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Glossaire

Glossaire
Aromatique : Riche en métabolite secondaire d’odeur agréable
Aromathérapie : Des soins a base d’aromes
Antiseptique : Substance destinée a détruire ou a arréter danddealoppement les
Pathogéenes
Thérapeutique : Partie de la médecine qui enseigne la maniéreaderties maladies
Phytothérapie : Soins a base de plantes
Pharmacologie :Etude théorique et expérimentale des médicaments letur
Emploie
Vivace : Qui vit plusieurs années
Lamiacée :importante famille de plantes dicotylédones qumprend environ 6000
Especes.
Antifongique : contre les champignons

Antibactérienne : contre les bactéries.
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Liste des abréviations
: Aphis
- heur

: dose

o O T >

: répétition

T : témoin

% : pourcentage

mg : milligramme

ml : millilitre

BPO : biologie des populations et des organismes

HPLC : Analyse par chromatographie liquide hautégomance.
GLM : (modéle générale liniere) logiciel statisteq

P : probabilité

DL50 : dose létale pour 50% des individus

TL50 : temps létal au bout duquel 50% de mortalitét obtenus
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Introduction générale

L’utilisation des plantes aromatiques par 1’homme est une pratique antique
(Majinda et al, 2001). De nos jours la majorité, des habitants du globe terrestre
utilisent de trés nombreuses plantes, compte tenu de leurs propriétés aromatiques,
comme source d’assaisonnement ou comme remede en médecine traditionnelle.
Cependant, cette utilisation ne se base sur aucun critere scientifique, elle tient compte

simplement des observations au cours des siccles.

Une des originalités majeures des plantes médicinales réside dans leur capacité
a produire des substances naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té des métabolites
primaires classique (glucides, protides, lipides, acides nucléique), ils accumulent
fréquemment des métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est
pas toujours évidente mais représente une source importante de molécules utilisables
par I’homme dans des domaines aussi différentes que la pharmacologie ou

I’agroalimentaire (Jeaun et Annie, 2005).

Dans la plupart des cas, ces activités sont attribuées aux monoterpénes
oxygénés. D’autre part, et a titre d’exemple, la conservation des denrées entreposées
est généralement assurée par des insecticides de synthése qui peuvent étre le moyen le
plus efficace et le moins couteux pour controler les insectes cependant 1’utilisation
abusive des insecticides chimiques a des effets négatives. Des travaux sont effectués
dans ce contexte et ont montré une efficacité des extraits des plantes (Guarrera, 1999).
En effet, les plantes constituent une source de substances naturelles qui présent un
grand potentiel d’application contre les insectes et d’autres parasites des plantes et au

monde animal.

Le puceron noir de la feve est la principale contrainte a la production de la
feve Vicia. faba, en plus des dégats directs, ce puceron excréte du miellat qui entrave
certains processus physiologiques de la plante et stimule la croissance de la fumagine

(Shannaget, 2007).

Par ailleurs, les abeilles qui sont des insectes utiles, sont les meilleurs agents
pollinisateurs des plantes (McGregor, 1976). Leur activité la plus importante, en
termes d'avantages pour I'homme, est leur pollinisation de la végétation naturelle mais

aussi cultivée (Michener, 2007). La pollinisation est I'un des mécanismes les plus
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importants dans le maintien et la préservation de la biodiversité végétale et, en
général, de la vie sur terre.

C’est dans cette optique que ce travail s’effectue. En effet, il vise a effectuer
une étude comparative de I’effet insecticide des extraits bruts de la plante aromatique,
Thymus vulgaris L, in vitro, vis-a-vis de deux espeéces d’insectes I'une nuisible

(puceron noire de la féve) et 1’autre utile (I’abeille domestique).

La présente ¢tude s’articule autour de trois chapitres, le premier chapitre est
une syntheése bibliographique concernant le thym (Thymus vulgaris L.), les
métabolites secondaires, les deux insectes (puceron et abeille) et la féve. Le second
chapitre est consacré aux méthodes et techniques utilisées pour mener ce travail. Les
résultats obtenus ainsi que leur discussion sont présentés dans le troisiéme chapitre, et

on acheve ce modeste travail par une conclusion générale.




Chapitre[:  Synthese bibliographique

Chapitre | — Synthése bibliographique
l.1- Le thym
I.1. 1.Généralités

Le genre thymus est un des 220 genres les plussdige de la famille des
labiées, avec pour centre de diversité la part®@deatale du bassin méditerranéen
(Morales, 2002). Comme beaucoup de labiées, etles ®@nnues pour leurs huiles
essentielles aromatiques. L'espece la plus consusams conteste le thym vulgaire
localement connu «zaatar». En francais et anglpsr exemple, on
emploie frequement le nom du genre thym et thynspeetivement pour désigner
'especeThymus vulgarid.. (Amiot, 2005)

Le nom thymus dérive du mot grec « thymos » quiifigg parfumer a cause
de l'odeur agréable que la plante dégage (Pari@dtl). L'especd hymus vulgaris
est un élément caractéristique de la flore méditg€enne, connu surtout pour ses
gualités aromatiques, elle a aussi de tres nomésepioprietés medicinales (Iserin,
2001)

Il existe une variation de la production des condgsosecondaires chez
certaines especes végétales que I'on appelle popmsone chimique. Cette variation
peut étre quantitative ou qualitative. Un grand hmmd’espéces possedent des
individus dont les composés secondaires varieantifativement d’un individu a un
autre. Par contre, les exemples de variation quading, c'est-a-dire I'existence de
chémotypes au sens strict dont les individus pduperter des molécules de nature
chimique différentes les unes des autres, sontsndigquents. C’est notamment le
cas deThymus vulgaris qui exprime six formes de chémotypes différentgque
chémotype est nommé suivant le composant princieaon huile essentielle a titre
d’exemples : thymol (T), carvacrol (C),...etc. (Amig005) (Fig. 1).
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Figure 1 : Le thym (Originale)

[.1.2. Classification

Ce classement se référe a la classification baten@ntérieure (Morales,
2002).
Regne : Plantes
Sous regne : Plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe :Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre : Labiales
Famille : Lamiacées
Genre : Thymus
Espéce Thymus vulgarid.

1.1.3. Description botanique de la plante
Thymus vulgarisL. est un arbuste aromatique a tiges ramifiéesvauuiu
atteindre 40cm de hauteur, il posséde de petitéefe recourbées sur les bords de

couleur vert foncés, et qui sont recouvertes dks bide glande (appelés trichomes).
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Les trichomes contiennent l'huile essentielle mggoement composées de
monoterpénes. Ses petites fleurs zygomorphes sgriupées en glomérules et leur
couleur varie du blanc au violet en passant pande. Thymus vulgariest d’ailleurs

caractérisé par un polymorphisme floral qui a ét®ins étudié que son

polymorphisme chimiquéruneton, 1999 ; Morales, 2002) (Fig. 2).

Fleur |—|

(e
o] —

Feuille

Figure 2 : Aspects morphologiques d&hymus vulgarisL. (Iserin, 2001)

[.1.4. Localisation et répartition géographique

+ Dans le monde

Le thym est distribué dans le vieux continent,learcétes du Groenland et dans la
région macaronisienne (les canaries, Modere, éigeses).

