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I Liste des abréviations l

S argd: Solenostemma argel.

Cx pipiens: Culex pipiens.

L1: Larvel.

L2: Larve 2.

L3: Larves.

L4: Larve4.

DLso: Dose Létale 50.

Tlso : Temps Létale 50.

HPLC: Chromatographie liquide a haute performance.
GC-SM : Chromatographie gazeuse a spectrométrie de masse
RMN : Résonance magnétique nucléaire
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| ntroduction

Le pouvoir thérapeutique et insecticides des plantes était connu par nos ancétres et nos
parents de fagcon empirique (Nacoulma, 1996). Ainsi on ignorait toute de la composition
chimique des préparations utilisées par de nombreuses populations, pour les soins de santé et
la lutte anti-insectes. Pour parvenir a une amélioration de cette médecine et lutte par les
biomolécules des plantes, plusieurs investigations phytochimiques ont été faites, afin
d’apporte une justification scientifique quant a [’utilisation traditionnelle des plantes
médicinales en médecine traditionnelle et en lutte anti-insectes (Koffi N’Guessan et al,
2009). En fait, leurs propriétés thérapeutiques et insecticides sont dues a la présence des
milliers de composeés naturels bioactifs appel és: les métabolites secondaires. Ces derniers sont
accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante
(Boudjouref, 2011).

Les maladies a transmission vectorielle sont un des problémes majeurs de santé publique
atraversle monde (Alayat MS, 2012) et on lui attribue encore le plus grand nombre de déces
chez I’homme. Une personne sur six au monde souffre de maladies transmises par les insectes
(Kumar, 1982). En Algérie, les Culicidés constituent les insectes piqueurs les plus nuisibles
aux populations, certaines especes du genre Culex peuvent transmettre des maladies
infectieuses telles que lafilariose et lafievre jaune. Des campagnes de démoustication
régulieres sont menées contre ces insectes alafois pour laréduction des nuisances au niveau
des centres urbains et ruraux (Lounaci et al, 2010).

Si I’on considére les conséquences possibles de la pollution, le prix de I'utilisation des
insecticides, a longue échéance, devient difficile a estimer. La pollution pose probléme pour
la santé humaine, étant donné la persistance de certains pesticides dans I’environnement et
leur accumulation dans nos tissus, entrainent de multiples conséquences désagréables. Dans sa
premiere période d’utilisation, un insecticide peut s’avérer efficace, mais ces effets peuvent

diminuer au fil du temps, si desinsectes deviennent résistants a son égard (Kumar R, 1982).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules
naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse (Boudjouref, 2011). Plusieurs molécules
isolées a partir des plantes médicinales sont utilisées dans la fabrication de médicaments tels
gue le Taxol (Rached, 2009). Cependant les plantes sont encore sous-exploitées surtout dans

le domaine de leur pouvoir antimicrobien.
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Parmi les pays mediterranéen, I’Algérie, qui posséde une position geographique
particuliere lui accordant une large bande de végétation tres variée notamment les plantes
aromatiques médicinales. En Algérie, la phytothérapie est une pratique tres ancienne. Les
connaissances empiriques se sont transmises verbalement a travers les générations et se sont
enrichies grace a la situation géographique stratégique bien connue de I’ Algérie. Cependant,
jusqu’a présent, seul le coté botanique de cette biomasse a été largement documenté, ses
propriétés biologiques ne le sont que peu (Bouderhem, 2015). A cet effet, et dans le cadre de
la valorisation de la flore Algérienne, on s’est intéresse aux especes de la famille des
Asclepiadaceae.

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence I’activité antimicrobienne et

insecticide de I’extrait de la plante algérienne Solenostemma argel.
Notre étude sera donc répartie en trois chapitres,

4 Une recherche bibliographique sera faite sur la plante: Solenostemma argel, le
moustique : Culex pipiens et I’utilisation des metabolites secondaires des plantes dans
la lutte anti-moustique.

4+ En suite, La partie expérimentale avec la description du matériel végétal, animal et
microbien, et |les méthodes utilisées. Celle-ci comprend :

- Evaluation de I’activité antimicrobienne par :
Etude du pouvoir antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque.
Etude du pouvoir antifongique par la méthode de diffusion par puits sur gélose.

-Evaluation de I’activité insecticide.

4+ Lesdifférentsrésultats et leur discussion.

4+ Enfin, une conclusion générale qui résume I’ensemble des résultats obtenus.
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Chapitrel : Synthése bibliographique
|. Présentation de la plante Solenostemma argel
Solenostemma argel est une espéce d’un genre monotypique appartenant a la famille des
Asclépiadacées (Benzid, 2012). Fleurit entre mars et juin, se multiplie par graines, la
germination maximale a été observée a 35°C et sous une aternance de températures élevées et
basses, c’est une plante pérenne, mais elle peut étre cultivée comme une plante annuelle
(Schmelzer et Gurib, 2013).

Figure 1. Laplante Solenostemma argel. (Benchelah et al., 2004).

[.1. Nomenclatures dela plante
S argel (Dd) Hayne est connu localement en Algérie comme «hargal» ou «arghel»

(Elkamali, 1991), en Targui : «aghallachem» ; en anglais : arghel (Benhouhou, 2005).

|.2. Position systématique
Tableau | : laposition systématique de S. argel selon Ozenda et paul (1977) :

Régne Plantes

Emb Spermatophytes
Sous’Emb Angiosper mes

Classe Dicotylédones

Ordre Gentianales

Famille Asclepiadaceae

Genre Solenostemma

Espéce S. argd ( Delile) Hayne
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|.3. Description botanique

Un arbuste vivace de 60 cm De haut avec plusieurs tiges vigoureuses. Les feuilles sont
opposees, ovales, glauques, coriaces et couvertes de poils fins. Les nombreuses fleurs ont des
pétales blancs et une forte odeur. Les inflorescences sont des ombelles denses qui donnent a la
plante un aspect attrayant. Les fruits sont des follicules épais, pyriformes, de couleur violette, 5cm

delongueur et 1,5 a2 cm de largeur, ils contiennent des graines pubescentes (Benhouhou, 2005).

Figure 2. A : fruits, B : feuilles, C : fleurs de Solenostemma argel (www.sahara-

@

nature.com).
[.4. Origine et répartition géographique
En Afrique tropicale, S. argedl setrouve dans les zones désertiques du Mali, du Niger, du Tchad
et du Soudan. Elle est également largement répartie en Algérie (le Tassili n’Ajjer et dans les
montagnes du Hoggar), se rencontre dans les endroits sableux et rocailleux secs ainsi que dans des
oueds graveleux, elle tolére la sécheresse (Schmel zer et Gurib, 2013).

[.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Le spectre des utilisations traditionnelles de S. argel est assez large pour inclure la plupart des
conditions courantes rencontrées dans la pratique ethno-médicale quotidienne.

Latige de S argel est généralement utilisée comme antispasmodique. L'infusion de la plante
est utilisée pour traiter le diabéte et la jaunisse (EIKamali et Khalid 1996). S. argel (Del) Hayne a
été considéré comme un remeéde efficace contre la toux. L'infusion des feuilles est habituellement
indiquée pour les crampes gastro-intestinales, le froid et les infections urinaires. 1l est également
utilisé comme stomachique, anti-colique et antisyphilitique lorsqu'il est utilisé pendant une période
prolongée de 40 a 80 jours (Boulos, 1983). Les utilisations les plus populaires de «hargal»
comprennent le traitement de GIT (Trouble Gastro-Intestinal) et les troubles menstruels. La fumee
de la plante est également considérée comme utile pour la rougeole et la congestion nasale du
rhume (EIKamali et Khalid 1996 ).

L’infusion des feuilles et des fleurs se prend pour purifier le sang et pour calmer les nerfs. Le

jus de feuilles ameres s’utilise en collyre pour traiter les troubles oculaires. Les feuilles fraiches

g



Chapitre Synthese bibliographique

broyées ou les feuilles séchées en poudre sont appliquées sur les plaies et les brilures pour les
désinfecter. Au Tchad, en Libye et en Egypte, la décoction de feuilles se prend pour traiter la
bronchite, la névralgie et la sciatique. Dans le Hoggar, les feuilles séchées réduites en poudre sont
bouillies dans du lait, adouci avec des dattes ou du sucre, et la décoction se boit pour traiter les
rhumatismes, la gonorrhée et I’hémoptysie. Au Liban, des feuilles séchées sont importées, et
bouillies dans I’huile d’olive. Ce liquide est utilise en frottement contre les rhumatismes.

Des branches feuillées sont jetées dans les ruisseaux et les étangs pour tuer les insectes et comme
désinfectant (Schmelzer et Gurib, 2013).

|.6. Action et toxicité phar macologique

La plante est dotée d’activité anti-inflammatoire, activité antimicrobienne et activité larvicide.
La plante est signalée comme toxique (Benhouhou S, 2005).

|.7. Composition phytochimique
Des études phytochimiques sur des feuilles séchées de S argel ont éabli les constituants

générales de la plante et ont prouvé I’absence de dérivés de I’anthraquinone. Dans leur dépistage
chromatographique, ils indiquent la présence d’au moins neuf substances, dont cing ont été détectes
dans I’extrait alcoolique (Maharani et Saber, 1964). Marcellin et a. (1967) ont signalé I’isolement
des deux composés cristallins des extraits alcooliques de S. argel. Ces composés ont été désignés
comme argelin et argeloside. Cependant, |a structure chimique exacte de ces composés n’a pas été
établie.

Khalid et Harbone (1973) ont détecté |la présence de flavonoides, kaempférol, quercétine, rutine,
flavonols, flavanones, chalcones et alcaloides dans S argel. Khalid et al. (1974) ont signaé
I’isolement de kaempférol, sa mono - et di-glycosides et la quercétine des feuilles et destigesde S.
argd. lls ont confirmé la présence d’hétérosides ester prégnane dans I’extrait de S. argel. En outre,
ils ont détecté la présence de flavonoides et les saponines dans les différents organes et les

alcaloides ou les bases azotées dans les feuilles, tiges et fleurs.

Aussi, les protéines, sucres, fibres et vitamines sont censés étre présents avec des minéraux de
Na+, K +, Ca++ Ni +3, Mg+ 2et P+ 3 (ElIKamali et al., 1992 ;EIKamali, 1994).

o
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I1. Présentation du moustique Culex pipiens
Les moustiques sont des antennates appartenant a la classe des Insectes, de I’embranchement

des arthropodes. lls possédent trois paires d’appendices locomoteurs. 1ls appartiennent a I’ordre des
Diptéres, qui comme leur nom I’indique regroupe des insectes qui ne possedent qu’une paire d’aile
meésothoracique. La famille des Culicidae comprend environ 3.000 especes (Aouati, 2016) et se
divisent en trois sous familles : les Toxorhynchitinae, les Anophelinae et les Culicinae. En Algérie
seule les deux sous-familles Culicinae et Anophelinae sont représentées (Berchi, 2000).

La famille des culicidae dont fait partie le genre Culex se caractérise par des ailes recouvertes
d’écailles. La trompe des adultes est d’une taille égale a celle de la téte et du thorax combinés
(Bouderhem, 2015).

Figure 03: Une femelle de Cx. pipiens lors d’un repas de sang (Balenghien, 2006).

