1’alimentation de cet

insecte ravageur (figure 13).

« Boites de Pétri » nomination génériquement donné pour des boites de Pétri

contenant semoule / farine indemne de Tribolium.

Figure 13 : Boites de Pétri infestées par les adultes (A) et les larves (B) de 7ribolium.
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Figure 14 : Etapes d’infestation des boites de Pétri.

Afin de réaliser I’infestation, on a suivi les étapes suivantes (figure 14) :

1
2
3.
4

Tamisage de semoules infestées ;

Collecte des formes infestantes de I’insecte (adultes et larves) ;
Triage et séparation des adultes et des larves du Tribolium infesté ;
Infestation des boites de Pétri.

3-2-3-2-Préparation les doses des huiles essentielles

Dans notre expérience, nous avons utilisé les étapes suivantes (figure 15) :

-Mettre I'HE extraite dans des tubes a essai ;

- Nous retirons I'HE par la pipette pasteur (chaque goutte d'HE est égale 1ml) parce que

la micropipette n’est pas disponible pour nous ;

-Préparer des bouteilles contenant 20 ml d'eau distillée + doses d'HE. Les pourcentages
des doses a utiliser, sont : 10%, 5%, 2.5%, 2%, 1.5%, 1%, 0.5%, et 0.25%.
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b1

Figure 15 : Etapes de préparation les doses des EHS (1: Mettre I'HE dans des
tubes a essai ; 2: retirer I'HE par la pipette pasteur ; 3: Préparer des bouteilles d’
d'eau distillée).

3-2-3-3-Traitement par huiles essentielles

L’huile essentielle va étre pulvérisée sur les larves et les adultes du Tribolium pour

étudiée leur action (figure 16).
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Figure 16: Pulvérisation directe les HEs sur larves et adultes.

3-2-3-3-1-Calcul de la TL50

Le temps létal 50 (TL50), correspond au temps nécessaire pour que 50% des
individus d’une population morte suite a un traitement par une substance quelconque Il
est calculé a partir de la droite de régression des probits correspondants au pourcentage
de la mortalité corrigée en fonction des logarithmes du temps du traitement. On utilise la
formule de SCHNEIDER et la table des probits (FINNEY, 1971).

Formule de SCHNEIDER:

MC = [M,-M;/100-M,] x 100

- MC : % de mortalité corrigée;
- M2 : % de mortalité dans la population traitée;

- M1 : % de mortalité dans la population témoin.
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3-2-3-3-2- Analyse de la variance "ANOVA"

La variable mesurée pour controler les effets des poudres aromatisées est le nombre
d'adultes survivants émergés dans chaque milieu pour chaque expérience. Les données ont été
traitées statistiquement par une analyse de variance (ANOVA) a un critere de classification au
moyen du logiciel XLSTAT version 6.01 (2009).

D'apres DAGNILLIE (1975) I’analyse de la variance consiste a étudier la
comparaison des moyennes a partir de la variabilité des échantillons. L’analyse de la variance
ANOVA a été utilisée pour I’analyse des résultats apres le test de normalité. Elle permet
suivant le niveau de la signification de déterminer I’influence des facteurs étudiés ou des
interactions entre les facteurs. La probabilité inférieure a 0,01 donne un effet hautement
significatif, a 0,05 un effet significatif et pour une probabilité supérieure a 0,05 on considere

que I’effet n’est pas significatif.
3-2-3-4-Traitement par matiéres vertes

En d'autres termes, nous allons tester 1’insecte par 1’utilisation direct des feuilles
vertes coupées de la Menthe et du Romarin au fond des boites de Pétri infestées (figure 17)

ensuite, on suit I'évolution du Tribolium.

r

4 X :

A: Larves de Trnbomium B: Adultes de Tribolium

S o
“ ‘ : > .
~ -~ -
." 7 J
...'\
N “

Figure 17: Coupes des feuilles vertes de Menthe et Romarin dans les boites infestés.