C’est une plante trés répandue dans le Nord-afridaroc, Tunisie, Algérie et
Libye) ainsi que dans les montagnes d’Ethiopie, nfemtagnes d’Arabie du Sud-
Ouest et la péninsule de Sinai. Passent par lésns2grides de I’Asie occidentale
jusqu’a I'Himalaya, il peut méme atteindre les liesi de la région tropicale et du

japon. Dans le nord, il pousse en Sibérie et emaunordiqudJalas, 1971).
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* En Algérie

Le genreThymusinclut environ 300 especes a travers le monde dansont

localisées en Algérie et 9 d’entre elles sont enigaées(kaboucheet al. 2005).Ces

especes sont réparties du nord Algérois a I'Atlalsagen, et du constantinois a

l'oranais (Tab. 1).

Tableaul :Localisation des principales especes de géhyenusen Algérie
(Mebarki, 2010)

Especes

Découverte par

Localisation

Thymus capitatus

lloffman et Link

Rare dans la région de

Tlemcen

Thymus fontanesii

Boiss et reuter

Commun dans le tell

Endémique  Est  Tunisie

Algérie
Thymus commutatus Battandier Endémique Oran
Thymus numidicus Poiret Assezrare dans le sous-secteur
de l'atlas tellien
La grande et la petite Kabylie
De Skikda a la frontiére
tunisienne
tell constantinois
Thymus guyoni Noé Rare dans les sous-secteurs|des
hauts plateaux Algérois
Oranais et constanois
Thymus algériensis = Boiss et reuter Tres commun dans le sQus-
T. vulgaris secteur des hauts plated
algérois, oranais
Thymus munbyanus Boiss et reuter Endémique dans le secteur

nord algérois
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1.1.5. Propriétés de thym

* Assaisonnement des aliments et des boissons

* Antiseptique, désinfectant dermique et un spasngpigtdont il est indiqué
pour traiter les infections des vois respiratogegeérieures.

* Les principaux constituants du thym montrent desppétés vermifuges et
vermicide (Bazylko et streleekis, 2007).

* Propriétés antivirales, antifongique, anti-inflantoige et antibactériennes
dont une étude récente a montré que les extraitsamaique et hexaniques
des parties aériennes d€hymus vulgarisinhibent la croissance de
Mycobacterium tuberculosigbactérie qui cause la tuberculose) (Jiminey-
Arellanset al, 2006).

* Propriétés anthelminthiques (Al-Bayati, 2008).

* Propriétés antioxydantes (Takeuehil.,2004 ; Golmakani et Rezaei, 2008).
En raison de ces propriétés, le thym est utiliseime un conservateur afin de
prolonger la durée de conservation des pois$bnsnus thymnudurant leur stokage
(Selmi et Sadok, 2008).

1.1.6. Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les partieshaés deTl. vulgarissont
trés riches en plusieurs constituants dont la temvawis selon la variabilité des
conditions géographique, climatique, de séchage,stdekage et des méthodes
d’études (extraction et détection). L’hybridati@cite de I'espece mene a une grande
variabilité intraspécifique, qui affecte 'homog@&eédu rendement d’extrait et sa
composition en produit chimique (Balladin et hegdlE999; Amiot ,2005).

La teneur en huile essentielle de la plante vage5da 25 ml/Kg et sa
composition fluctue selon le chémotype considéréuriBton,1999); [I'huile
essentielle d&@hymus vulgaris été analysée en utilisant la chromatographghese
gazeuse (CPG) couplée a une spectrométrie de nf@se 30 composés ont été
identifiés et caractérisés, les plus abondants sespectivement: thymol (44 ,4-
58 ,1%), p-cymene (9,1 — 18,5 %jterpinene (6,9- 18,0%), carvacrol ( 2,4- 4,2%) ,

linalol (4,0-6,2%). La caractéristique de I'huilesentielle ddhymus vulgari€tait sa
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teneur élevée du thymol (Guillén et Manzanos, 19Balladin et Headley, 1999 ;
Hudaibet al . 2002 ; Bouhdiett al.,2006) .

Le contenu phénolique total, flavonoides, catécheéheanthocyanine dans
linfusion aqueuse préparée dhhymus vulgarisa été déterminé par des méthodes de

spectrophotométries (Kulisiet al, 2006). Le tableau 2, ci-dessous résume les
résultats.

Tableau 2 :Teneur en polyphénols (gig EAG/mg d’extrait) dans l'infusion aqueuse
Du hymus vulgarigKuliSic et al, 2006)

Plantes Phénolestotouxlavonoides| Non- Catéchines| Anthocyanings
flavonoides

Thymus | 33,3 25,0 8,3 1,2 6,7

Vulgaris

La méthodologie habituelle pour étudier les dérifl@gonoidiques dans les
plantes implique les extractions successives emploplus d’'un solvant, plusieurs
étapes de fractionnement et différentes technigeeshromatographie pour extraire,
séparer, isoler et identifier les composés dintétée tableau 3 énumere les
flavonoides trouvées dans les feuilldsymus vulgarid,, par plusieurs auteurs, en
utilisant la méthodologie ci-dessus mentionné.

De nombreuses études ont confirmé que les espéteappartiennes a la
famille des Lamiaceae sont une bonne source d’acsimarinique, I'identification
des composés polyphénoliques dans l'infusion aguelasT. vulgaris par analyse
HLPC, a montré une présence dominante d’acide nosigae (17,45mg /g=1,7% de
la masse séche dE. vulgarig et un autre composé significatif est I'eriocitrin
(1,96mg/g) (Kulisiet al, 2006).

D’autres composants ont été détectés seulementaeest I'acide caféique
(0,02mg/g) et l'acide p-hydroxybenzoique. La conifp@ms en vitamines a été
déterminée et révéle la présence de la vitaminetBdophérol) (4,4 mg/kg) (Guillén
et Manzanos, 1998 ; Kulisic et al, 2006).
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Tableau 3 :Les flavonoides trouvés par plusieurs auteurs snfeuilles dérhymus

Vulgarik.

Flavonoide

Références

Cirsilineol (5,4’-dihydroxy-6, 7,3’-trimethoxyflavone)

Thymonine 5,

trimethoxyflavone)

6,4’-trihydroxy-7, 8,3

Eriodictyol (5, 6,4’-tetrahydroxyflavone)

Sideritoflavone

(5,3,4'-trihydroxy-6, 7,8-trimethoxyflavone)

5-Desmethylnobiletine (5-hydroxy-6, 7, 8,3",4'-
pentamethoxyflavone)

- Apigénine (5, 7,4'-trihydroxyflavone)

- Lutéoline (5, 7,3",4'-tetrahydroxyflavone)

- Xanthomicrol (5,4’-dihydroxy-6, 7,8-

trimethoxyflavone)
-5-Desmethylsinensetine
(5-hydroxy-6, 7,3’,4’--tetramethoxyflavone)

Quercetine(3, 5, 7,3",4’-pentahydrxyflavone)

Adezetet al, .1988,
Morimitsu et al, 1995

Morimitsu et al ,1995

Adezetet al,.1988,
Morimitsu et al, 1995
Adzetet al, 1988
Guilléen et Manzanos, 1998

Adzetet al 1988

Guillén et Manzanos, 1999

Adzet et al., 1988
KuliSic et al, 2006
Adzetet al, 1988

KuliSic et al, 2006
Guilléen et Manzanos, 1998

Guillén et Manzanos, 1999

Morimitsu et al 1995
KuliSic et al, 2006
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[.1.7. Utilisation des feuilles derhymus vulgaris

Thymus vulgari®st une des plus populaires plantes aromatiqilses dans
le monde entier, ces applications touchent le doenalimentaire et celui de la
médecine traditionnell@Adwanet al, 2006). De plus, son huile essentielle est utilisée
dans les industries alimentaires, pharmaceutiquessenétiques (Jordaat al, 2006).
L’épice Thymus vulgarigst intensivement cultivé en Europe et aux Etatis-lgour
'usage culinaire dans l'assaisonnement des passsatailles, des léegumes (Ozcan et
chalchat, 2004).