[1.1. Position systématique
La position systématique de moustique Cx. pipiens a é&té proposeée par Linné, (1758) comme suit:

Tableau Il : laposition systématique de Cx. pipiens.

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous Embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Sous Classe Pterygota
Ordre Diptera
SousOrdre Nematocer a

e
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Famille Culicidae
Sous Famille Culicinae
Genre Culex
Espece Culex pipiens

I1.2. Caractéristiques de Culex pipiens
Cx. pipiens possede | es principal es caracteéristi ques suivantes:
- palpes allongées chez le méle (plus longs que latrompe) et |égerement recourbées vers le haut.
- palpes plus courtes que latrompe chez |lafemelle (environ un quart de sataille).
- au repos, I’abdomen des adultes est quasiment parallele au support
- larves avec antennes allongeées,

- siphon respiratoire des larves long.

I1.3. Bio écologie de Culex pipiens
Selon Rioux et Arnold (1955) et Sinegre et al. (1976), les larves de C. pipiens se retrouvent

dans les gites les plus divers des milieux urbain et périurbain, plus particuliérement ceux riches en
matieres organiques. Car Cx. pipiens est une espéce qui se reproduit dans des habitats naturels et
artificiels de différentes tailles (Ouedraougou et al., 2005).

I1.4. Répartition géographique de Culex pipiens
a.Danslemonde

Le moustique du genre Culicidae est celui qui a le plus de succes sur notre planéte.
Comprenant presque 800 espéeces, on retrouve les Culex dans de nombreuses régions du globe,
notamment dans tous les habitats, les pies de montagne neigeux aux fosses abyssales, et les déserts
aux foréts tropicales. en Australie et en Europe (Bussieras et Chermette, 1991). Cx pipiens se
retrouve dans toutes les régions tempérees de I’hémisphére nord (Wall et Shearer, 1992). Et en
Afrique (Vinogradova, 2003).

b.En Algérie
En Algérie, lesinvestigations faites sur les culicidae se rapportent a leur bioécologie dans le
Constantinois (Berchi, 2000), a Tlemcen (Hassaine, 2002), dans I’Algérois et Tizi Ouzou

|
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(Lounaci, 2003). A Constantine, |es gites urbains épigés et hypogés sont relativement nombreux.
Leur présence explique la nuisance que représente I’espéce Cx. pipiens.

Le tableau ci-dessous synthétise les différentes espéces des culicidés répartie dans différentes
wilayas de I’ Algérie :

Tableau |11 : les différentes espéces des culicidés répartie dans les différentes wilayas de
L’Algérie

Wilayas Espéces Réferences

Alger - Anopheles
- Aedes (Lounaci, 2003)
- Culex

Annaba - Culex (Bendali, 2006)

Batna - Anopheles (3especes)
- Culiseta (1espece) (Boulkenafet, 2006)
- Culex (despeces)

Biskra - Aedes
- Culex (Hassain, 2002)
- Culiseta

El-Taraf - Aedes
- Culex (Tahraoui, 2008)
- Anopheles

Souk-Ahras - Anopheles (3especes)
- Culiseta (3especes) (Hamaidia, 2004)
- Culex (9especes)

11.5. Cycle de développement du moustique

Les moustiques sont des insectes holométaboles qui passent par plusieurs stades de
développement. Les premiers stades de dével oppement représentés par les oeufs, les larves et les
nymphes. Ces stades sont tous aquatiques, cependant le stade adulte a une vie aérienne (Fig. 4). La
femelle adulte est hématophage. Aprés son émergence d’une durée estimée a 24-72h, elle pique les
vertébrés pour sucer leur sang contenant des protéines nécessaires a la maturation des ceufs

(Klowden, 1990). Pendant la piqlre, la femelle injecte de la salive anticoagulante qui provogue,
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chez I'hnomme, une réaction inflammatoire plus ou moins importante selon les individus (Reinert,
2000).

Accouplement

>

.
) Ropas Samgliin

: Vie adrienne

CEufs (Macolie)

l\:-_:_ = E*/ﬁ ‘_ 4 1 y

4 Stades larvaires

Figure 4: Cycle de dével oppement de moustique Cx pipiens (Klowden, 1990).

[1.5.1. Les ceufs

Les oeufs sont pondus habituellement a la surface de I’eau, regroupes dans des masses
fusiformes (Aouati, 2009), ils mesurent environ 1mm de long. Blanchétres au moment de la ponte,
ils s’assombrissent dans les heures qui suivent. Réunis par 200 a 400 en nacelle dont I’arrangement

leur permet d’étre insubmersibles (Bouderhem, 2015).

Figure 05. Aspect des oeufs de Culex pipiens, (Aouati, 2009)

[1.5.2. Leslarves
Le développement larvaire des Culicidae comporte quatre stades de morphol ogie comparable,

hormislataille (de 1mm a 1,5 cm).

Celle de Culex pipiens se développe indifféremment dans les eaux claires ou polluées. D’aspect

vermiforme, son corps se divise en trois segments. téte, thorax trapu et dépourvu d’appendices
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locomoteurs, abdomen souple. Sataille varie de 2 a 12mm en moyenne en fonction des stades . Elle
est dépourvue d’appareil locomoteur, ce qui ne signifie pas qu’elle soit immobile. Son extrémité
caudale est munie d’un siphon, ou tube respiratoire (dans le prolongement de I’abdomen), long et
étroit affleurant a la surface de I’eau; ce tube est muni de 5 clapets qui s’ouvrent sur deux orifices
par ou I’air pénétre a I’intérieur quand la larve monte a la surface de I’eau, et se rabatte quand elle
gagne les profondeurs. Ses piéeces buccales sont de types broyeurs, adaptées a un régime saprophyte
(alimentation de type particulaire), (Kettle, 1995 et Andreo, 2003 ).

| TETE I THORAX I | ABDOMEM | migrhien
-

3 2\ \

m T e

Jl-k’_ i
-
antenna I darmiars segmants I

\ Wiy e sk ﬁ
—— r ~
Figure 06. Morphologie générale d’une larve du 1Ve stade de Culex pipiens,(Schaffner et al., 2001)

——

[1.5.3. Lanymphe

A lafin du développement du quatriéme stade, |a larve ne se nourrit plus et devient une nymphe
(Aouati, 2009). La téte et le thorax fusionnent pour donner un céphalothorax (Bouderhem, 2015).
qui fait suite a un abdomen étroit recourbé de forme générale en virgule ou en point d’interrogation
(Aouati, 2009) sur lequel on trouve deux trompes qui permettent a la nymphe de respirer. Ses
pal ettes natatoires, situées sur I’abdomen, lui permettent de se déplacer (Cachereul, 1997).

Trompettes
respiratoires

Ceéphalo-thorax

abdomen

Palettes
natatoires

1 Frr

Figure 07. Aspect général d’une nymphe de Culex pipiens (Berchi, 2000).
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[1.5.4. Lesimagos

L adulte, une fois métamorphose, provoque une cassure au niveau de la téte nymphale et
émerge a la surface de I’eau. Les males atteignent leur maturité sexuelle au bout d’un jour, alors que
les femelles I’atteignent au bout de 1 a 2 jours, et elles sont plus grandes que les males issus d’une
méme émergence (Clements, 1999). Les moustiques, comme beaucoup d’insectes se nourrissent de
nectar, source d’énergie. Seules les femelles sont hématophages; elles n’ont pas besoin de sang pour
leur propre survie mais en retirent les protéines nécessaires a la maturation de leurs oeufs. La
fécondation des ceufs s’effectue lors de la ponte grace au stockage du sperme des males par la
femelle dans une spermatheque. En général, la durée de vie des moustiques adultes varie d'une
semaine a plus d'une trentaine de jours. Deux ééments permettent de distinguer le méle de la
femelle a I’ oeil nu; les palpes maxillaires sont trés courts et effilées chez la femelle, contrairement
au mae ou elles sont plus longues que la trompe et ses antennes sont plus développées et tres
poilues (Urquhart et al., 1996; Euzeby, 2008).

AlLE

:J.'.'- " B
T $ ‘ ABDOMEN I
PATTES | ‘ GENILALZIA I

Figure 8. Morphologie générale d’un imago de Culex pipiens, (Schaffner et al., 2001)

[1.6. Les principales nuisances causées par Culex

Les Culicidae sont responsables de la transmission d’agents pathogénes qu’ils peuvent
inoculer pendant leur repas sanguin. lls représentent, de ce fait, un véritable probleme de santé
publique. Parmi ces moustiques, certains sont source de nuisance difficilement supportable.
C’est le cas de Cx. pipiens (Linné, 1758), trés répandu dans e monde. Sa capacité a s’adapter
a tous les biotopes (Hassaine 2002 ; Farg et al. 2006) lui permet d’étre vecteur de plusieurs

agents pathogenes responsables de maladies infectieuses parfois mortelles (Guyatt et al. 1999).
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Selon Savage et Miller (1995), C. pipiens est I’un des principaux vecteurs de I’encéphalite de
Saint-Louis aux Etats-Unis, il a éé considéré aussi comme |e principal vecteur du virus West-
Nile en Roumanie (Savage et al. 1999), aux Etats-Unis (Plamisano et al. 2005). Le Maroc a été
touché en 1996 (Harrack et al. 1997) et en 2003 (Schuffenecker et al. 2005). En Algérie, levirus
West-Nile a provoqué une épidémie importante dans la région de Timimoune en 1994. (Le
Guenno et al., 1996).

[11. Lutte anti-moustique

La lutte contre les vecteurs est I’ensemble des moyens chimiques, physiques et biologiques
qui visent la limitation des vecteurs. L’efficacité d’une lutte dépond de la solidité de ses bases
écologigues en particulier, de la connaissance des variations spatiotemporelles, du développement
et de I’activité de ces insectes (Louanaci, 2003).

[11.1. Lalutte écologique

La lutte écologique consiste par exemple a éliminer les habitats larvaires: drainage et
asséchement des points d’eau, gestion des dé§ections et des engrais de ferme et |a gestion adaptée
des ensilages (Baenghien, 2009). C’est I’ensemble des mesures environnementales qui font
obstacle a la reproduction des moustiques ou qui conduisent a I’élimination des gites larvaires, et la
modification de I’environnement de facon a le rendre défavorable a la survie des culicidae
(Azondekon, 2006).

[11.2. Lalutte génétique

La lutte génétique, comprenant le lacher de méle stérile (absence de fécondation des femelles
hématophages) et la manipulation des femelles (insertion des fragments d’ADN rendant le
moustique inapte a transmettre des maladies: capacité vectorielle réduite) est en voie de
développement (Goidlard, 2012).

[11.3. Lalutte chimique
La lutte chimique consiste a I’utilisation de produits chimiques de synthése pour lutter contre
leslarves et les imagos de moustiques (O.M.S, 1976).

La lutte anti-moustique par des insecticides est tres efficace sur les moustiques culicidés, mais
présente plusieurs inconvénients. En effet, ils peuvent étre, en plus d’un effet néfaste sur la vie
aquatique, a l'origine de divers problemes environnementaux (Aouinty et al., 2006). Notamment le
phénomene de la résistance des insectes aux insecticides (El ouali lalami et al., 2014). Les insectes

traités développent une résistance aux insecticides chimiques. Par ailleurs, les chercheurs et




Chapitre Synthese bibliographique

scientifiques tentent d'ores et dga de trouver des aternatives efficaces et accessibles a partir de
produits naturels qui connaissent de nos jours un regain dintérét et présentent une popularité
grandissante. Alors, les substances naturelles comme les molécules bioactives issues des végétaux
suscitent actuellement un intérét tout particulier par leurs multiples activités biologiques
(Bouderhem, 2015).