A : Larves de Tribolium ;B : Adultes de Tribolium.
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Chapitre V: Résultats et discussion
4-1-Rendement des huiles essentielles

Le rendement des HEs a été calculé pour les deux espéces végétales étudiée, il
s’agit des plantes: Mentha piperita : avec une valeur d’ordre 1.5%, et Rosmarinus

officinalis: avec une valeur de 0.8%, alors Nos rendements ne sont pas éleves.
4-2-Taux de mortalité corrigée
4-2-1-Mortalité corrigée des adultes par les huiles essentielles de R. officinalis

Dans notre expérience il y a une variation de taux de mortalité entre les lots traités
par déférentes concentration testés ont été: 10 % ; 5% ; 2,5% ; 2%; 1,5% ; 1% ; 0,50% et
0,25% par rapport au témoin. Selon la courbe les doses 10 % et 5% qui donnent grande
nombre de mortalité (100%) (figure 18) a partir du premier heur et reste stable jusqua 24h,
les doses 2,5%, 2% et 1,5% les résultats varier entre 83,33% et 70% ; les restes doses 1%,
0,50% et 0,25% donnés les taux de mortalités entre 46,67% et 20% (figure 19), Le taux de

mortalité dans les témoins a notre expériance ont été nul.

100 - [ o o | Doses

90 -

80 "Q 10
—_ S =5
¥ 70 - =X
‘w' 60 4 =125
&)

2 50 - —=2

S 40 - =15

:ig 30 - =01

©

‘g 20 - 0,50
S 10 - 0,25

0 - Temoin
0,5 1 2 24
Temps (heurs)

Figure 18 : Cinétique de mortalité corrigée des adultes par les EHS de R. officinalis.
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Figure 19: Mortalité les adultes de 7riboliumaprés le traitement par I’EH.

4-2-2-Mortalité corrigée des adultes par les huiles essentielles de Mentha piperita

Les biopesticides a base d’huiles essentielles présentent plusieurs caractéristiques
d’intérét. Plusieurs sont aussi efficaces que les produits de synthése. Ils ont en général
une efficacité a large spectre, mais trés peu rémanents, pour cela, ils peuvent étre appliqués
jusqu’au moment de la récolte. Cette faible rémanence permet également de travailler au
champ ou dans une serre dans un court délai aprés le traitement sans aucun risque
d’intoxication (PAPACHRISTOS et STAMOPOULOS, 2002).

L'efficacité des huiles essentielles par contact sur les insectes des denrées stockées a
été mise en valeur par de nombreux auteurs, Ainsi I'huile essentielle de Mentha pulegium et
Mentha rotundofolia (SAIBI, 2009).
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Figure 20 : Cinétique de mortalité corrigée des adultes de 7. castaneum par EH de M. piperita

Le taux de mortalité (TM) diminue en fonction de temps (figure 20), TM entre 70%
et 53,33% par I’application des doses (10% a 2.5%) ont été moins que le Romarin, et reduits

a zéro a la faible dose 0.25%.
4-2-3-Mortalité corrigée des larves par les EHS de Mentha piperita

Nos travaux vont dans le méme sens de nombreux scientifiques ayant mis en exergue
I'effet répulsif des huiles essentielles extraites de plantes aromatiques, Ainsi Affirment que
les huiles essentielles extraites de Rosmorinus officinalis et Mentha viridis, sur Oryzeaphilus

surinamensis et Tribolium castaneum (ROY et al. 2005)
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Figure 21 : Cinétique de mortalité corrigée des larves de 7. castaneum par EH de M.piperita
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En regarde que la grande dose est 5% donne un taux de mortalité 90% (figure 21)
montré par I’effet de choque apres diminué a 24h de mortalité 63,33% et les suites diminuées

respectivement jusqu’a 36,67% dans les faibles doses (figure 22).

L’huile essentielle du neem, la dose de 200 pl, a causé instantanément 100 % de
mortalité chez les adultes de C. maculatus, 98 % de mortalité ont été obtenus aprés une
exposition de 48 h (REDDY et SINGH, 1998).

Figure 22 : Mortalité les larves de 7ribolium apreés le traitement.

4-2-4-Mortalité corrigée des larves par les huiles essentielles de R. officinalis

Les mécanismes d’action des propriétés pesticides des huiles essentielles sont
méconnus et relativement peu d’études ont été réalisées a ce sujet (ISMAN, 2000). Il est
rapporté que ces mécanismes sont uniques et que les biopesticides a base d’huiles
essentielles peuvent étre des outils de choix dans les programmes de lutte ou bien de
gestion de la résistance des ravageurs aux pesticides classiques. Avec ces mécanismes
d’action particuliers, ces biopesticides peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans
potentiellement inciter le développement de la résistance chez les ravageurs
(CHIASSON et BELOIN, 2007).