La feuille et la sommité fleurie du thym utilisépar voie orale dans le
traitement symptomatique de troubles digestifs gels : ballonnement épigastrique,
lenteur a la digestion, éructation, flatulence iaimpie dans le traitement
symptomatique de la toux et la bronchite (Brunett8#99).Sa feuille est énumérée
dans la pharmacopée de fines herbes allemandéairique a été employée en tant
gue branchospasmolytique, expectorant et antihanté©On dit que la tisane des
feuilles de thym favorise le repos et le somrflethjimaet al, 2004).

En usage local, elles sont traditionnellementadés en cas de Ney bouché, de
rhume, pour le traitement des petites plaies alpré&me abondant, pour soulager les
piqures d’insectes et les douleurs rhumatismaledyaén de bouche pour I'hygiene
buccale (Poletti, 1988 ; Brunton, 1999) ainsi comauglitif de bain préparé par
décoction qui stimule I'écoulement de sang ver lafage du corps humain,

soulageant de ce fait la dépression nerveuse (Gtd@halchat, 2004).
I.2. Les métabolites secondaires des plantes

La plante est le siege d’'une intense activité nadiqibe aboutissant a la
synthese de principes actifs les plus divers. @egasus métabolique est lié aux
conditions mémes de vie de la plante : la plantg fiire face a de multiples
agressions de I'environnement dans lequel elle: \prédateurs, microorganismes
pathogénes, etc. On congoit donc que la plantespudgvelopper un métabolisme
particulier lui permettant de synthétiser des digsrsubstances pour se défendre. Ces
substances prennent la nomenclature des métalsditesdaires (Kansole, 2009).

1.2.1. Définition et fonction des métabolites secalaires

Les métabolites secondaires des végétaux peuventdéfinis comme des

molécules indirectement essentielles a la vie diesitgs, par opposition aux

meétabolites primaires (glucides, lipides et praéjnqui alimentent les grandes voies

10
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du métabolisme basal (Cuendet, 1999 ; Gravot, 2038 métabolites secondaires,
issus de métabolites primaires interviennent danssttucture des plantes mais
egalement, elles exercent une action déterminamtéaglaptation des plantes a leur
environnement (Gravot, 2008;Kansole, 2009). lIgip@ent ainsi, d’'une maniére trés
efficace, dans la tolérance des végétaux a dessstegi€s, par action anti-herbivore,
inhibition des attaques pathogénes des bactériede®t champignons, prédation
d’'insectes, défense contre la secheresse et lun¥reMais elles peuvent étre
antinutritives. Beaucoup de métabolites secondas® toxiques, ils sont alors
stockés dans des vésicules spécifiques ou dansadaole D’'un point de vue
appliqué, ces molécules constituent la base dasipés actifs que I'on retrouve chez
les plantes médicinales (Gravot, 2008; Thomas, R0@Es molécules furent
sélectionnées au cours de I'évolution pour I'intdican qu’elles ont avec un récepteur
d’'un autre organisme. Elles représentent donc uaedg source potentielle d’agents
thérapeutiques (Thomas, 2009).
1.2.2 Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en aibefquantité, dont plus de
200.000 molécules ont été identifiees. Classésdelar appartenance chimique en
composés phénoliques, alcaloides et terpén¢@iesndet, 1999 ; Vermerri2006).
[.2.2.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent un groupes largemestribliié des substances
dans le royaume des végétaux, avec plus de 80@fstes phénoliques présents dans
tous les organes de la plante, ils résultent biaétiguement de deux voies
synthétiques principales, la voie de shikimate'atatate (Hopkins, 2003 ; Lugasi
al., 2003 ; Lebham, 2005). L’élément structural fondatakqui les caractérise est la
présence d'un cycle aromatique (benzoique) portantmoins un groupement
hydroxyles (Macheixt al, 2005), libres ou engagés dans une autre fonchionigue
(éther, méthylique, ester, sucre...) (Bruneton,3)98a structure de ces composés
varie, des molécules simples (acides phénoliguaples) aux molécules hautement
polymérisées (tanins condensés) (Macheix al, 2005). lls participent a la
pigmentation des fleurs, des |égumes et de quelfjuis (raisins, agrumes, etc...),
certains d’entre eux sont responsables d’amertuinel’astringence (Adrian et
Frangne, 1991 ; Milane, 2004).

11
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[.2.2.1.1. Classification des composés phénoliques
[.2.2.1.1.A. Les acides phénoliques

Les composés phénoligues sont dérivés de deuxgsoupes distingués : Les
acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondsois I'acide caféique, I'acide
férulique, l'acide chlorogenique, et les acides rbygibenzoique, mais les plus
répandus sont I'acide salicylique et I'acide galéq Sont contenus dans un certain
nombre de plantes agricoles et médicinales, eteptgschez toutes les céréales
(Barboni, 2006).lls sont considérés comme substances phytochimigues des
effets prebiotique, antioxydant, de chélation di-aflammatoire. Leur toxicité est
tres faible car ils sont considérés non toxiquesuriBton, 1999 ; Cowan, 1999 ;
Barboni, 2006)Les mieux caractérisés pharmacologiquement, sacitde caféique et
I'acide ferulique (Fig. 3) qui montrent I'effet acéincéreux au niveau des poumons
chez les souris, alors que l'acide gallique agit lpaméme effet en prévenant le

déclanchement du cancer oesophagien chez leRibts¢au, 1968).

J/J
.

Figure 3 : Acide ferulique (Ribereau, 1968).

[.2.2.1.1.B. Les flavonoides
[.2.2.1.1.B.1. Définition

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune>> en latieprésente une tres large
gamme de composés naturels appartenant a la fad@fiepolyphénols (Bouakaz,
2006). lls constituent des pigments responsablascoéorations jaune, orange et
rouge de différents organes végétaux (Havasted2 2Medt et al, 2004 ; Fiorucci,
2008).