[11.4. Lalutte biologique

L’action contre les larves de moustiques par des agents naturels consiste a détruire les larves
ou a empécher leur développement par I’utilisation des forces naturelles (Gariepy, 2011). La lutte
biologique consiste a introduire, dans le biotope des moustiques, des especes qui sont leurs
ennemis, tels que micro-organismes ou prédateurs naturels des larves de moustiques. Les moyens
les plus répondus sont les larvicides biologiques, les poissons larvivores, les extraits des plantes

meédicinales et les bactéries comme le Bacillus thuringiensis (Carneval e et Robert, 2009).

[11.4.1. Utilisation des métabolites secondaires des plantes

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des substances
naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques (glucides, protides,
lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréguemment des métabolites dits secondaires qui sont
produits en tres faible quantité, dont plus de 200.000 molécules ont été identifiées. Les métabolites
secondaires sont aussi trés exploités par I’homme dans les différents domaines : dans le domaine
culinaires comme colorants et ardmes, dans le domaine agricole comme herbicides et insecticides
ains que dans le domaine médicinale comme antibiotiques, antioxydant, drogues.....etc. (Krief,
2003).
I11.4.2. Classification des métabolites secondair es

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés phénoliques,
les terpénes et les acaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de

composes qui possedent une tres large gamme d'activités en biologie humaine (Krief, 2003).

111.4.2.1. L es composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules tres
largement répandues dans le regne végétal. Sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la croissance, ou la

reproduction (Y usuf, 2006).
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111.4.2.1.1. Classification des polyphénols
On distingue les acides phénoliques (phénols simples), les flavonoides, les lignanes,

les stilbénes, les coumarines et les tannins (Boros et al., 2010).

[11.4.2.2. Lesterpénes

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composes possédant une structure moléculaire
construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont majoritairement
d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes, organismes marins, les

champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011).

111.4.2.2.1. Classification des ter penoides

La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de I’unité de base
isopréne en donnant des hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes
(C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et polyterpenes (Mebarki, 2010).

111.4.2.3. Les alcaloides
Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et

présentant une structure mol éculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011).
Généralement, les acaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes
racines (Krief, 2003).

[11.4.2.3.1. Classification des alcaloides

Alcaloides dérivésdelalysine.

Alcaloides dérivés de latyrosine et de la phénylaanine.
Alcaloides dérivés de I’acide anthranilique.

Alcaloides dérivés de I’acide nicotinique.

Alcaloides dérivés de I’histidine.

IV. L activité antimicrobienne

Un antimicrobien est une famille de substances qui tuent ou ralentissent la croissance des
microbes. Les microbes visés par un antimicrobien peuvent ére des bactéries (activité
antibactérienne), des virus (activité antivirale), des mycétes (activité antimycotique), ou des

parasites (activité antiparasitaire) (Hordi, 2014).
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IV.1. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

Plusieurs groupes de chercheurs ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de plantes
meédicinales, ils ont trouve que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mais aussi
contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et al., 2009).
D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les
meétabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes. Cette eétape constitue
une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la médecine
alternative, et lathérapie naturelle (Huang et al., 2008).

IV.2. Les méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

» L’aromatogramme : est une méthode qui se réalise in vitro, basée sur une technique utiliseée
en bactériologie médicale, appel ée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé
ou encore méthode des disques (Fauchére et al., 2002).

» Méthodes du puits.

» Méthode de dilution (Djenadi, 2011).

V. Activitéinsecticide des extraits de plantes

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticide est connu depuis longtemps. En effet, le
pyréthre, la nicotine et la roténone sont dégja connus comme agents de lutte contre les insectes
(Crosby et al., 1966). D’apres Jacobson (1989), plus de 2000 especes vegétales possedant une
activité insecticide sont déja identifiees. Récemment, la litiere de I’aulne, plante riche en
polyphénols s’est révélée étre douée de propriétés toxiques importantes vis-a-vis des larves de
moustique Cx pipiens (David et al., 2000). Dans des travaux encore plus récents, les propriétés
insecticides de certaines plantes ont été démontrées sur les larves d’insectes. Les travaux de Jang et
al (2002) sur A. aegypti testant I’activité larvicide de certaines Iégumineuses et ceux d’Alaoui-
Slimani (2002) avec Mentha pulegium (Labiée) et de Jang et al (2002) avec les extraits de plantes
médicinales aromatiques ont confirmé I’efficacité insecticide des extraits de ces plantes sur des
larves de culicidés. Par ailleurs, la protection des cultures contre les ravageurs par des extraits
végétaux a été étudiée aussi bien sur les larves de Iépidoptéres (Lee et al., 2002) que sur des larves
d’acridiens (Barbouche et al., 2001).
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Chapitrell : Matériel et méthodes
|. Matériel
|.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal
L’espece végétale étudiée est I’Asclepiadaceae :

Solenostemma argel. Les différents
essais sont effectués avec la partie aérienne de la plante : tiges, feuilles et fleurs.

[.1.2. Les souches microbiennes et fongiques

L’activité antimicrobienne de I’extrait de la plante S. argel est évaluée sur 4 souches
bactériennes et 3 souches fongiques provenant de laboratoire de biotechnologie microbienne
de la Faculté des Sciences de I’Université de Boumerdes. Leurs références et classement sont
présentés dans le tableau suivant :
Tableau IV : Les souches bactériennes et fongiques utilisées lors de I’évaluation de I’activité

antimicrobienne (Annexes : tableau XX et tableau XXI).

L es germestestés Type Gram Références
d’organisme
Escherichia coli Bacille négatif Cb 38
Bactéries Salmonella spp Bacille negatif Spp 4330
Pseudomonas aer oginosa Bacille négatif ATCC 2853
Bacillus thuringensis Bacille Positif Laboratoire
biotechnologie
microbienne
Metarizium X14
Champignons | Paecelomyces X30
Aspergilus X4

ATCC : Américain Type Culture Collection

[.1.3. Matériel animal

La présente étude a eté réalisée sur I’espéce Culex pipiens, les barquettes ont été
prélevées d’un gite de ponte au niveau d’un bassin d’eau a la Faculté des Sciences.
L’incubation des ceufs et I’élevage des différents stades larvaires ont été réalisés au niveau du
laboratoire & une température de 28°C et un éclairage discontinu dans des bacs en plastique.

Leslarves ont été alimentées de biscuits et du sucre.

|. 2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est composé de verrerie,

d’équipements, d’appareils. Il comprend aussi un ensemble des produits chimiques (Annexes :
tableau X1X).
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II. Méthodologie de travail
11.1. Préparation de I’extrait végétal dela plante S. argel

I1.1.1. Préparation de la matiére végétale

La plante a été récoltée au printemps 2015 dans la région de Timlawlaouine (wilaya de
Tamanrasset, sud d’Algérie).
La plante est séchée a I’ombre et a température ambiante puis broyée. La poudre végétale
obtenue est tamisée puis conservée a I’abri de la lumiere dans des boites hermétiqguement

fermées.

I1.1.2. Préparation de I’extrait éthanolique brut
L’extrait éthanolique est obtenu sous agitation magnétique a température ambiante de 50

g delapoudre végétale de S. argel dans un volume défini d’éthanol (350 mL) pendant 7 jours.
A lafin de I’extraction, le résidu sec est jeté, le filtrat recueilli est soumis & une évaporation
sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif a une température de 40°C pour éliminer I’éthanol.
Lereste du solvant a été éliminé par séchage a 45°C dans une étuve.
11.1.3. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est

exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

Avec:
P : poids initial de I’échantillon (g).
Po : poids du pilulier vide (g).

P1: poids du pilulier aprés évaporation totale.
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11.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne
[1.2.1. Activité anti bactérienne: méthode de diffusion sur disque

I1.2.1.1. Conservation des souches
Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de

culture incliné (gélose nutritive).

Figure 09: Le milieu de culture incliné pour la conservation des souches bactérienne.

[1.2.1.2.Revivification des souches microbiennes

La revivification des souches microbiennes est une étape nécessaire avant leur utilisation
car leur activité biologique est nulle. Donc, elle a pour but I’obtention d’une culture jeune et
pure. Elle consiste a ensemencé en stries quelques colonies des souches conservées sur la
surface de la gélose nutritive préalablement coulée et solidifier dans les boites de Pétri.

Les boites de Pétri renfermant chacune une souche microbienne sont incuber a 37°C

pendant 24 heurs.

[1.2.1.3. Préparation desdisques
Des disgues de papier Wattman de 6 mm de diamétre sont découpés et stérilisés dans un

autoclave pendant 1 h a 120°C.
Ces disgues sont ensuite imbibés de 50 pl d’extrait a tester a raison de 3mg/disque.

18
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Figure 10 : Les disques du papier Wattman imbibés de I’extrait de la plante Solenostemma
argel.

[1.2.1.4. Préparation de I’inoculum

A partir des cultures jeunes préparées, on préléve quel ques colonies bactériennes et on les
mets dans I’eau physiologique stérile.

La suspension bactérienne est bien homogénéisée, et la densité optique est lu a 625 nm et
justifiée 20,08 20,1 soit environ 108 UFC/mL (Penssini et al., 2003).

Figure 11: Préparation des suspensions bactériennes (I’inoculum).

[1.2.1.5. Préparation des milieux de cultur e avec des suspensions microbiennes

Cette étape consiste aliquéfier le milieu gélosé Meuller Hinton dans un bain marie a 95°C,
puis, on coule aseptiqguement le milieu en surfusion dans des boites de Pétri. On laisse
refroidir et solidifier sur la paillasse, puis, on réalise I’ensemencement par écouvillonnage a

I’aide d’un coton-tige stérile contenu des suspensions microbiennes et on verse en tournant la

E

boite.
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[1.2.1.6. Dépbt des disques
La derniére étape consiste a déposé a I’aide d’une pince stérile a la surface de la gélose

ensemenceée par lasouche atester les disques préparés préal ablement.

Figure 12 : Dép6t des disques de I’extrait de la plante S. argel sur les boites ensemenceées par

les différentes souches bactérienne.

[1.2.1.7. Incubation

L’incubation se faite a 4°C pendant une nuit, durant cette période, les substances diffusent
dans la gélose a partir des disques selon un gradient de concentration jusqu’a une limite ou sa
concentration est laplus faible.
Apres, lesboites de Pétri sont réincubées a 37°C pendant 24h.

[1.2.1.8. Lecture desrésultats
La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque

disque a I’aide d’une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis
des polyphénoles (Duraffourd et al, 1990).

» Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.

» Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

» Tréssensible (++) : diamétre compris entre 15 219 mm.

» Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

[1.2.2. Activité antifongique : M éthode de diffusion par puits sur gélose

Cette méthode est décrite par Berghe et al. (1991). Le milieu PDA a été coulé sur boite de
Pétri a une épaisseur de 8mm ; des puits de 6mm de diamétre sont perforés dans cette gélose
et 50 pL de I’extrait a 50 mg d’extrait /mL d’éthanol est introduit dans chaque puits. Un
disque de mycélium fongique est alors placé au centre de chaque boite. L’incubation de celle-
ci dure 7 jours a 25°C. L’activité antifongique a été ainsi représentée par une zone

d’inhibition autour des puits.