Les huiles essentielles ont des effets antiappétants, répulsifs, affectant ainsi la

mue, la fécondité, le développement et agissent directement sur la cuticule des insectes
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et acariens, engendrant des lésions, et peuvent également avoir des effets létaux sur nombreux
organismes vivants (REGNAULT-ROGER et HAMRAOQUI, 1995).

Nous notons que les résultats ont été en maximaux (100%) dans toutes les doses

para port les adultes qui besoins des grandes doses pour donne un bon résultat (figue 23).

L’huile essentielle de Hyptis suaveolens (Labiatae) et celle de Tagets minuta
(Compositae) ont révélé un effet significatif sur 1’émergence des adultes (KEITA et
al.,2000). A la dose de 25 pl, 80 % de mortalité ont été enregistrés pour O. basilicum et 70 %
pour O. gratissimum, aprés 12 heures d’inhalation des bruches adultes (KETTA et al, 2000).
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Figure 23: Cinétique de mortalité corrigée des larves de 7riboliumpar les HE de R.officinalis

4-3-Temps létal 50 (TLso) et 90 (TLg)

Les calculs de temps létal 50% (TLsg) ont été effectués en dressant la droite de
régression des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction
des logarithmes des temps de traitement. Les données sont groupées en classe de temps, dans
cette étude en heurs. Les méthodes d'analyse de survie permettent d'associer la fréquence et
le délai de survie de I'événement étudié qui est la mort des insectes. Le temps qui s'écoule

entre le début du traitement et la derniere observation est étudiée.

35



Chapitre V: Résultats et discussion

10% 5%
y=7,614 y=7,614
10 R2 = #N/A 10 R2 = #N/A
2 e . . 2 . .
S 5 s 5
a s
-0,5 0 0,5 1 1,5 -0,5 0 0,5 1 1,5
Log temps log temps
0 o,
6,6 2'50 % 3 2 /3 = 0,2464x + 5,6307
6q y = 0,025x + 5,9906 l R?=0,1151
- 6 | R?=0,0026 6 o 00—
o T @ . s 4 -
s 58 - a
56 - 2 -
_015 0 0,5 1 1,5 _015 O 0,5 1 1,5
Log temps log temps
1,50% Y
7 ’ = 0,1552x + 5,3847 1% vy-= 0,1774x+5,2152
57 ) R?=0,3596
56 @ R?=0,3637 5,6
4] 55 - * -é’
5 547 S
8 53 o
53 | I T 1
51 ‘ ‘ -0,5 0 0,5 1 1,5
-1 0 1 2 log temps
Log temps
y=4,158
0,50% r:- i/ 0,25%
417 45 y =-0,0162x + 4,2003
“n 8 4,4 1 R?2=0,0078
) ) 43 -
S ¢ ° * & a1 ¢ -
-0,5 0 0,5 1 15 -0,5 0 0,5 1 1,5
Log temps Log temps

Figure 24 : Relation entre ’'HE de Romarin par les concentrations et les adultes des

7. castaneum en fonction de temps.
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A vu des valeurs de la TLsg et TLgo (tableau 1) de chaque concentration d’HE de
Romarin et le droit de régression des probits en fonction du logarithme de temps (figure 24),
en note que la valeur de TLso de grande doses (10%) = 411,149721 et TLgo = 21,4783047 est
une courte durée a Comparaison de faible dose (0.25%) ils ont de ’ordre (2,31312E+49,
3,1623E+128)

Dans le cas d’utilisation les coupes des feuilles fais, les deux plantes (Romarin et

Menthe) il n’y a pas aucune mortalité sur les individués de Tribolium.

Tableau 1. Equation de régression, coefficients de régressions, TL50, et TL90 par les

concentrations d’HE Romarin sur les adultes de T. castaneum

C % | Equation de régression | TL50 TL90
10 |y=7,614 411,149721 | 21,4783047
Rz = #N/A
5 y=17,614 411,149721 | 21,4783047
Rz = #N/A
2,5 | y=-0,3845x +5,5917
R = 09861 4,20727E+39 | 2,208E-12
2
y = 0,2464x + 5,6307
R?=01151 362,7931604 | 0,00227372
15 |y=0,1552x +5,3847 | 301,1182747 | 1,65359E-06
R2=0,3637
1 y =-0,1774x + 5,2152 | 0,061224072 | 1031641,368
R2=0,3596
05 |y=a158 0,143879858 | 200751623
R2 = #N/A
0,25 | y=-0,0162x + 4,2003
R? = 0.0078 2,31312E+49 | 3,1623E+128
=-1,2866x + 7,013 y =-0,3144x + 5,626
10% e o,éfoz 5% R? = 0,5546
8 6
g o e g e
Q2 4 Ko ’
o o 5,4
a 2 2 52 *
-0,5 0 0,5 1 1,5 -0,5 0 0,5 1 1,5
log temps log temps
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castaneum en fonction de temps.