Ces diverses substances se rencontrent a la imsf@one libre (aglycone) ou
sous forme de glycosides. On les trouve, d’une emangénérale, dans toutes les
plantes vasculaires (Ribereau, 1968 ; Nijvedtital, 2001 ; Erlund, 2004). Ou ils

12
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peuvent étre localisés dans divers organe : ratiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.
lIs jouent un rdle important dans la protection ¢émsntes (Bruneton, 1999). Les
flavonoides se trouvent également dans plusiearsgsd médicinales. Des remeédes a
base de plantes renfermant ces composés sontsitédis médecine traditionnelle a
travers le monde entier (Delpoetal, 1999).
[.2.2.1.1.B.2 structure des flavonoides

Flavonoide, est un terme générique pour des compi@s®s sur un squelette a
15 atomes de carbone qui fait de deux cycles phén@l6, les cycles A et B,
connectés par un pont a trois carbones (structui@6eC3-C6). Ce dernier est situé
entre les cycles A et B est communément cyclisér poumer le cycle C (cycle
centrale). Les atomes de carbone dans les cycktsACsont numérotés de 2 a 8, et
dans le cycle B de 2' a 6' (Bruneton, 1999). Laibition des sous-classes se fait sur

la conformation de la structure centrale (cycl€rigy. 4).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Datas2003)

[.2.2.1.1.C. Les coumarine

Les coumarines constituent une classe importantpraguits naturels, elles
donnent une odeur caractéristique semblable a dall®in fraichement fauché. A
I'exception des algues, ces composés sont lesitt@rds caractéristiques du régne
végétal chlorophyllien. Les familles les plus risken coumarines sonLégumineuse,
Rutacées, Apiécées et Thymeleac#les se trouvent dans toutes les parties de la
plante et notamment dans les fruits et les hugssmielles des graines (Deinaakt
2003 ; Booth eal., 2004).

Les coumarines ont des effets différents sur lecldfppement des plantes
suivant leur concentration et aussi selon I'espBeas la cellule végétale, elles sont
principalement présentes sous forme glycosyléenftdahn, 2003)Cette glycosylation

est une forme de stockage permettant d'éviter fiedsetoxiques de ces molécules.

13
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Elles sont considérées comme des phytoalexinest;a@re de métabolites que la
plante synthétise en grande quantité pour luttetreoune infection causée par des
champignons ou par des bactéries. Les coumarinegepeégalement se trouver dans
la regne animale (les glandes a sécrétion odonférdu castor) et chez certains
microorganismes (Foret al, 2001 ; Hofmann, 2003 ; Casleyal.,1993) .
[.2.2.1.1.D. Les tanins
[.2.2.1.1.D.1. Définition

Le terme tanin provient d’'une pratique ancienne wilisait des extraits des
plantes pour tanner les peaux d’animaux, autremiemour transformer une peau en
cuir (Hopkins, 2003). Les tanins sont des polypt#rgque I'on trouve dans de
nombreux végétaux tels que les écorces d'arbreeseffrlits (raisin, datte, café,
cacao...), ce sont des substances de saveur astengyant la propriété de tanner la
peau et de se combiner aux protéines animalesgsaliaisons hydrogenes (Pousset,
1989).
[.2.2.1.1.D.2. Classification et structure

La structure des tannins est complexe, formée tdsinirépétitives
monomeriques qui varient par leurs centres asyqusi, leur degré d’oxydation. On
distingue habituellement chez les végétaux sup@ridaux groupes de tanins, basés
sur des difféerences structurales: les tanins hydatlles et les tanins non
hydrolysables ou tanins condensés (Fig. 5) (Ghes2661).

OH
HO. Tannins @
HO @ H s oH
HO OH ~—OH OoH
. E— < - o
(|: é‘ HO. OH
HQO H OH
HO
HO OH
H

OH
rocyanidine B-2
pentagallovlglucose s v

Tanin condensé (5) Tanin hydrolysable (6)

Figure 5 : Structure des deux types de tanins (Ghesn, 2001)

1.2.2.1.1.E. Les quinones

Ce sont des substances colorées et brillantesgpéra rouges, jaunes ou
orange et possedant deux fonctions cétones. Owetlea quinones dans les végétaux,
les champignons, les bactéries. Les organismesaamiroontiennent également des

guinones,

14
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Comme par exemple la vitamine K, qui est impliqdéas la coagulation du sang.
Les quinones sont utilisées dans les colorantss diesn médicaments et dans les
fongicides (Kansole, 2009). Les quinones sont dagalle se complexer de fagon
irréversibles aux protéines des membranes bact&sere qu'ils donnent un potentiel
antimicrobien élevé (Stemt al.,1996).

1.2.2.1.1.F. Les lignanes

1.2.2.1.1.F.1. Définition

Le terme lignane est présenté par Haworth (1936% lignanes sont des
diméres des unités de phenylpropane (C6-C4) (Basar@009).Les lignanes
constituent une classe importante de métabolitasnskaire dans le réegne végétal. La
distribution botanique des lignanes est large.i®lus centaine des composés ont été
isolés dans environ soixante-dix familles .Chez dgsinospermes, lls sont surtout
rencontrés dans les bois alors que chez les Argioss, ils ont été identifiés dans
tous les tissus, lls ont été découvert dans tdesegarties des plantes : les racines, les
feuilles, les fruites et les graines (Midoun, 2011)
1.2.2.1.1.F.2. Structure

Les lignanes sont répartis en huit groupes straatyrclassés selon le mode
d’incorporation du (ou des) atome (s) d’oxygénesdi@nsquelette carboné et selon le
type de cyclisation (Umezawa, 2003).
1.2.2.1.1.G. Les stilbénes
1.2.2.1.1.G.1. Définition

Les stilbénes sont des composés phénoliques comtanaminimum deux
noyaux aromatiques reliés par un double liaisomt da structure est C6-C2-C6,
comme les flavonoides, formant un systeme conjugeée particularité leur conféere
une grande réactivité due a la résonance des aisctur la totalité de la molécule
(Crozieret al, 2006).

Les stilbenes sont des phyto-alexines, composéduppsopar les plantes en
réponse a l'attaque par les microbes pathogénestas, bactériens et viraux. Les
sources principales des stilbénes sont les raiknspja et les arachides (Crozadr
al., 2006).
1.2.2.2. Les alcaloides
1.2.2.2.a. Définition
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Un alcaloide est une substance organique azotégid®végétale a caractére
alcalin et présentant une structure moléculair&rbéyclique complexe (Badiaga,
2011).

Généralement, les alcaloides sont produits dandideas en croissance :
jeunes feuilles, jeunes racines. Puis, ils gagaestiite des lieux différents et, lors de
ces transferts, ils peuvent subir des modificati@®isez de nombreuses plantes, les
alcaloides se localisent dans les pieces flordes, fruits ou les graines, ces
substances sont trouvées concentrées dans leslesadkoief, 2003). Ce sont des
composés relativement stables qui sont stockés ldandantes en tant que produits
de différentes voies biosynthétiques (Omulakibhl, 1997 ; Wilhem, 1998 ; Jued
al, 2002 ; Mauro, 2006 ; Kansole, 2009)
1.2.2.2.b. Structure

La plupart des alcaloides sont dérives des acideméa tels que le
tryptophane, L'ornithine, la lysine, I'asparatearthranilate, la phénylalanine et la
tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés eneanet couplées a dautres
squelettes carboné€yril, 2001)
1.2.2.2.c. Classifications

Les alcaloides sont divisés en trois classes aloadoides vrais représentent le
plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques epafient d'un large spectre
d’activités biologiques. lls dérivent d’acides aésnet comportent un atome d’azote
dans un systéme hétérocyclique. lls sont présears tbs plantes, soit sous forme
libre, soit sous forme de sel, soit comme N-OxyBadfaga, 2011). Les pseudo-
alcaloides présentent le plus souvent toutes legtéaistiques des alcaloides vrais,
mais ne sont pas des dérivés des acides aminém@Ba@011). Dans la majorité des
cas connus, ce sont des dérives d'isoprénoidesldales terpéniques) et du
métabolisme de I'acétate (Cyril, 2001). Les prdtaimides sont des amines simples
dont I'azote n’est pas inclus dans un hétérocyldegnt un caractere basique et sont
élaborésn vivo a partir d’acide aminé. lls sont souvent appelésnines biologiques
» et sont soluble dans I'eau (Badiaga, 2011).
1.2.2.3. Terpénoide
1.2.2.3.a. Définition