E
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Une boite de Pétri contenu 8 mL de milieu PDA et 50 puL d’éthanol dans chaque puits a été

utilisé comme témoigne négatif.

Metarhizium sp Aspergillus sp Paecilomyces sp

Figure 13 : Méthode de réalisation de I’activité antifongique.

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits
a l’aide d’une regle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition (Duraffourd et al, 1990).
» Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
» Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
» Tréssensible (++) : diamétre compris entre 15 219 mm.

> Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

11.3. Evaluation de I’activité insecticide de I’extrait de la plante S. argel sur les différents

stades larvaires de moustique Cx pipiens.
[1.3.1. Testspréliminaires

Une dosede 0,10g de I'extrait de S argel a été testée sur les larves de stade | du
moustique Culex pipiens. L’extrait est mis dans un gobelet en plastique contenant 20 mL
d’eau minérale. Les larves sont ensuite déposées a la surface de cette solution d’extrait a
raison de 20 larves. L’incubation se fait a température ambiante. La survie des larves est

surveillée et le nombre des larves L1 mortes est calculé apres 2h, 4h, 6h et 24 h.

5
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Figure 14 : Test préliminaire sur leslarves L1 de moustique Culex pipiens.

[1.3.2. Activitélarvicide

A partir des résultats du test préiminaire, une gamme de concentrations alant de 0,025,
0,05, 0,075 & 0,1 d’extrait brut de S. argel par 20 mL d’eau de minérale ont été préparees. Les
essais larvicides ont été réalisés sur les quatre premiers stades larvaires: L1, L2, L3, L4. Pour
chacune des doses testées, 20 ml de I’eau minérale sont ajoutés a chaque dose d’extrait et 20
larves d’un méme stade sont prélevées a I’aide d’une seringue et sont introduites dans chaque
gobelet. Pour le témoin, les larves étaient déposées dans les gobelets contenant uniquement
20 ml de I’eau minérale. Les mortalités ont eté calculées aprés un temps de contact de 2h, de
4h, de 24h et de 48h. Trois répétitions ont été effectuées pour chacune des doses testées.

Figure 15 : Photographie représentant |a technique des bioessais.

22
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11.3.3. Expression desrésultats

Les résultats sont exprimés en termes de pourcentage de mortalité, mortalité corrigée,
détermination de la Dose Létale 50 (DLsp) et le Temps Létale 50 (TLsg).

11.3.3.1. Calcul des pourcentages de la mortalité
Le pourcentage de mortalité observé pour chaque répétition chez les larves témoins et

traitées a été cal culé comme suivant :

Pour centage de mortalité (%) = (nombre de mort/ nombre total d’individu) x 100 ‘

11.3.3.2. Lamortalité corrigée
Les mortalités observées ont été corrigées a I’aide de la formule d’Abbott (1925) en tenant

compte des mortalités naturelles observées dans les lots témoins.

Avec:
M1 : pourcentage de mortalité dansle lot témoin.
M2 : pourcentage de mortaité danslelot traité.

Mc : pourcentage de mortalité corrigee.

11.3.3.3. Détermination dela DL g
La dose létale 50 (DLsg) est la dose nécessaire pour tuer la moitié d’une population, c’est

une valeur qui nous renseigne sur I’importance de I’effet toxique de I’extrait de la plante
(c’est un indice de la toxicité d’une substance), elle est calculée a partir de la droite de
régression des probits [y = ax + b] correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées
en fonction des logarithmes des doses de traitement. La table des probits de Blissin Cavelier
(1976) (voire annexe tableau n°.... ) est utilisée a cet effet.

LaDLsg est calculée a partir des droites de régression des probits = f (log dose).

Y =a+Log (X)

@
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Dont :

Y : valeur de probit correspondant a I’effet insecticide (probit de mortalités corrigees).
X : dose d’extrait test.

a: lapente.

A partir de cette équation on peut déterminer la DLsp en remplagant Y par le chiffre 5 qui
correspond a 50% de mortalité.

[1.3.3.4. Dé&ermination du TLsg

Le temps létal 50 (TLso) correspondant au temps nécessaire pour gue périssent 50 % des
individus exposés a une dose ou a une concentration déterminée (Ramade, 2007). Il est
calculé a partir de la droite de régression des probits correspondant aux pourcentages des
mortalités corrigées en fonction des logarithmes des temps de traitement (probits = f (log
temps).
11.3.3.5. Analysedela variance
Les résultats de I’activite de I’extrait éthanolique brut de Sargel vis-a-vis de la mortalité des
larves de Cx pipiens, sont soumis a I’analyse de la variance (ANOVA) a deux facteur a I’aide
d’un logiciel Statistica, qui permet de mesurer les effets de chaque dose de I’extrait sur le
parameétre mesuré. Les effets sont estimés atrois seuils de signification, avec :

Effet significatif; P < 0,05.

Effet tressignificatif; P < 0,01.
Effet hautement significatif ; P <0,001.
NS : Effet non significatif.
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I. Résultats de préparation de I’extrait végétal de la plante Sargel
Les résultats de I’extraction sont montrés dans le tableau et lafigure ci-dessous:
Tableau V: Aspect, couleur et rendement de I’extrait éthanolique de Solenostemma argel.

Extrait éthanolique
Aspect Péte collante
Couleur Verte foncée
Rendement % 17,12

Figure 16 : Aspect et couleur de I’extrait éthanolique de laplante S. argel.

Il. Résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait de la plante S. argel
[1.1. I’activité antibactérienne

Dans le but de mettre en évidence I’activité antimicrobienne de [I’extrait brut de la
plante Solenostemma argel, des antibiogrammes par la méthode de diffusion sur disque ont
été réalisés sur quatre souches bactériennes, les résultats sont présentés dans I’ensemble de

figures et tableaux suivants.
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Bacillus thurengensis traité

Pseudomonas aer oginosa traité

Salmonella spp traité

Escherichia col_i fraité

Bacillus thurengensis témoin

Pseudomonas aeroginosa témoin

Salmonella spp témoin

Escherichia coli témoin

Figure 17 : Résultats de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque.

@
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Tableau VI : Diametre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par

I’extrait éthanolique de S. argel.

R1 R2 R3 M oyenne Sensibilité
E cali 09 07 05 07+1,63 )
Pseudomonas 08 06 06 06.6+0,94 )
aerogenosa
Bacillus 05 05 05 050 )
thurengensis
Salmonella 09 08 05 7.3£1,69 )
PP

(-): Résistante.

D’apres la figure 18 et le tableau VI on remarque que les zones d’inhibition sont trés
réduites ce qui révele que I’extrait n’a pas d’effet sur la croissance des bactéries testées.
Discussion

Le présent travail a étudié I’effet de I’extrait de la plante Solenostemma argel sur la
croissance de quatre bactéries : une bactéries Gram + (Bacillus thuringensis et trois bactéries
Gram - (Pseudomonas aeroginosa, Salmonella sp et Escherichia coli) par la méthode de
diffusion sur disque. Les résultats trouvés ont montré que les quatre bactéries sont résistantes

a I’extrait de la plante Solenostemma argel.

L’activité antibactérienne des extraits de la plante Solenostemma argel et d’autres
plantes est bien documentée, Abdel Moneim et al. (2009) ont évalué [I’activite
antimicrobienne de I’extrait de S argel, leurs étude a montré que I’extrait était tres efficace
contre E coli et Salmonella typhi.

Les études de Kebbab et al. (2016) sur I’évaluation de I’activité antimicrobienne de
I’extrait méthanolique de la plante algérienne Solenostemma argel ont mis en évidence une
sensibilité de la souche P. aeroginosa aux flavonoides testés, ces flavonoides n’ont pas
développés de zones d’inhibition contre d’autres souches testées (Staphylococcus aureus et

Escherichia cali).

A Sumatra (Indonésie), 114 extraits d’espéces de plantes ont été testés pour leur activité
antimicrobienne (Ahmed, 2004). Environ 82% des extraits étaient actif contre la bactérie S.

aureus, tandis que 35% d’entre eux étaient actif contre E. coli.

a7
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[1.2. ’activité antifongique

Dans le but de mettre en évidence I’activité antifongique de I’extrait brut de la plante S.
argel, laméthode de diffusion sur puits a été réalisée sur trois souches fongiques, les résultats
sont présentés dans la figure suivante.

Paecilomyces témoin

Aspergillustraité

Metarhizium traité "~ Metarhizium témoin

Figure 18 : Résultats de I’activité antifongique par la méthode des puits.

Aucun résultat obtenu, |es boites ont été contaminées.

@
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[11. Résultats de I’activité larvicide

Dans le but de connaitre I’effet larvicide de I’extraits de la plante Solenostemma argel,
des essais toxicologique sur les larves des stades: L1, L2, L3 et L4 de Culex pipiens ont été

réalisés, les résultats sont presentés dans I’ensemble de figures et tableaux ci -dessous.

[11.1. Test préliminaire
Dans le but de déterminer une gamme de doses pour I’essai insecticide, un test préliminaire a
été réalisé en testant la dose de 0,1 mg/20mL d’eau, les résultats obtenus sont représentés par

lafigure suivante :

120 -

[

o

o
1

80 -

40 +D:0,1

20 -

% de mortalité corrigé

2h 4h 6h 24h
temps (heures)

Figure 19 : Relation dose-effets de I’extrait de Solenostemma argel sur leslarves L1 de

Culex pipiens.

La figure illustre I’évolution du taux de mortalité cumulé des larves au stade L1 dans le
temps en fonction de la dose de I’extrait utilise. Les résultats obtenus montrent que I’extrait
de la plante testée présente une bonne activité larvicide et qui évolue avec le temps, apres 24
heures d’exposition, la dose testé (0,1mg/20mL d’eau minérale) a provoqué une mortalité de
100%.
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I11.2. Action larvicide de I’extrait de Solenostemma argel vis-a-vis de Culex pipiens
111.2.1. Cinétique de mortalité deslarvesL 1

Les résultats des tests de toxicité de I’extrait de S. argel a différentes doses vis-a-vis des

larves L1 de Culex pipiens sont représentés par la figure suivante :

120 -

100
‘Q
o
= 80
S —4—D1=0,025
3 60 —8—D2=0,05
®
S D3=0,075
S 40
S == D4=0,1
()
T 20 —¥=témoin
>

0 .

2h 4h 20h 26h 48h
Temps (heures)

Figure 20 : Cinétique de mortalité des larves L1 de Culex pipiens témoins et traitées a

I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel a différentes doses

La figure 20 illustre I’évolution des pourcentages des mortalités cumulées des larves au
stade L1 dans le temps en fonction des doses de I’extrait utilisé.

Une relation dose-effet a été observée. En effet la plus forte dose entraine une mortalité
38.33% des L1 apres deux heures d’exposition et 100% apres 20 heures d’exposition.

La concentration minimale testée (0,025g/20ml d’eau minérale) n’a entrainé les 100%
de mortalité des L1 de Culex pipiens qu’apres 48 heures. Aucune mortalité n’a été observée

dans le lot témoin.