Figure 25 : Relation entre I’HE de Menthe par les concentrations et les adultes des 7.

Avec notre utilisation d’HE de Menthe a dose 10% sur les adultes de T. castaneum

(tableau 2) et (figure 25),

TL50 égale 0,0272528 et TL90= 0,27029365 sont des petites

durees, pour la faible dose (0.25%) en a longe durée donc TL50 et TL90 : 165,2027517 et

9459,480145 respectivement.
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Tableau 2: Equation de régression, coefficients de régressions, TL50, et TL90 par les

concentrations d’HE Menthe sur les adultes de T. castaneum :

C% Equation de régression TL50 TL9O
10 | y=-1,2866x + 7,013 0,0272528 | 0,27029365
R?=0,6102
5 |y=-0,3144x + 5,626 0,010207182 | 122,0433148
R? = 10,5546
2,5 | y=-0,3845x + 5,5917 0,028914676 | 62,41925711
R?=0,9861
2 | y=-0,7273x + 5,8165 0,075397093 | 4,365545294
R2=0,984
1,5 | y=-0,5212x + 5,3016 0,263836805 | 76,04028662
R?=0,7661
1 |y=-0,8149x +5,5187 0,230929908 | 8,643295223
R2=0,9947
0,5 | y=-0,282x + 3,9123 7196,017297 | 253041346,2
R2=0,8019
0,25 | y =-0,7293x + 3,3824 165,2027517 | 9459,480145
R? =0,6402
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Figure 26: Relation entre I’HE de Menthe par les concentrations et les larves des 7.

castaneum en fonction de temps.
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Tableau 3: Equation de régression, coefficients de régressions, TL50, et TL90 par les

concentrations d’HE Menthe sur les larves de T. castaneum :

C % | Equation de régression TL50 TL90
5 | y=-0,5901x + 6,0586 | 0,016071883 | 2,391001793
R2=0,7497
2,5 | y=-1,0717x + 6,3353 | 0,056759119 | 0,891796847
R2=0,6443
2 | y=-0,5265x +5,5508 | 0,0899179 | 24,47901408
R2=0,644
15 | y=-0,681x +5,5927 | 0,134791424 | 65,1553487
R2=0,7698
1 | y=-0,7204x +5,6088 | 0,142976846 | 8,599651344
R2=0,456
0,5 | y=-0,8837x + 5,6132 | 0,202348204 | 5,712390979
R2=0,4898
0,25 | y=-0,7293x + 3,3824 | 0,187717289 | 3,301018959
R2=0,6402

TL50 et TL90 par le (tableau 3), le cas d’HE de Menthe sur les larves des T.
castaneum , rapportés varie de 0,016071883 et 2,391001793 respectivement (Figure 26).

Donc la comparaison entre les résultats des adultes et des larves de méme dose de
Menthe il n’y a pas une grande déférence dans TL50 et TL90.
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Figure 27 : Relation entre ’'HE de Romarin par les concentrations et les larves des 7.
castaneum en fonction de temps.

42



Chapitre V: Résultats et discussion

Tableau 4: Equation de régression, coefficients de régressions, TL50, et TL90 par les

concentrations d’HE Romarin sur les larves de T. castaneum :

C% Equation de régression TL50 TL90

5 y =7,614 413,9996748 |21,47830474
Rz = #N/A

2,5 y =7,614 413,9996748 |21,47830474
Rz = #N/A

2 y =0,4937x + 7,0426 14742,50992 | 34,89789155
R?=0,6102

15 y =0,1719x + 7,3542 4,95646E+13 | 1727218,555
R2=0,0986

1 y =0,5157x + 6,8346 3609,895811
R?=10,887 11,7910703

0,5 y =0,3218x + 7,3024 14280864,74 |1482,223215
R? =0,3457

0,25 y =0,3218x + 7,3024 14280864,74 |1482,223215
R? = 0,3457

Les TL50, et TL9O par la concentration 5% = (413,9996748, 21,47830474) d’HE
Romarin sur les larves de T.castaneum (tableau 4 et figure 27), c’est presque méme par