Le terme de terpénoide est attribué a tous les osésp possédant une

structure moléculaire construite d'un monomére @abbones appelé isopréne, ces
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composés sont majoritairement d’origine végétalal@eky, 2005). Synthétisés par
les plantes, organismes marins, les champignomaéete les animaux (Benaissa,
2011). L’exploitation de ces composeés s’effectsaitis forme d’huiles extraites de
plantes (huiles essentielles) par le moyen dedstdldtion (Harbone, 1998 ; Bruneton,
1999 ; Klaas, 2002 ; Malecky, 2005).
1.2.2.3.b. Structure

Les terpenes sont des composés hydrocarbonés Isatdee structure soit
cyclique soit a chaine ouverte. Leur formule bege(C5HX) n dont le x est variable
en fonction du degré d’instauration de la moléaila peut prendre des valeurs (de 1
a 8) sauf dans les polyterpénes qui peut atteiptire de 100 (le caoutchouc). La
molécule de base des térpénoides est l'isoprerferadrile C5H8 (Benaissa, 2011).
Le terme terpénoide désigne un ensemble de substamésentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimidalesol, aldéhyde, cétone, acide,
lactone, etc.) (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011).
1.2.2.3.c. Classification

La classification des terpenoides est basée suoiebre de répétitions de
'unité de base isoprene en donnant des hémitesp8@B), monoterpenes (C10),
sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterpé@as), triterpenes (C30),
tetraterpénes (C40) et polyterpénes (Mebarki, 2Q1@)mis et Croteau, 1980).
1.2.2.3.c.1. Hémiterpénes

Dans la nature, il existe peu de composés natagelat une formule en C5
ramifiée; parmi certains composés naturels trowhesz les plantes qui peuvent étre
considérés comme hémiterpene, seul l'isoprene quouses les caractéristiques
biogénétiques des terpenes (Loomis et Croteau,)1980
1.2.2.3.c.2. Monoterpénes

Les monoterpénes comportent dix atomes de carbene®nt issus de la
condensation de deux unités d’isoprene, selon ldende couplage «tete-queuex.
Dont la majorité est rencontrée dans les huileenddles (90% des huiles
essentielles sont des monoterpenes) (Ayad, 2008ptedes molécules légeres, tres
peu fonctionnalisées et trés odorantes. La plupatt des activités biologiques
reconnues (Klaas, 2002 ; Belbache, 2003). Plus Gfe rAonoterpenes connus se

trouvent principalement dans 3 catégories strulbésre les monoterpenes linéaires
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(acyclique), les monoterpénes avec un cycle un{guenocycliques) et ceux avec
deux cycles (bicycliques) (Allegt al,1977).

1.2.2.3.c.3. Sesquiterpéne

Les sesquiterpenes forment une série de composésrjarment 15 atomes
de carbones. lls se trouvent sous forme d’hydracash comme |e3-Cadinéene
(Belbache, 2003) ou sous forme d’hydrocarbures éxgg comme : les alcools, les
cétones, les aldéehydes, les acides et les lactaresla nature. Les sesquiterpénes et
les monoterpénes sont souvent en mélange danaiiles lkessentielles des Plantes
(Ayad, 2008). lls peuvent étre acycliqgues, monaqyd, bicycliques, tricyclique ou
polycyclique (Belbache, 2003 ; Malecky, 2005). tepenes de type sesquiterpenes
et lactones sesquiterpéniques sont trés connus lporg activités biologiques, ces
dernieres étaient appelées « principes amerSlles ne sont pas volatiles et leur
structure casse a des températures élevées. Ombeénglus de 3000 structures
différentes, et on les trouve principalement chesz Asteraceae au niveau des poils
sécréteurs pluricellulaires des feuilles, bracetasflorescences (Bruneton, 1999).
1.2.2.3.c.4.Diterpenes

Les diterpénes sont des substances avec 20 atemastibne (C20) élaborées
a partir de 4 unités disopréne ; ils se formenpaatir de leur précurseur, le
géranylgéranyl-pyrophosphate (GGPP) (Malecky, 2@t tres répandus chez les
végétaux supérieurs, ils sont aussi présents cheairts insectes et chez divers
organismes marins. On peut les trouver encore tensésines, les exsudats, les
gommes naturelles et les gibbérellines (Ayad, 2008)
lls peuvent étre acycliques comme le phytol ; dbest le représentant le plus connu
de la chlorophylle et des vitamines K et E, cepahdarés divers réarrangements, ils
peuvent étre monocycliques comme la vitamine Aydligues comme le sclaréol ou
tricycliques comme l'acide abiétique. (LoomtiCroteau, 1980 ; Belbache, 2003 ;
Malecky, 2005).
1.2.2.3.c.5. Triterpénes

Les triterpénes sont des molécules a 30 atomesar®re. lIs ont comme
précurseur le squaléne. Ex : Le lanostérolqui astige transformé en cholestérol,
c'est de plus un des constituants de la graisda téne de mouton (Klaas, 2002 ;

Belbache, 2003). Il y a plus de 1700 triterpéneassda nature dont la majorité est
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sous forme tétracycligue ou pentacyclique, la foramycligue étant tres rare
(Malecky, 2005). La plupart de triterpénes sont di&ools, sous forme libre ou
glycoside (les saponines) ou ester. Les triterpditees sont des composants
principaux des résines ou du latex des végétawitdeine D2 est un produit dérivé
de triterpene (Loomis et Croteau, 1980)
1.2.2.3.c.6. Tétraterpénes

Les Tetraterpenes contiennent une longue chaid® @éeomes de carbones, a
doubles liaisons conjuguées de configuration «strardont les extrémités sont des
chaines ouvertes ou des cycles (Ayad, 2008). ltete¢épenes les mieux connus sont
les caroténoides. Ces derniers représentent ue taoupe de pigments naturels de
couleurs jaune, orange et rouge. lls sont tréesndymdans les plantes, les algues, et
différents microorganismes. Actuellement enviro® ¢aroténoides ont été identifiés
dans la nature (Ayad, 2008). Les molécules de éaoitles les plus réputées sont :
A. Le B-Caroténe cyclique d'ou sa couleur qu'il donne earottes, Il joue un réle
essentiel dans la croissance et la vision, sonatigm provoque la formation de deux
molécules d'un aldéhyde et le Rétinal et sa réolnctonne la vitamine A
B. Le lycopénequi est entierement acyclique, qoe trouve dans la tomate mure
(0,02g/kg) (Belbache, 2003). Les caroténoides sobdlivisés en deux groupes : Les
hydrocarbures (carotenes), et leurs dérives oxyydles xanthophylles) (Ayad,
2008).
1.2.2.3.c.7. Polyterpénes

Les polyterpénes ou polyisoprénes se composent lde ge 8 unités
d’isoprene. Ces terpénews se trouvent souvent dews formes isomeriques cis- et
trans, Le cis-polyisopréne se trouve dans le caoutc indien, alors que le
polyisopréne-trans est la partie principale deagp#ircha. Les prenylchoinones sont
des polyterpénes comptant jusqu'a 10 unités dé&aprparmi eux, on rencontre les
vitamines K1 et K2 et la vitamine E (Loomis@toteat .1980).