£
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111.2.2. Cinétique de mortalité deslarvesL 2

Les résultats des tests de toxicité de I’extrait de S. argel a différentes doses vis-a-vis des

larves L2 de Culex pipiens sont représentés par la figure suivante :

120 -

100 -
‘O
(@]
‘= 80 -
5 —4—D1=0,025
(&)
‘© 60 - ——-D2=0,05
< D3=0,075
5 40
= ==D4=0,1
S 20 - =¥=témoin
X

0 & — ek

2h 4h 20h 26h 48h
Temps (heures)

Figure 21 : Cinétique de mortalité des larves L2 de Culex pipiens témoins et traitées a
I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel a différentes doses

La figure 21 illustre I’évolution des pourcentages des mortalités cumulées des larves au
stade L2 dans le temps en fonction des doses de I’extrait utilisé. Il apparait comme pour le cas
précédant, une augmentation du pourcentage de mortalité des larves L2 traitées avec
I’augmentation des doses de I’extrait testé. Les 100% de mortalité sont noté respectivement
apres 20h d’exposition pour les 3 fortes doses (D2=0,05 ; D3=0,075 et D4=0,19/20 mL d’eau
minérale) et 26h pour la D1 (0,025¢9/20 mL d’eau minérale).

Aucune mortalité n’a été observée dans le lot témoin.

111.2.3. Cinétique de mortalité deslarves L 3

Les résultats des tests de toxicité de I’extrait de S. argel a différentes doses vis-a-vis des

larves L3 de Culex pipiens sont représentés par la figure suivante :

a
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Figure 22 : Cinétique de mortalité des larves L3 de Culex pipiens témoins et traitées a

I’extrait ethanolique brut de Solenostemma argel a différentes doses

Lafigure 22 illustre I’évolution des pourcentages des mortalités cumulées des larves au
stade L3 dans le temps en fonction des doses de I’extrait utilisé. Les 100% de mortalité sont

observées aprés 20 d’exposition
[11.2.4. Cinétique de mortalité deslarves L4

Lesrésultats des tests de toxicité de I’extrait de S. argel a différentes doses vis-a-vis des
larves L4 de Culex pipiens sont représentés par la figure suivante :

120 -
‘O
2100 -
983 80 1 ——D1=0,025
® 60 - —=-D2=0,05
5 _
£ 40 - D3=0,075
3 —<D4=0,1
o 20 - L
o ==temoin

0 ¥ ¥ ;

2h 4h  20h 26h 48
temps (heures)

Figure 23 : Cinétique de mortalité des larves L4 de Culex pipiens témoins et traitées a

I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel a différentes doses
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La figure 23 illustre I’évolution des pourcentages des mortalités cumulées des larves au
stade L4 dans le temps en fonction des doses de I’extrait utilisé. Les 100% de mortalité sont

observées aprés 20 d’exposition.
[11.3. Analyse de variance

L’analyse de la variance, a deux critéres de classification, révele une différence entre les
taux de mortalité enregistrés pour les différentes doses et témoins. Nous avons évalué
I’efficacité de traitement pour leslarves en considérant 2 facteurs : dose et temps.

Les résultats relatifs a cette analyse statistique sont mentionnés sur les tableaux ci-

dessous :

Tableau VII : Efficacité de Solenostemma argel appliquée sur les larves 1 a travers I’analyse

de variance.
Effet Somme  Degréde  Moyenne F P
des liberté des
carrés carrés
Dose 2368,080 4 8871,587 3,403339 0,01
Temps 2551,013 4 637,7533 3,666246 0,01
Dose*Temps 748,320 16 46,7700 0,268866 0,99
Erreur 8871,587 51 173,9527

L’analyse de la variance de la mortalité des larves 1 de Cx pipiens montre un effet
dose trés significatif (P < 0.01).

L’analyse de la variance de la mortalité des larves 1 de Cx pipiens montre un effet
temps tres significatif (P < 0.01).
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Tableau VIII : Efficacité de Solenostemma argel appliquée sur les larves 2 a travers

I’analyse de variance.

Effet Somme Degréde Moyenne F P
des liberté des
carrés carrés
Dose 2151,387 4 537,8467 3,475043 0,01
Temps 2966,587 4 741,6467 4,791800 0,002
Dose* Temps 929,547 16 58,0967 0,375364 0,98
Erreur 7893,480 51 154,7741

L’analyse de la variance de la mortalité des larves 2 de Cx pipiens montre un effet
dosetres significatif (P < 0.01).

L analyse de la variance de la mortalité des larves 2 de Cx pipiens montre un effet

temps trés significatif (P < 0.01).

Tableau I X : Efficacité de Solenostemma argel appliquée sur les larves 3 a travers I’analyse

de variance.

Effet Somme Degréde Moyenne F P

des liberté des

carrés carrés
Dose 1690,453 4 422,613 3,166055 0,02
Temps 4466,453 4 1116,613 8,365234 0,000029
Dose* Temps 1136,430 16 71,030 0,532129 0,91
Erreur 6807,613 51 133,483

L analyse de la variance de la mortalité des larves 3 de Cx pipiens montre un effet
dose significatif (P < 0.05).

L analyse de la variance de la mortalité des larves 3 de Cx pipiens montre un effet

temps hautement significatif (P < 0.001).




Chapitrel 1l

Résultats et discussion

Tableau X : Efficacité de Solenostemma argel appliquée sur les larves 4 a travers I’analyse

de variance.

Effet Somme
des
carrés

Dose 1728,133

Temps 4576,133

Dose* Temps 1144,400

Erreur 6913,333

Degréde
liberté

4
4

16

51

M oyenne F p
des

carrés

432,033 3,187131 0,02

1144,033 8,439590 0,000026

71,525 0,527643 0,91

135,556

L’analyse de la variance de la mortalité des larves 4 de Cx pipiens montre un effet

dose significatif (P < 0.05).

L analyse de la variance de la mortalité des larves 4 de Cx pipiens montre un effet

temps hautement significatif (P < 0.001).

B Test Tukey (HSD)

Tableau XI : Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S. argel sur leslarves L1 de

Cx pipiens (doses).
Dose [1]
0,0000

1 0

2 25 0,165952
3 50 0,044638
4 75 0,027681
5 100 0,017428

Le test de tukey montre une différence significative pour les combinaisons: (T-D2),
(T-D3), (T-DA4). Les effets des doses: (T-D1), (D1-D2), (D1-D3), (D1-D4), (D2-

[2]
10,867

0,165952

0,978822
0,943019
0,888197

[3] [4] [3]
13,600 14,467 15,267
0044638 0027681  0,017428
0978822 0943019  0,888197

0999780  0,996828
0,999780 0,999840
0,996828  0,999840

D3),(D2-D4), (D3-D4) ne sont pas statiquement différents.
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Tableau XI1 : Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S argel sur les larves L1 de

Cx pipiens (temps).
Temps [1]
3,0000

1 2

2 4 0,998014
3 20 0,098807
4 26 0,064376
5 48 0,058066

[2]
4,667

0,998014

0,189542
0,130471
0,119130

[3]
14,933

0,098807
0,189542

0,999773
0,999484

Résultats et discussion

[4]
15,800

0,064376
0,130471
0,999773

0,999999

Les effets des temps ne sont pas statiquement différents.

Tableau XI11: Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S. argel sur les larves L2 de

Cx pipiens (doses).

Dose [1]
0,0000
1 0
2 25 0,215269
3 50 0,065277
4 75 0,032935
5 100 0,022442

Le test de tukey montre une différence significative pour les combinaisons: (T-D3),
(T-D4). Les effets des doses : (T-D1), (T-D2), (D1-D2), (D1-D3), (D1-D4), (D2-D3),

[2]
10,067

0,215269

0,981330
0,923132
0,870587

[3]
12,666

0,065277
0981330

0,998885
0,993943

[4]
13,933

0,032935
0,923132
0,998885

0,999999

(D2-D4), (D3-D4) ne sont pas statiquement différents.

Tableau X1V: Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S argel sur les larves L2 de

Cx pipiens (temps).
Temps [1]
2,4677

1 2

2 4 0,999998
3 20 0,090171
4 26 0,031238
5 48 0,031238

[2]
2,7333

0,999998

0,103027
0,036486
0,036486

[3]
14,067

0,090171
0981330

0,998885
0,993943

[4]
16,000

0,0312938
0,036486
0,993051

1,000000

[3]
16,000

0,058066
0,119130
0,999484
0,999999

[3]
14,600

0,022442
0,870587
0,999484
0,999999

[3]
16,000

0,031238
0,036486
0,993051
1,000000
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Le test de tukey montre une différence significative pour les combinaisons: (T1-T4),
(T1-T5), (T2-T4), (T2-T5). Les effets des doses : (T1-T2), (T1-T3), (T2-T3), (T3-T4),
(T3-T5), (T4-T5) ne sont pas statiquement différents.

Tableau XV: Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S argel sur leslarves L3 de Cx

pipiens (doses).

Dose

25
50
75
100

a b wnN Bk

[4]
2,4677

0,119689
0,106061
0,109345
0,109345

[2]
2,7333

0,119689

0,999998
0,999999
0,999999

[3]
14,067

0,106061
0,999998

1,000000
1,000000

[4]
16,000

0,109345
0,999999
1,000000

1,000000

Les effets des doses ne sont pas statiquement différents.

[3]
16,000

0,109345
0,999999
1,000000
1,000000

Tableau XVI :. Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S argel sur leslarves L3 de

Cx pipiens (temps).

Temps

20
26
48

abrhwnNn -

Le test de tukey montre une différence significative pour les combinaisons: (T1-T3),
(T1-T4), (T1-T5), (T2-T3), (T2-T4), (T2-T5). Les effetsdestemps : (T1-T2), (T3-T4),
(T3-T5), (T4-T5) ne sont pas statiquement différents.

[4]
0,000

1,000000
0,003928
0,003401
0,003401

[2]
0,6667

1,000000

0,004121
0,003568
0,003568

[3]
15,800

0,003928
0,004121

0,999999
0,999999

[4]
1,000

0,003401
0,003568
0,999999

1,000000

[3]
16,000

0,003401
0,003568
0,999999
1,000000
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Tableau XVII: Test de tukey de I’effet de I’extrait de la plante S. argel sur les larves L4 de

Cx pipiens (doses).

Dose

25
50
75
100

g wnNn -

[4]
0,000

0,110847
0,110847
0,110847
0,110847

[2]
12,000

0,110847

1,000000
1,000000
1,000000

[3]
12,000

0,110847
1,000000

1,000000
1,000000

[4]
12,000

0,110847
1,000000
1,000000

1,000000

Les effets des doses ne sont pas statiquement différents.

[3]
12,000

0,110847
1,000000
1,000000
1,000000

Tableau XVIII : Test detukey de I’effet de I’extrait de la plante S. argel sur leslarves L4 de

Cx pipiens (temps).

Temps

20
26
48

a b wnN Bk

Le test de tukey montre une différence significative pour les combinaisons: (T1-T3),
(T1-T4), (T1-T5), (T2-T3), (T2-T4), (T2-T5). Les effets destemps : (T1-T2), (T3-T4),
(T3-T5), (T4-T5) ne sont pas statiquement différents.