I’application sur les adultes.
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4-4-Concentration létal 50 (CLsg) et 90 (CLg)

L’huile essentielle de M. pipeta et de S. officinalis sont les plus toxiques vis-a-vis de
C. maculatus par fumigation, a la concentration de 10 et 15 pl/l, respectivement ; la mortalité
atteint les 100 % aprés 24 h d’exposition a la dose de 20 pl/l, ce résultat a été
obtenu quelque- soit la durée d’exposition (KELOUCHE et al., 2010).

y =2,7394x + 11,161
R?=0,8683

8 -
7
6 -
5%
4§
3
2
1 4

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0

-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

log C

Figure 28: Relation concentration-activité insecticide de Romarin sur les
adultes T.castaneum.

L’huile essentielle de M. arvensis, de M. citrata et de M. spicata ainsi que leurs
fractions riches en menthone, menthol, linalool, linalyl acetate, menthofuran, limonene et | -
carvone ont été testées, afin de connaitre leur effet toxique par inhalation contre T.
castaneum et C. maculatus (ATBOUD, 2012).
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Figure 29 : Relation concentration-activité insecticide de Menthe sur les
adultes 7.castaneum.

Les huiles essentielles extraites par hydrodistillation de deux plantes aromatiques
de I’Afrique occidentale, Melaleuca quinquenervia (L.) et O. gratissimum (L.) ont été testées
par fumigation a différentes concentrations sur la forme non voiliere de C. maculatus Fab.
Ces huiles présentent une activité insecticide et entrainent, chez les femelles de C. maculatus,
une réduction tres significative de la ponte, par rapport a celles des lots témoins.
L’huile essentielle de M. ginquenervia (L.), avec une CL50 = 3,09 ul/1, semble plus efficace
que celle de O. gratissimum (L) (SERI-KOUASSI et al, 2004).

y = 0,5688x + 6,6762 61 -
R?=0,5532 6 -
L 4
. 59 -
58 -
57 - %
56 1 ©
55 -
54 -
* M 53 -
52 -
-3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
log C
Figure 30 : Relation concentration-activité insecticide de Menthe sur les
larves T.castaneum.
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Figure 31 : Relation concentration-activité insecticide de Romarin sur les
larves T.castaneum.

CL 50 varié entre (1,69958E-10 et 0,001) et CL oo entre (2,58851E-06 et 0,016)
(tableau 5), donc CL 5o de HE Menthe et le plus faible, mais pour CL g9 HE Romarin (0.001)
a été le plus faible (figures 28 ; 29 ; 30 ; 31)

La toxicit¢ par contact et D’inhibition de la croissance des adultes et du
développement larvaire de T. castanum ont été mises en évidence. Le menthol s’est révélé le
plus toxique par inhalation. Les huiles essentielles de M. arvensis, de M. cirta, de M. piperita
et de M. spicata possedent un effet toxique contre les adultes de C. maculatus et de T.
castaneum (AIBOUD, 2012).

Tableau 5 : Equations des droites de régression, et les valeurs de CL 5o et CL g évaluées pour
les HES des Menthe et Romarin sur les larves et les adultes de T.castaneum.

HE Stade Equation de régression CL 50 CL o

Romarin Adulte y = 2,7394x + 11,161 | 0,005635953 | 0,01655591
R2=0,8683

Menthe Adulte y = 16964x + 8,5566 | 0,008011967 | 0,045620556
R2=0,8348

Menthe Larve y = 05688x + 6,6762 |0,001130041 | 0,202750543
R2=0,5532

Romarin Larve y = 0,3065x + 7,9944 | 1,69958E-10 | 2,58851E-06
R2 =0,2506
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4-5-Analyse de la variance

L’analyse de la variance (ANOVA) comme de suite (tableau 6) :
Temps : T (h) : significatif perce que (p <0.05)
Type d’huile essentielle : hautement significatif (p<0.01)
Les doses : hautement significatives.
Les stades des insectes : hautement significatif.
T (h)*Dose% : non significatif
T (h)*Stade : non significatif
HE*Dose% : non significatif
HE*Stade : hautement significatif
Dose%*Stade : hautement significatif
T (h)*HE*Dose% : non significatif
T (h)*HE*Stade: non significatif
T (h)*Dose%*Stade : non significatif
HE*Dose%*Stade : hautement significatif