1.3. Puceron noir de la feveAphis fabea
1.3.1. Généralités

Aphis fabaeest holocyclique dioecique. Cette espéce alteome @éntre son
hote primaire, en général le fusain d’eurofe/aqnymus europelset son hote

secondaire, des plantes herbacées appartenant &éslenombreuses familles
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botaniques. Des mars, les ceufs d’hiver éclosentesfusain. Plusieurs générations
parthénogénétiques se développent alors sur I'atasepremiers ailés sont observés
en avril. Leur proportion augmente ensuite rapidenae sein des populations. Ces
ailés vont quitter les fusains. lls seront a I'orgyde nouvelles colonies en manchon
dense, que I'on pourra observer au cours de la Isalkon sur les plantes herbacées
sauvages et cultivées. Les ailés impliqués danspladuction sexuées apparaissent a
'automne. lls assurent le retour vers les hotaware, le fusain. Les fécondations et
la ponte ont lieu dans le courant d’octobre. Lagdpction sexuée n’est pas toujours
obligatoire chez le puceron noir de la féve. Daasrdgion a climat doux, des
populations peuvent en effet se maintenir toutvénisur des hoétes secondaires
herbacés en continuant a se multiplier par parip@mese. Les pullulations du
puceron noir de la feve sont spectaculaires, eticpher sur féverole et betterave.
Elles dépendent des conditions climatiques et pdugie régulées par la présence
d’ennemis naturels (insectes et champignons entathogénes).

Aphis fabeaappartient en fait a un complexe d’espece quiilessrémement
difficile, voire impossible de distinguer. On paparfois d’Aphis groupe fabea. Ce
groupe d’espéce est polyphagie. On lui connait ples200 plantes hétes. Il est
également tres commun dans le monde et coloeisethbreuse plantes cultivées.
En France, c’est la seconde espéce aphgrus persicae qui entraine des dégats
important.Aphis fabease développe sur plusieurs cultures (betterave) .(Evelyne

turpeau-Ait Ighilet al, 2011).

1.3.2. Classificationd’Aphis fabea
Selon Remaudiére et al, (199A. fabaese classe comme suit :
Renge :Animal
Embranchement : Arthropodes
Classe :Insectes
Ordre : Homoptéres
Super /famille : Aphidoidae
Famille : Aphididae
Genre : Aphis
Espéce ‘Aphis fabae
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1.3.3. Cycle biologique

Aphis fabeast holocyclique dioecique. Cette espéece alternénéte primaire,
et ses hotes secondaires. Le cycle biologique de®rgns est caractérisé par
lalternance d'une génération sexuée et d'une owsi@lrs générations
parthénogénétiques (asexuées) (Christelle, 20D&xidte différents types de cycles
de vie du puceron selon les espéeces. Certainesasspecomplissent la totalité de
leur cycle évolutif sur des plantes de la méme @spé d’espéces trés voisines ; elles
sont dites monoecique. Par contre d’autres espa@esssitent pour 'accomplissent
de leur cycle complet deux plantes hétes non appées botaniguement. Ces
especes sont dites hétéroecique (ou dioecique).

Dans les régions tempérées, les pucerons présemtasyicle annuel complet
(holocycle) a deux hotes (dioécique). Dans les itiomd défavorables de I'hiver, la
plupart des pucerons hivernent sous forme d’ceuftesiwplantes vivaces ou dans les
débris végétaux. lls peuvent résistes a des tempésaplus basses de l'ordre de -
10°C 0 a 15°C. Certain hivernent sous forme de llesiedultes (Eaton, 2009).
Plusieurs génération vont se succéder dans lesgusgbparaitront des ailes qui irons
contamines les différent hotes secondaires. Pahgrargénése, les fondatrigénes
engendrent un certain nombre de génération desllémmappelées virginogenes.
Généralement, le mal est ailé et la femelle estrapCette femelle, est la seule de
toute cette succession de génération et de foropais,pondent un ceuf, I'ceuf
d’hiver .Ces ceufs éclosent au printemps suivarle etycle recommence (Dewey,
2004 ; Klass, 2009) (Fig. 6).

1.3.4. Dégats du puceron noir de la feve
1.3.4.1. Hbtes primaires

Les pigures alimentaires sont irritatives et toeis| pour la plante, induisant
'apparition de galles qui se traduisent par laod@éftion des feuilles ou des fruits et
donc une perte de rendement (Christelle, 2007).

Les attaques printaniéres provoquent un fort eeroaht des feuilles, des
pousses nouvelles, dégats qui restent visibleser@igmt la présence de milliers
d’individus sur une méme plante peut causer deétdémportants. La croissance de
la plante s’en trouve altérée et les fleurs avorsenis I'effet de la salive. Parmi les

hotes primaires on trouve le fusain, la viorneeetdringat (Agraphid, 1999).
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Fondatrigenes

Fondatrices
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Figure 6. Cycle biologique d’un puceron noir de ldéve (www.inra.fr/opie-

insectes/1921agri-pp.htm).

1.3.4.2. Hotes secondaires

L’enroulement des feuilles est généralement beguaooins grave que la
colonisation des bourgeons et des tiges floraleisaffectent tout a la fois la qualité
des plantes, leur aspect et leur floraison (Alfetdal, 2013). Parmi les hotes
secondaires on trouve : les Fabacées, les Chéramgedi les Astéracées, les
Brassicacées, les Solanacées et les diversesectltitales et ornementales (Alfoed
al, 1994).
1.3.4.3.Transmission des virus phytopathogénes

En se déplacant d’'une plante a une autre, les puEarréent des contacts
indirects entre les intervenir une espece de pucem virus et une plante.

I.4. La lutte biologique :

Les métabolites secondaires participent a la \@agethtion de la plante, ils ont
des roles trés variés .lls peuvent ne se rencogtrerdans des tissus spécifiques, ou
des stades patrticuliers du développement. Ceperitfainterviennent dans la défense
contre les prédateur, et les pathogénes, commedsagk#opathiques ou pour attirer
les agents chargés de la pollinisation ou de lsédignation des fruits. Plus de 85000
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métabolites secondaires sont déja connus, ilsdassés en trois grands groupes en
fonction de leur composition chimique; les plusargls sont les composés
phénoliques, les terpenoides et les alcaloidedi@niiet al, 2003).
I.5. La plante héte (la feve)
1.5.1. Généralités

D’apres Geptet al. (2005), la famille des Iégumineuses est subdiveségois
sous-familles : Caesalpinieae, Mimosoideae et jpapildeae ou Faboideae, cette
derniere inclue la Ilégumineuse a graines dbcia faba L.
La féve est une culture vivriere tres appréciéel@aragricultures car elle constitue
une source importante de protéines aussi bienlfadmmentation humaine qu’animale
et permet une économie de la fertilisation azdigal( et al. ,2011).
1.5.2. Description

La féve est une plante diploide (2n=12chromosorhppsdiellement allogame
(Wang et al2012). Elle est formée d'un appareil végétatif ddun appareil
reproducteur. L’appareil végétatif comprend :rfasines, la tige et les feuilles quant
a son appareil reproducteur, il est formé par llesrs qui sont a l'origine des fruits
des fruits et des graines.
1.5.3. Systématique
Selon Reta sanchet al. (2008, la féve est classée botaniquement comme suit :
Régne :plantae

Division : Magnoliophyta

Classe :Magnoliopsida
Ordre : fabales
Familles : fabaceae
Sous famille :Faboideae
Tribu : vicieae
Genre : Vicia

Espeéece Vicia faba L.