[4]
0,000

1,000000
0,003668
0,003496
0,003496

[2]
0,6667

1,000000

0,003848
0,003668
0,003668

[11.4. Evaluation dela dose létale 50 (DL 5p)

[3]
15,933

0,003668
0,003848

1,000000
1,000000

[4]
16,000

0,003496
0,003668
1,000000

1,000000

[3]
16,000

0,003496
0,003668
1,000000
1,000000

Le tracage des droites de régression des probits en fonction des logarithmes des doses a

differents temps d’observation nous ont permis de calculer les DLsp pour les différents stades

larvaires: L1, L2, L3 et L4 et qui sont illustrées dans les figures ci-dessous et les annexes

(tableau XX X1X).
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I11.4.1. Evaluation dela dose Ié&ale 50 (DL sp) de L 1:

T=2h DL 95,49 mg/ml T=4h  DLg=9L,20mg/mL
6 - y =7,4112x - 9,7275 = 2.8032x - 05066
5 - R*=0.79 6 R2=0,7886
4 - * > /
- =4
5% 8 |
g2 a, .
1 1 -
0 . ’ ; 0 T T 1
0 1 2 0 1 2 3
Log dose L og dose
T=20h DL 5,=14,30 mg/mL T=26h DL 5,=4,27 mg/mL
y = 4,188x + 0,162 o y = 2,4486x + 3,4547
9 2_ : ] R?=0,7768
g | / R?=0,7768 g /‘
7 - 77
6 .
— 6 =
-g 5 | ’ 85 .
o4 g4
[al 3 3 -
2 - 2 1
1 - 11
0 T T 0 T T 1
0 1 ) 0 1 3
L og dose Log dose

Figure 24 : Droites de régression : probits en fonction du log doses des larves L1 de Culex

pipiens traitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

D’aprés la figure 24, on constate que I’effet toxique de I’extrait de la plante

Solenostemma argel est clairement apparent a travers les valeurs de la DLsg trouvées, ces

valeurs diminuent avec le temps ce qui explique la bonne efficacité de I’extrait testé dans le

temps. PluslaDLs est faible, plus I’extrait est toxique.
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I11.4.2. Evaluation dela dose |Ié&ale 50 (DL ) de L 2:

T=2h DLg=97,72 mg/mL T=4h DLg,= 95,49 mg/mL
6 - y = 7,616x - 10,207
) 6 - y =7,7841x - 10,448
5 - R°=0,5053 R2=0,9096
5 .
4 .
= L J +— 4
= ®
_§3 . '8 3 -
D_2 4 o 2
1 - 14
0 ‘ . . 0 ’ T 1
0 5 3 0 2 3
Log dose L og dose
T=20h DLg,= 19,19 mg/mL
y = 5,0661x - 1,5003
18 q R?=0,7768
8 - 4
7 .
=6 4
85 - ¢
a4
3 .
2 .
1 .
0 T T 1
0 1 2 3
Log dose

Figure 25 : Droites de régression : probits en fonction du log doses des larves L2 de Culex

pipienstraitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

La figure 25 illustre I’action des différentes doses de I’extrait éthanolique de la plante

Solenostemma argel dans le temps sur les larves du stade 2 du moustique Culex pipiens

Au bout de 2h apres traitement, la DL sy obtenue était de 97,72 mg/20mL d’eau minérale,

elle est supérieur alaplusforte dose : D4=100 mg/20mL d’eau minérale.

Lafablevaeur delaDLsg (19,19 mg/20mL d’eau minérale) calculée a été obtenue apres

20 heures d’exposition, et elle illustre I’intérét que presente cet extrait végétal dans la lutte

anti-larvaire.
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111.4.3. Evaluation dela dose Ié&ale 50 (DL 5p) de L 3:

T=20h DLgy=9,76 mg/mL
y =3,4213x + 1,6133

9 - R*=0,7768
8 - L
7 .
+— 6 -
a5 -
a4 -
a s
2 .
1 .
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
L og dose

Figure 26 : Droites de régression : probits en fonction du log doses des larves L3 de Culex

pipienstraitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

D’apres la figure 26, il apparait que la DLso= 9,76 mg/20mL d’eau minérale, elle est obtenue
20 heures aprés traitement.

I11.4.4. Evaluation dela doselétale 50 (DL so) de L4 :

T=20n  DLgy=0,92 mg/mL y = 1,6043x + 5,0531

8,4 1 R?=0,7768
8,2

8 -
7,8 -
7,6 -
7,4 -
7,2 - .

7 ; ; .

0 1 2 3
Log dose

2

Probit

Figure 27 : Droites de régression : probits en fonction du log doses des larves L4 de Culex

pipiens traitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

D’apres la figure 27, il apparait que la DLsp= 9,76 mg/20mL d’eau minérae, elle est
obtenue 20 heures apres traitement.
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[11.5. Evaluation du temps |étal 50 (TL s0)

La détermination du TLsy de différentes doses de I’extrait éthanolique de la plante
Solenostemma argel testéessur les L1, L2, L3 et L4 de Culex pipiens a été faite par le tragage
des droites de régression : probits en fonction de logarithmes des durées de traitement, les
résultats obtenus sont illustrées dans les figures ci-dessous ainsi que dans |les annexes (tableau
XL).

[11.5.1. Evaluation du temps|étal 50 (TLsg) pour lesL1

D1=0,025 TL,=12,88h D2=0,05 TLg=4,43h
5 y=53776x-0,9895 || 10 - y=3,6439x+2,6427
3 | R2=O,9655 9 - R =0,9361
8 - L 2
7 - 7
4—06 T += i
85 - ¢ 8 2 i
E4 . E 4 - (2
3 L 2 3 -
2 A 2
1 - 1 4
0 * . . . 0 . ; ; .
> Log tlemps Lo 0 0> Log tlemps L
D3=0,075 TLg=3,57h D4=0,1 TLs=295h
10 - y=3,2693x+3,1911 || 14 _ y =3,0102x + 3,5712
9 - R?=0,9273 9 R2=0,9185
8 - * 0 8 - *
7 - 7 -
2 6 - 26 -
S s - (3 Ss .
a 4 - Q4 -
3 A 3 -
2 2
1 1 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 0 0,5 1 1,5 2
L og temps L og temps

Figure 28 : Droites de régression : probits en fonction du log temps des larves L1 de Culex

pipiens traitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

Au vu des valeurs de TLsp obtenus, il apparait que le TLsy le plus long est de 12,88
heures, il est obtenu avec la plus faible dose D1=0,025g/20ml d’eau minérale, alors que le

plus court est de 2,95h, il est obtenu avec la plus forte dose D4=0,1mg/20mL d’eau minérale.
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[11.5.2. Evaluation du temps|étal 50 (TLsg) pour lesL2

D1=0,025 TL,=14,80h D2 =0,05TLgy=5,43n
y =6,7219x - 2,8678 10 y = 4,0243x + 2,0402
10 R?=0,9234 9 R?=0,9103
8 - 8 L 2 L 2
7
6 - L e
= 3 5
st a 8
o, ;
1
O ' 0 T T T 1
P 2 0 , 1 2
"2 - L og temps L og temps
D3=0,075 TLg,=3,98h D4=0,1 TLg,=3,38h
10 - y = 3,4312x +2,9397 )
o R? = 0,9191 10 v=3,199x + 3,2835
9 R?=0,9134
8 - 4 2 ) V'S 7S
7 7
26 26
o 5 - o5
£ 4- ¢ £ 4 ¢
3 - 3
2 - 2
1 - 1
0 . . . . 0 T T T 1
0 0,5 1 15 2 0,5 1 15 2
L og temps L og temps

Figure 29 : Droites de régression : probits en fonction du log temps des larves L2 de Culex

pipiens traitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

Les résultats obtenus montrent que le plus court TLso marqué est de 3,38h avec la plus
forte dose D4=0,1mg/20mL d’eau minérale, cela explique la rapidité d’action de I’extrait a

doses dlevées, en pareil un temps |éta important de 14,80h a été enregistré pour lafaible dose

D1=0,025mg/20mL d’eau minérale.
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[11.5.3. Evaluation du temps|létal 50 (TLsg) pour lesL3

D1=0,025 TL=13,18n V= 7,008x - 2,8504
10 - R2=0,9385

8 - \

0 T T 1
j) 0,5 1 1,5 2
-2

L og temps

D2=0,05 TLg=11,96h y=7,2672x-2,8347
10 - R?=0,9103

8 - L & VAR J
6_

4 -

Probit

0 T T 1
0,5 1 1,5 2
23

L og temps

D3=0,075 TLs=11,9h
y=7,2672x - 2,8347
10 - R?=0,9103
8 - *e o

6 -

O T T 1
( 0,5 1 1,5 2

L og temps

D4=0,1 TLg=11,96h y=72672x-2,8347
10 - R?=0,9103

8 - *e/ o

6 -

Probit
N

0 T T 1
0,5 1 1,5 2
Py

L og temps

Figure 30 : Droites de régression : probits en fonction du log temps des larves L3 de Culex

pipiens traitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

Pour les L3 le TLso le plus court est de 11,96h avec les doses D2=0,05/D3=0,075 et

D4=0,1 mg/20mL d’eau minérale, par contre celui obtenu avec la faible dose (D1=0,025

mg/20ml d’eau minérale) est un peu plus long : 13,18h.
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[11.5.4. Evaluation du temps|étal 50 (TLsg) pour lesL4

D1=0,025 TLg=12,74h y=7,0973x-2,845|| D2=0,05 TLg=11,96h y=7,2672x-2,8347
10 - R?=0,9327 10 - R?=0,9103
8 - o 8 A L X VAR 4

L )
6 - 6 -
84 3 4
x o
2 - 2
O T T 1 O | T T 1
0 0,5 1 1,5 2 ( 0,5 1 1,5 2
-2 -2 -
L og temps L og temps

D3=0,07/5 TLy=11,96h - — _ )

50 y=7,2672x - 2,8347 D4=0,1 TLg=11,96h y—7,22672x 2,8347

10 - 9103 10 - R?=0,9103
8 - L 2 VR J 8 - L 2 VR J
6 - 6 -

B4 - 84

X x

2 2 -
O 1 0 T T 1
0 0,5 1 1,5 2 0 0,5 1 1,5 2
2 -2
L og temps L og temps

Figure 31 : Droites de régression : probits en fonction du log temps des larves L4 de Culex

pipienstraitées a I’extrait éthanolique brut de Solenostemma argel.

Il apparait comme le cas précédant, le TLsy le plus court est de 11,96h avec les doses
D2=0,05; D3=0,075 et D4=0,1 mg/20mL d’eau minérale, par contre celui obtenu avec la
faible dose (D1=0,025 mg/20mL d’eau minérale) est un peu plus long : 12,74h.

Discussion

Dans le cadre de la présente étude, on a procédé a I’évaluation de I’effet insecticide de
I’extrait éthanolique brut de la partie aérienne de la plante Solenostemma argel
(Asclépiadacées) connue pour son activité insecticide, les résultats des essais de toxicité ont
révélé une progression de mortalité en fonction du temps, I’extrait éthanolique testé présente

donc une bonne activité insecticide avec une relation dose-effet.

a5
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Pour les L1, la dose (D2= 0,05 mg/20mL d’eau minérale) a entrainé les 100% de
mortalité apres 20 heures d’exposition. La plus faible dose nécessaire pour obtenir 100% de
mortalité des L1 de Culex pipiens a été évaluée a 0,025 mg/20mL d’eau minérale aprés 48h
d’exposition.