T (h)*HE*Dose%*Stade : non significatif.
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Tebleau 6 : Analyse de variance:

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
T (h) 3 1571,020 523,673 2,423 0,066
HE 1 44230,219 44230,219 204,631 < 0.0001
Dose% 7 104813,765 14973,395 69,275 < 0.0001
Stade 1 36342,478 36342,478 168,139 < 0.0001
T (h)*HE 3 4937,500 1645,833 7,614 < 0.0001
T (h)*Dose% 21 2022,885 96,328 0,446 0,984
T (h)*Stade 3 73,009 24,336 0,113 0,953
HE*Dose% 7 1086,979 155,283 0,718 0,656
HE*Stade 1 10296,429 10296,429 47,636 <0.0001
Dose%*Stade 6 49147,619 8191,270 37,897 <0.0001
T (h)*HE*Dose% 21 2115,104 100,719 0,466 0,979
T (h)*HE*Stade 3 1858,333 619,444 2,866 0,037
T (h)*Dose%*Stade 18 1819,048 101,058 0,468 0,970
HE*Dose%*Stade 6 4095,238 682,540 3,158 0,005
T (h)*HE*Dose%*Stade 18 1800,000 100,000 0,463 0,971

Donc d’aprés 'ANOVA en peut dit que les traitements ont été significatifs et 1’effet

des doses, le stade de I’insecte, et type de plante, sont hautement significatifs.
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CONCLUSION

Le travail ont porté sur I’effet des huiles essentielles de Mentha piperita et
Rosmarinus officinalis sur un ravageur important dans denrées stockés c’est Tribolium

castaneum.

Les résultats variés en fonction les doses et la duré de temps étudié cela veut dire les
grandes résultats des mortalités dans les premiers heurs qui montrés par 1’effet de choque
mais par le temps les taux de mortalités démunies surtout dans les faibles doses qui ne donne

pas des bonnes résultats.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure que 1’ huile
essentielle de R. officinalis par pulvérisation directe sur les adultes et les larves de T.
castaneum donne un bon résultat, les taux de mortalités par les doses 10% (sur les adultes)
5% (sur les larves)sont maximales 100%. Par contre efficacité d’huile essentielle de M.
piperita est moins que 1’autre par des taux 63,33% & 70 % entre les deux stades.

D’aprées les résultats obtenus nous montrent que les substances naturelles utilisées ont
une bonne action insecticide a I’égard de Tribolium castaneum, leur toxicité varie selon les
doses utilisés et les stades étudiés. Il est donc tres intéressant de poursuivre ces travaux en
mettant en évidence I’action synergique de ces huiles essentielles dans la lutte contre les

insectes ravageurs des grains stockés.
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Résumé

Les huiles essentielles de Mentha piperita et Rosmarinus officinalis récoltés en,
Ghardaia sont obtenues par hydrodistillation pour utiliser comme un biocide, 1’application par
la pulvérisation directe sur I’un des grands ravageurs des grains stockés c’est le Tribolium

castaneum.

Les résultats de 1’étude montrée qu’il y a un effet toxique des huiles essentielles de
R. officinalis sur les adultes et les larves de T. castaneum par les doses 10 % et 5% donne
une mortalité maximale 100%. Mais huiles essentielles de M. piperita donne des résultats

moins que le premier par mortalité de 63,33% a 70% dans la dose maximale qui utilisé10%.

Mots clés: Huiles essentielles, Mentha piperita, Rosmarinus officinalis, Tribolium

castaneum.
Abstract

The essential oils of Mentha piperita and Rosmarinus officinalis harvested in
Ghardaia, are gotten by hydrodistillation for to be used like a biocide, the application by the
direct pulverization out of one the big devastating of the grains stocked that is the Tribolium

castaneum.

The results of the survey shown that there is a toxic effect of the essential oils of R.
officinalis on the adults and the larvas of T. castaneum by the doses 10% and 5% give a
maximal mortality 100%. but essential oils of M. piperita give some rusulats less that the first
by mortality of 63,33% to 70% in the maximal dose that utilisé10%.

Keywords: Essential oils, Mentha piperita, Rosmarinus officinalis, Tribolium castaneum.
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