1.6. L'abeille domestiqueApis mellifera
1.6.1.Présentation de I'abeille
L’abeille est un insecte social appartenant a ferdes hymeénopteres. Elle

produit du miel, du pollen de la gelée royale, detopolis, de la cire et enfin du

23




Chapitre: Synthese bibliographique

venin Apis melliferaa évolué pour devenir un des pollinisateurs les pfficaces qui
soient ce sont « les travailleurs de ferme itinEydes mieux organisés et plus

enthousiastes que la planéte n’'aurait jamais pertdacobsen, 2009).

7\

Figeur 7: Apis mellifera(Anonyme, 2013)

[.6.2. Position systématiqueal'Apis mellifera

Les abeilles melliferes sont des insectes sociatwant en colonies
permanentes et se reproduisant par essaimage.pfiart@énnent a l'ordre des
Hyménopteres. Chaque colonie renferme une reinquan{Ruther, 1988 cité par
Donou ,2007).

Classification systématiqued'Apis mellifera
Régne :Animalia

Embranchement : Arthropoda

Classe :hymenoptera

Ordre: Hyménopteres

Sous-ordre: Apocrites

Infra ordre: Aculéates

Super famille: Apoidae

Famille: Apidae supérieurs

Sous famille: Apinae

Tribu: Apini

Genre: Apis

Espece:Apis mellifera

[.6.3. cycle de vie

Le cycle de vie de 'abeille traverse 4 stadesqyoigux :
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1.6.3.1. L'ceuf

Si la reine pond un ceuf fécondé, cela donne naissarune ouvriere ou une
reine. Par contre, un ceuf non fécondé donneraamaiesx un faux-bourdon. L’ceuf est
blanc, cylindrique, allongé et Iégérement incuruéraoment de la ponte, la reine fixe
l'ceuf par une extrémité au fond de la cellule. Lfosemble étre debout dans
'alvéole. Puis pendant 3 jours (en moyenne), I'eeifdéveloppe et s’incline pour
finir par se coucher au fond de l'alvéole. Au balg 3 jours, I'ceuf éclot par
dissolution de sa membrane. Il devient alors uneelaUn ceuf mesure entre 1,3 et
1,8mm de long, environ 0,5mm de large et pése éntr2 et 0,22mg. Les temps de
développement, la taille et le poids sont fonctienla race, de la lignée et méme des
conditions climatiques (Anonyme, 2013).
1.6.3.2.La larve

La larve a la forme d’'un petit ver, constitué presegxclusivement d’'un tube
digestif. La larve passe presque tout son tempsuwgger la nourriture déposée dans
'alvéole par les abeilles nourrices. Elle est ménsapable de se retourner si la
nourriture n'est pas directement a coté de sa moudlu & jour, l'alvéole est
operculée par un petit bouchon de cire. Les deynjeurs du stade larvaire sont
consacrés a la construction d’'un cocon. La duréestdde larvaire varie selon la
caste : reine, ouvriere ou faux-bourdon (Anonyatd,3)
1.6.3.3.La pupe

Le stade pupal est le dernier stade avec celdadalte formé ou imago. A ce
stade, la téte, les yeux, les antennes, les pibgesales, le thorax, les pattes et
'abdomen ont les caractéristiques de celles dhulta. La cuticule devient de plus en
plus foncée ; sa couleur est utilisée pour détezmiage d’'une pupe. A lintérieur de
la pupe, les muscles et les organes se transforfaist une derniére mue intervient.
Il faudra quelques heures pour que la nouvelleolgiseche. Ensuite I'image perfore
'opercule de cire avec ses mandibules. Apres diesde l'alvéole, I'adulte déploie
ses ailes et ses antennes, laisse sécher sesepqgilsis commence ses activités
(Anonyme, 2013).
1.6.3.4. L’'Imago

A peine née, I'abeille est encre molle et il faudea 12 & 24 heures pour que

la cuticule extérieure ne séche. Tant que I'exdefieeautour des glandes vulnérantes
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n'est pas durci, la jeune abeille ne peut piquean®les 8 a 10 jours suivant la
naissance, le développement interne (notammengldages) se poursuit. Les reines
et les faux-bourdons poursuivent quant a eux lecld@pement de leurs organes
reproducteurs. A I'émergence, les poids moyens st 81 a 151 mg pour
I'ouvriere, 196 a 225mg pour le faux-bourdon, 1782 mg pour la reine (Anonyme,
2013)

CYCLE DE VIE DE LABEILLE

N

CEuf Larve Nymphe Adulte

Figure 8: Cycle de vie d’abeille (Anonyme, 2013)

1.6.4. Réle des abeilles dans les écosystémes
« Si I'abeille disparaissait de la surfase du g/dbe®mme n’aurait plus que

guatre années a vivre ». Cette prédiction bien weret attribuée a Albert Einstein
(bien qu’aucune preuve ne confirme cette paternit@)tre pourtant par sa véracité a
quel point l'abeille est primordiale aux écosysténti monde entier. En effet,
I'abeille joue un réle essentiel, méme s’il est pegonnu, dans la majorité des
ecosystemes terrestres recouverts d’'une végétdticant au moins 3 a 4 moins de
'année. Ainsi que l'on se situe dans les forétypitales, les terres boisées des
savanes, les forets tempérées ou bien encore lgravan la production de graines,
noix, bais et autres fruits dépend trés fortemes#t ithsectes pollinisateurs dont les
abeilles sont les chefs de file, assurant ainssuevie de nombreuses especes de

plantes, et par conséquent d’animaux (Le Conteaghdhcon, 2006).
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Chapitre Il - Matériel et méthodes

Le présent travail consiste en une étude phytagoiende I'extrait éthanolique
brut des feuilles d&hymus vulgarisinsi que I'évaluation de son activité insecticide
in vitro. Ce travail est réalisé conjointement au laboratode Biologie des
Populations et des Organismes (BPO) de la Faca#sdiences situé M’Hamed
Bougara de Boumerdes et l'autre partie est effectad niveau de la Faculté de
Biotechnologie Saad Dahlab a Blida. Le stage siésbulé du mois de avril jusqu’au
mois du juin 2016.

[I.1.Matériel
[1.1.1.Matériel biologique
[1.1.1.a.Matériel végétal

La plante choisie pour cette étude est thylhymus vulgariselle a été
récoltée au mois de mars 2016 dans la région ddrd8ola partie prise en
considération pour réaliser cette étude est lagoaérienne (les feuilles).

Les feuilles de la plante Pittosporum a défautlad@ve sont utilisées comme
source d’alimentation des pucerofyghis fabae pour tester I'évaluation de I'activité

insecticide

Figure 9: la plante de pittosporum (originale)

[1.1.1.b.Matériel animal
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Deux espéces d’insectes ont été cloeme modele d’étude de I'activité
insecticide, il s’agit du puceroAphis fabaeris a partir des pousses de Pittosporum a
défaut de la culture de féeve en fin du cycle deetidppement de celle-ci, au mois de
mai dans la faculté des sciences (UMBB). Le deugiénsecte concerne I'abeille

domestiqueéApis mellifera

Figure 10: Aphis fabeggauche) eApis mellifera(droite) sont originale la date :
[1.1.2.Matériel non biologique

La réalisation des expériences de nétragle a fait appel a un matériel
classique composé d’'un ensemble d’appareils, deifsale produits chimiques et de

verreries (Annexel).