LaDLsgg laplusfaible est de 4,27 mg/20mL d’eau minérale aprés 26h, et le TLsp le plus court
est de 2,95h avec la plus forte dose D4=0,1 mg/20ml d’eau minérale.

Pour les L2, les 100% de mortalité ont été obtenus aprés 20h d’exposition a la dose
(D2=0,05 mg/20mL d’eau minérale). La plus faible dose (0,025 mg/20mL d’eau minérale) a
entrainé 100% de mortalité apres 26 heures d’exposition, la plus faible DLsy, marqué est de
19,19 mg/20mL d’eau minérale aprés 20h, et le TLso le plus court est de 3,38h avec la plus
forte dose D4=0,1 mg/20mL d’eau minérale.

Pour les L3, 100% de mortalité ont été obtenue apres 20 heures d’exposition a la dose
D2=0,05 mg/20mL d’eau minérale. La plus faible dose (0,025 mg/20mL d’eau minérale) a
entrainé 100% de mortalité apres 26 heures d’exposition. La DLsg est de 9,76 mg/20mL d’eau
minérale aprés 20h, le court TLsp est de 11,96h avec les trois fortes doses D2, D3 et D4.

Pour les L4, 100% de mortalité ont été obtenue aprés 20 heures d’exposition a la dose
D2=0,05 mg/20mL d’eau minérale. La plus faible dose (0,025 mg/20mL d’eau minérale) a
entrainé 100% de mortalité aprés 26 heures d’exposition. La DLsy marqué est de 0,92
mg/20mL d’eau minérale, le TLso le plus faible est de 11,96h avec les trois fortes doses D2,
D3 et D4.

Aucune mortalité n’est enregistrée pour les témoins durant toute I’expérimentation.

Divers chercheurs se sont intéresses a I’étude de [I’activité biologique des
entomopathogenes vis-avis de divers ordre d’insectes et dont les résultats sont assez

comparables aux notres :

Les travaux de Al-Doghairi et al. (2004) sur I’activité larvicide de I’extrait méthanolique
de Solenostemma argel  Soudanaise, contre les larves de Culex pipiens ont montré qu’une
dose de 0,05% de I’extrait a provoqué une mortalité de 95% en 4 jours d’exposition et que la
concentration de 2% avait touché 100% de mortalité en 2 jours, ils ont déterminé une DL s, de
I’extrait de 0,037%.




Chapitre |11 Résultats et discussion

Dans I’étude de Feiha el al (2009), un extrait aqueux de la plante Solenostemma argel a
été testée comme larvicides contre deux especes de moustiques qui prévaut au Soudan, Culex
guinquefasciatus et Anopheles arabiensis. Les résultats ont montré que la concentration
maximale (1 % p/v) d’extrait agueux de Sargel aétéle meilleur traitement significatif contre
les larves de Culex et Anopheles selon les concentrations testées. L’analyse de probit a révélé
gue I’extrait aqueux de Solenostemma argel montré une DL s, de 0,006 mg/L pour les larves

de Culex et 0,14 mg/L pour les larves d’anopheles.

L’ étude d’El-Habib Kazdaghli (2001) sur I’activité larvicide des extraits aqueux de tiges,
racines, fruits et fleurs de la plante Solenostemma argel contre les larves de Culex a montré
une DLsp de 1, 0,8, 0,5 et 0,25 mg/L, respectivement. |l ressort de ces chiffres que
I’application de I’extrait de la plante Solenostemma argel entiére (telle qu’appliquée dans

cette étude) est plus puissante comme biocide que I’extrait de chaque partie seul.

Les résultats de cette étude montrent clairement que I’extrait agueux de la plante
Solenostemma argel est tres efficace contre les moustiques culicidés et peuvent représenter

une bonne aternative conviviae aux larvicides synthétiques.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés naturels
bioactifs. Le présent travail porte sur I’évaluation de I’activité antimicrobienne et insecticide de

I’extrait éthanolique brut de la plante algérienne Solenostemma argel.

L’etude de I’activité antimicrobienne est réalisée par la méthode de diffusion sur disques pour
I’extrait éthanolique brut de la partie aérienne de la plante S. argel. Les résultats montrent qu’il n’ya
pas une activité sur les souches testées : E coli (d=07 mm % 1,63), Pseudomonas aeroginosae (d=
06,6 mm * 0,94) Salmonella sp (d= 7,3 mm £ 1,69) et Bacillus thuringensis (d= 05 mm + 0). Donc

ces souches sont résistantes a I’extrait de S. argel.

Pour ce qui concerne I’activité insecticide, I’extrait éthanolique brut de S. argel a présenté des
propriétés insecticides importantes sur les larves de moustique Culex pipiens. Les DLs calculées
ont mis en évidence un fort pouvoir insecticide de la plante testée. Cette variable diminue au cours

du temps. Aussi, les TLgp sont atteints trés tot avec les fortes doses.

Cependant, ce travail reste préliminaire. |l serait beaucoup plus intéressant de compléter ce

travail par une étude toxicologique vis-avis de moustique Culex pipiens.

Solenostemma argel pourait étre donc une source d’insecticide naturelle importante a fin de

remplacer |es composés chimiques qui ont contribué en partie ala pollution de la biosphére.

En perspective, il est souhaitable de:

4« Caractériser des congtituants de cette plante par des méthodes analytiques plus
performantes comme HPLC, GC-SM et RMN.

& Tester les autres méthodes d’extraction et évaluer le rendement des substances
obtenues.

4« Déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) de I’extrait sur une large gamme d’agents pathogenes
(virus, parasites, bactéries et champignons).

4 Tester I’extrait de chaque partie de la plante (feuilles, fleures, tige) a part et évaluer
leur activité antimicrobienne et insecticide.
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Tableau X1 X : Matériels, appareillages et réactifs utilises

Verreries

Tubes aessai.
Portairs.

Béchers.

Pipettes graduées.
Eprouvettes.

Ballons afond rond.

Spatule.

Pipette pasteur.
Micropi pettes.
Embouts.

Tubes eppendorf.
Erlenmeyer.
Piluliers en verre.
Papier filtre.
Papier aluminium.
Parafilm.

Cuve de spectrophotométre.

Pissette.

Entonnoir.

appareillages

Rota-vapeur.
Autoclave.
Agitateur-incubateur.
Vortex.

Etuve.

Balance de précision.
Réfrigérateur.
Spectrophotométre.
Bain-marie.

Etuve.

Bec Benzene.

Réactif

Eau distillée.

Eau physiologique.
Ethanol.

Tween.



Tableau XX : Taxonomie et caractéres généraux des différentes souches bactériennes

utilisées.

Souches microbiennes

Taxonomie

Reégne : Procaryotae
Division : Bacteria
Emb : Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacilliales
Famille : Bacillaeae
Genre: Bacillus
Espece: B. thurengensis

Reégne : Procaryote
Division : Bacteria
Emb : Proteobacteria
Classe:
Gammaproteobacteria
Ordre:
Enterobacteriales
Famille:
Enterobacteriaceae
Genre: Escherichia

Reégne : Procaryote
Division : Bacteria
Emb : Proteobacteria
Classe:
Gammaproteobacteria
Ordre:
Pseudomonadal es
Famille:
Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas
Espece: P. aeroginosa
Reégne : Procaryote
Division : Bacteria
Emb : Proteobacteria
Classe: Gamma
Proteobacteria
Ordre:
Enterobacteriales
Famille:
Enterobacteriaceae
Genre: Salmonella

Caracter es géenéraux

Gram positif
Aérobie stricte ou
facultative

M ésophile
Chimio-
organotrophe
Catalase positive

Bacille

Gram négatif
Mobile

Aérobie

Oxydase négative
Catalase positive
Ferment le lactose

Bacille

Gram négative
Aérobie strict
Mobile

Oxydase positive
Catalase positive

bacilles

Gram négatifs
Mobiles
aéro-anagrobies
facultatifs
oxydase négative



Tableau XXI : Taxonomie et caracteres généraux des différentes souches fongique utilisées.

Souches fongiques Taxonomie Car acteres généraux
Reégne: Fungi - Champignons

o filamenteux
Division : Ascomycoda - Forme parfaite

Classe : Eurotiomycetes
S/classe : Euriomycetidae
Ordre: Eurotiales

- Développesur la
matiére organique

- Tresutilisésdans
I’industrie agro-

Famille: dimentaire
Trichocomaceae

Genre: Aspergillus

Régne: Fungi - Champignons
Phylum : Ascomycota ) El)?mg;tr?:));rfai t
Classe : Eurotiomycetes - champignons

Ordre: Eurotiales

cosmopolites et
ubiquitaires (air,

Famille: Trichocomaceae végétaux, sol,
Genre: Paecilomyces etc.).

' my - Lescolonies
poudreuses, a
croissance rapide

Régne: Fungi - Champignons
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Tableau XXI1 : Pourcentage (%) des mortalités cumulées des larves au stade 1 en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma argel.

Dose
Temps

R1

R2

R3
Moy
Ec-type

0,025

2h 4h  20h
0 0 60

0 5 65

0 5 95

0 3,33 73,33
0 1,247 15,46

26h  48h
85

100 100
100 100
95

7,07 0O

0,05

2h  4h  20h

100 O 25 100

15 30 100
20 30 100

100 11,66 28,33 100

8,498 2,357 O

26h

100
100
100
100
0

0,075
48h 2h 4h 20h
100 20 30 100
100 25 40 100
100 30 40 100
100 25 38,33 100
0 4,0824 4,714 0

26h

100
100
100
100
0

0,1
48h 2h 4h  20h

100 30 35 100
100 40 45 100
100 45 50 100
100 38,33 43,33 100
0 6,236 6,236 O

26h

100
100
100
100

0

Témoin

48h 2h 4h 20h 26h

100 00 O 0
100 0 0 O 0
100 0 0O O O
100 0 0 O O

0 0O 0 0 O

Tableau XXI11 : Pourcentage (%) des mortalités cumulées des larves au stade 2 en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma

Dose
Temps

R1

R2

R3
Moy
Ec-type

0,025

2h 4h

0
0
0
0
0

O O O o o

20h

55

50

50
51,67
2,357

26h

100
100
100
100
0

0,05

48h 2h  4h  20h

100
100
100
100
0

5 5 100

5 5 100

15 15 100
8,33 8,33 100

4,714 4,714 0O

26h

100
100
100
100
0

0,075
48h 2h  4h 20h
100 25 30 100
100 20 25 100
100 20 25 100
100 21,66 26,66 100

0

2,375 2,375 0

26h

100
100
100
100
0

0,1
48h 2h 4h  20h

100 30 30 100
100 30 35 100
100 35 35 100
100 31,66 33,33 100
0 8165 2,357 O

26h

100
100
100
100
0

Témoin
48h 2h 4h 20h 26h
100 00 O 0
100 0 0 O 0
100 0 O O O
100 0 0 O O
0 0O 0 0 O

48h

o © o o o

48h

o © o o o



Tableau XXV : Pourcentage (%) des mortalités cumulées des larves au stade 3 en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma argel.

Dose 0,025 0,05 0,075 0,1 Témoin

Temps 2h 4h 20h 26h  48h 2h 4h  20h 26h  48h 2h 4h 20h 26h 48h 2h 4h  20h 26h 48h 2h 4h 20h 26h 48h

R1 0 0 85 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0O 0o 0 0 O
R2 0 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 0 O 0 O
R3 0 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 O O O O O
Moy 0O O 95 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 O O O O 0
Ec-type 0 0 17071 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 0 O

Tableau XXV : Pourcentage (%) des mortalités cumul ées des larves au stade 4 en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostermma argel.

Dose 0,025 0,05 0,075 0,1 Témoin

Temps 2h 4h 20h 26h  48h 2h 4h  20h 26h  48h 2h 4h 20h 26h 48h 2h 4h 20h 26h 48h 2h 4h 20h 26h 48h

R1 0o o0 100 100 100 O 0 100 100 100 0 0 100 100 100 O 0O 100 100 100 O O O 0 0
R2 0 0 95 100 100 O 0 100 100 100 0 0 100 100 100 O 0O 100 100 100 O O O O 0
R3 00 100 100 100 O 0 100 100 100 0 O 100 100 100 O 0O 100 100 100 0 O O O 0
Moy 0O 0 9833 100 100 O 0 100 100 100 0 O 100 100 100 O 0 100 100 100 O O O O 0
Ec-type 0 0 2,357 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 O 0 0 0O 0 0 O 0
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Tableau XXVI: Taux de mortalité des larves L1 de Culex pipiens en fonction de la dose
d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h
4h
20h
26h
48h

D1=0,025
Rl R2 RS
0 0 O
0 1 1
12 13 19
17 20 20
20 20 20

R1
0
5
20
20
20

R2
3
6
20
20
20

D2=0,05

R3
4
6
20
20
20

D3=0,075
Rl R2 RS
4 5 6
6 8 8
20 20 20
20 20 20
20 20 20

R1
6
7
20
20
20

R2
8
9
20
20
20

D4=0,1

R3
9

10
20
20
20

témoin

oNolNoNeNalyy)

Tableau XXVII : Taux de mortalité des larves L2 de Culex pipiens en fonction de la dose
d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h
4h
20h
26h
48h

R1
0
0
11
20
20

D1=0,025
R2 R3
0O O
0 O
10 10
20 20
20 20

R1
1
1
20
20
20

D2=0,05

R2
1
1
20
20
20

R3
3
3
20
20
20

D3=0,075
Rl R2 RS
5 4 4
6 5 5
20 20 20
20 20 20
20 20 20

R1
6
6
20
20
20

R2
6
7
20
20
20

D4=0,1
R3
7
7
20
20
20

témoin

cocoocoodX

Tableau XXVII1I: Taux de mortalité des larves L3 de Culex pipiens en fonction de la dose
d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h
4h
20h
26h
48h

R1
0
0
17
20
20

D1=0,025

R2
0
0
20
20
20

R3
0
0
20
20
20

R1
0
1
20
20
20

D2=0,05

R2
0
0
20
20
20

R3
0
0
20
20
20

D3=0,075

R1
0
0
20
20
20

R2
0
0
20
20
20

R3
0
0
20
20
20

R1
0
0
20
20
20

R2
0
0
20
20
20

D4=0,1
R3
0
0
20
20
20

témoin

cocoocoood

Tableau XXI1X: Taux de mortalité des larves L4 de Culex pipiens en fonction de la dose
d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h
4h
20h
26h
48h

R1
0
0
19
20
20

D1=0,025

R2
0
0
20
20
20

R3
0
0
20
20
20

R1
0
1
20
20
20

D2=0,05

R2
0
0
20
20
20

R3
0
0
20
20
20

D3=0,075

R1
0
0
20
20
20

R2
0
0
20
20
20

R3
0
0
20
20
20

R1

20
20
20

R2
0
0
20
20
20

D4=0,1
R3
0
0
20
20
20

témoin

cocoocooodX
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Tableau XXX : Pourcentage des mortalités moyenne corrigées des larves L1 de Culex
pipiens en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 3,33 73,33 95 100
D2=0,05 0 28,33 100 100 100
D3=0,075 25 36,66 100 100 100
D4=0,1 38,33 43,33 100 100 100
témoin 0 0 0 0 0

Tableau XXXI : Pourcentage des mortalités moyenne corrigées des larves L2 de Culex
pipiens en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 0 51,66 100 100
D2=0,05 8,33 8,33 100 100 100
D3=0,075 21,66 26,66 100 100 100
D4=0,1 31,66 33,33 100 100 100
Témoin 0 0 0 0 0

Tableau XXXI1 : Pourcentage des mortalités moyenne corrigées des larves L3 de Culex
pipiens en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 0 95 100 100
D2=0,05 0 0 100 100 100
D3=0,075 0 0 100 100 100
D4=0,1 0 0 100 100 100
Témoin 0 0 0 0 0
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Tableau XXXI11 : Pourcentage des mortalités moyenne corrigées des larves L4 de Culex
pipiens en fonction du temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma argel.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 0 98,33 100 100
D2=0,05 0 0 100 100 100
D3=0,075 0 0 100 100 100
D4=0,1 0 0 100 100 100
Témoin 0 0 0 0 0

Tableau XXXV : Tableau de transformation des pourcentages (%) corrigées en probits

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 267 29 312 325 336 345 35 359 3,66
10 372 377 382 387 392 39 401 405 408 412
20 416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
30 448 45 453 456 459 461 464 467 469 472
40 4,75 477 48 482 485 487 49 492 495 497
50 5 503 505 5,08 51 513 515 518 52 523
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 5,5
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 59 599 604 608 613 618 6,23
N 628 634 641 648 65 664 675 688 705 7,33
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

733 737 741 746 751 758 7,75 7,75 7,88 8,08

Tableau XXXV : Transformation des pourcentages de mortalité corrigée des larves de stade
1 de Culex pipiens en fonction de temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma
argel en probits.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 3,16 5,61 6,64 8,09
D2=0,05 3,8 4,42 8,09 8,09 8,09
D3=0,075 4,33 4,65 8,09 8,09 8,09

D4=0,1 4,69 4,82 8,09 8,09 8,09
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Tableau XXXVI : Transformation des pourcentages de mortalité corrigée des larves de stade
2 de Culex pipiens en fonction de temps et de la dose d’extrait de la plante Solenostemma
argel en probits.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 0 5,04 8,09 8,09
D2=0,05 3,61 3,61 8,09 8,09 8,09
D3=0,075 4,21 4,37 8,09 8,09 8,09
D4=0,1 4,51 4,56 8,09 8,09 8,09

Tableau XXXVII : Transformation des pourcentages de mortalité corrigée des larves de
stade 3 de Culex pipiens en fonction de temps et de la dose d’extrait de la plante
Solenostemma argel en probits.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 0 6,64 8,09 8,09
D2=0,05 0 0 8,09 8,09 8,09
D3=0,075 0 0 8,09 8,09 8,09
D4=0,1 0 0 8,09 8,09 8,09

Tableau XXXVIII : Transformation des pourcentages de mortalité corrigée des larves de
stade 4 de Culex pipiens en fonction de temps et de la dose d’extrait de la plante
Solenostemma argel en probits.

2h 4h 20h 26h 48h
D1=0,025 0 0 7,14 8,09 8,09
D2=0,05 0 0 8,09 8,09 8,09
D3=0,075 0 0 8,09 8,09 8,09
D4=0,1 0 0 8,09 8,09 8,09

Tableau XXXI1X : Valeurs des doses |étales en heures pour 50% (DL so) de la population des
larves au stade I, I, 11l et IV induit par I’extrait brut de la plante Solenostemma argel a
différentes doses.

deslarvesau stade deslarvesau stadell | deslarvesau stadelll deslarvesau stade |V
Temps
M DLy | Doses | DLy | Doses  Dls Dosss | DLs | Doses
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml (mg/ml)  (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
2h 95,49 D1=25 97,72 D1=25 D1=25 D1=25
4h 91,20 D2=50 95,49 D2=50 D2=50 D2=50
20h | 14,30 D3=75 119,19 D3=75 9,76 D3=75 | 0,92 D3=75

26h 4.27 D4=100 D4=100 D4=100 D4=100
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Tableau XL : valeurs des temps |étales en heures pour 50% (TLs) de la population des larves au

stade I, Il, 11 et IV induit par I’extrait brut de la plante Solenostemma argel a différentes dose.
Doses deslarves au stade | deslarvesau stade deslarves au stade deslarves au stade
(mg/ml) | | 1 1 Y,
TLso (h) TLso () TLs (h) TLs (h)

D1 12,88 14,80 13,18 12,74

D2 4,43 5,43 11,96 11,96

D3 3,57 3,98 11,96 11,96

D4 2,95 3,38 11,96 11,96




Résumé

Notre travail a eu pour objectif d’évaluer I’activité antimicrobienne et insecticide de I’extrait
éthanolique brut de Solenostemma argel, plante récoltée de Tamanrasset. L’activité antimicrobienne a
été déterminée sur trois souches bactériennes pathogénes (Escherichia Coli, Pseudomonas
aeroginosa, Salmonella sp) et une souche entomopathogene : Bacillus thuringensis, selon la méthode
de diffusion sur disque. Les résultats obtenus montrent que les zones d’inhibition sont tres réduites ce
qgui révéle gque I’extrait n’a pas d’effet efficace sur la croissance des microorganismes testés.
L’évaluation des potentialités insecticides de I’extrait éthanolique brut de la plante Solenostamma

argel vis-a-vis des larves des stades I, 11, 111 et IV de Culex pipiens a été faite en testant 4 doses de
I’extrait : 0,025 ;0,05 ;0;075;0,1/20 mL d’eau minéral. L’extrait éthanolique brut de Solenostemma
argel manifeste une toxicité a I'égard des larves de stade |, 11, 111 et IV chez Culex pipiens, avec une

relation dose-effet. On constate que I’effet toxique de I’extrait de la plante Solenostemma argel est
clairement apparent a travers les valeurs de la DL, trouvées, ces vaeurs diminuent avec le temps ce
qui explique la bonne efficacité de I’extrait testé dansle temps. Plusla DL, est faible, plus I’extrait est
toxique.

Mots clés: Solenostemma argel, larves du moustique, extrait éhanolique brut, activité
antimicrobienne, activité insecticide.

Absract

Our work was aimed to evaluate antimicrobial and insecticidal activity of rough ethanol extract of
Solenostemma argel, harvested plant of Tamanrasset. The antimicrobial activity was determined on
four bacterial pathogens (Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella sp) and an
entomopathogenic strain: Bacillus thuringensis, according to the method of diffusion disk. the results
obtained show that the inhibition zones are very reduced which reveals that the extract has no effective
effect on the growth of the microorganisms tested. The assessment of the potential insecticide of the
rough ethanol extract of the plant Solenostamma argel with respect to the larvae of the stages|, 11, 111
and IV of Culex pipiens were made by testing 4 doses of extract: 0,025; 0,05; 0,075; 0,1/ 20 mL of
mineral water. The rough ethanol extract from Solenostemma argel manifest toxicity againgt the larvae
of stagel, I1, 11l and IV in Culex pipiens, with a dose-effect relationship. the toxic effect of the extract
of the plant Solenostemma argdl is clearly apparent through the found the LDs, values, these values
decrease with time, which explains the good efficiency of the extract tested in time. More the LDx is
low, more extract istoxic .

Key words : Solenostemma argel, rough ethanol extract, antimicrobial and isecticidal activity
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