I1.2.Méthodes
L'étude est essentiellement axée sur :

» Préparation de I'extrait éthanolique brutTeymus vulgaris.
« Evaluation de [I'activité insecticide de I'extraithanolique brut sur les deux

insectes.

L’ensemble des étapes de ce travail sont illustiées le diagramme ci-dessous :
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[ Choix de la plante Thymus vulgarisL.)
[ Récolte-Séchage-Broyage des feuilles ]

P

[ Poudre végétale d&hymus vulgaris

&

Caractérisation phytochimique : screening
phytochimique

&

[ Préparation de I'extrait éthanolique brut }

-

Extrait éthanolique brut

¢

[ Evaluation de I'activité insecticide sur les deuxn'sectes]

Figure 11: Schéma général des différentes étapes du travail
I1.2.1.Méthodologique de récolte, séchage, broyage conservation de la poudre
Végétale
> Récolte

La plante a été récoltée pendant le printempsatmée 2016 dans la région deafis

située au niveau de la wilaya de Bouira.

» Séchage
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La partie aérienne de la plante est séchée directeaprés la récolte sur papier
absorbant, sec et propre a l'air libre a I'abri ldelumiere pendant une période

s’étalant sur deux semaines.
» Broyage et conservation

La partie aérienne séchée est réduite en poudzeififaide d’un broyeur électrique.
Cette opération permet de rompre les membranealaiells et la matrice
extracellulaire et de libérer les organites etnfedécules contenues dans la cellule ce
qui permet d’augmenter leur surface de contacté kgedifférents solvants utilisés et

par conséquence améliorer le rendement d’extraction

La poudre résultante est conservée a I'abri dg B I’humidité et de la lumiére dans

des flacons en verre hermétiquement fermés (Fig. 12

Figure 12:La poudre végétale dehymus vulgaris

[1.2.2.Screening phytochimique

Les tests phytochimiques réalisées supdadre des feuilles d&hymus
vulgaris L. ont pour objectif de rechercher les métabolgesondaires existants. Les
méthodes de caractérisations utilisées dériventalles décrites par Tonet al.,
(1998) et Longagatal., (2000).

[1.2.2.1.Préparation de I'infusé a 20%
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La préparation de l'infusé a 20% est fait I'additionnement de 20g de poudre
végetale a 100 ml d’eau distillée bien chaufféeréspl5 mn, le mélange est filtré par

un papier filtre et le filtrant est ajusté a 100didau distillée.
[1.2.2.2. Identification des leucocyanes

On rajoute 20 ml d’'un mélange de propdriall) a 2 g de poudre végétale. Le
meélange final est porté en bain marie bouillantdagn quelques minutes. Une

coloration rouge se développe en présence desdgares.
11.2.2.3.1dentification des anthocyanes

Pour ce test, on rajoute quelques gouttegCHd(acide chlorhydrique) a 5 ml

d’infusé. La réaction donne une coloration roug@esence des anthocyanes.
[1.2.2.4.Identification des tannins totaux

A 5 ml d’infusé, on rajoute quelques gouttiesla solution de FeCl a 5%. La

réaction donne une coloration bleu-noire en présees tannins totaux.
11.2.2.4.1.1dentification des tannins catéchiques

15 ml d’infusé sont additionnés a 7 ml dectiéae la Stiansy (10 ml formol 40%
5ml HCI concentré). La réaction donne une coloratimuge en présence des tannins

catéchiques.
11.2.2.4.2.1dentification des tannins galliques

5ml de linfusé rajouter 2g de sodium et quels gouttes de FeCl. La réaction

donne une coloration bleu-foncée en présence damtagalliques.
[1.2.2.5.Identification des quinones libres

Ce test consiste a humecter 2g de poudrétaiégpar 2ml d’acide chlorhydrique
1IN, I'ensemble est mis en contact avec 20ml derofdome pendant 3 heures. Le
filtrat est agité avec 5ml d’ammoniaque Y. La enée des quinones libres est

indiquée par la formation d’une coloration rouge.

11.2.2.6.Identification des saponosides
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A 2ml d’infusé, rajouter quelques gouttes dtate de plomb. La formation d’'un

précipité blanc indique la présence des saponasides
11.2.2.7.1dentification des alcaloides

Ce test consiste a faire macérer 5 g de powd@étale humectés avec
l'ammoniaque ¥2 pendant 24 heures dans 50ml d’'dangé éther chloroforme (3/1).
Le filtrat est épuisé par 'HCI 2N. Des réactioresptécipitation sont effectuées sur la
solution d’HCI. En présence d’alcaloides, le rdat#i dragendroff donne un précipité

rouge.
[1.2.2.8.Identification des coumarines

Pour ce test, il faut faire bouillir a reflug 2le poudre dans 20ml d’alcool éthylique
pendant 15mn puis filtrer. A 5ml du filtrat rajoutd0 gouttes de la solution
alcooliqgue de KOH a 10% et quelques gouttes d’'HQIO&o. La formation d’un

trouble indique la présence des coumarines.
11.2.2.9.1dentification de I'amidon

A 2g de poudre veégétale ajouter quelques goutiese L. La formation d’'une

coloration bleu-violette indique la présence d’aond
11.2.2.10.1dentification des flavonoides

Pour ce test, il faut additionner a 5 ml d’séus ml d’HCI, un coupeau de Mg et 1
ml d’alcool isoamylique. La réaction donne une calion orange en présence des

flavonoides.
11.2.2.11.Identification des mucilages

Introduire 1ml d’infusé dans un bécheajeuter 5 ml d’éther absolu. Laisser le
mélange incuber pendant 10 mn. L'apparition d'uécjpité floconneux indique la

présence des mucilages.
11.2.2.12.Identification des glucosides

A 2g de poudre végétale rajouter quelggesttes de bBBO,. La formation

d’'une coloration rouge brique ensuite violette duot la présence des glucosides.
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[1.2.2.13.lIdentification des irrodoides

La présence des irrddes se manifeste par I'apparition d’'une colorabtaue,
aprés avoir chauffé un mélange de quelques godtitéSl et 2 ml d’infusé sur une

plaque chauffante.

11.2.3. Préparation de I'extrait éthanolique brut a la macération
11.2.3.1.Principe

La maceération consiste a laisser trempendtiere végétale dans I'eau ou dans
un solvant organique a température ambiante plissiguirs voir semaines et sous
agitation. L’extraction a lieu par pénétration duvant dans les cellules, phénoméne
provocant leur gonflement et la rupture des liagsaroléculaires de faible énergie.
Les extractibles sont alors dissouts et diffusenggessivement des cellules vers le

solvant (Royer et Houde, 2010).
11.2.3.2.Mode opératoire

Les extraits éthanoliques ont été obtenustneés macérations successives sous
agitation magnétique et a température ambianteOded2 la poudre végétale de
Thymus vulgarid.. dans des volumes définis d’éthanol pendant @2#het8heurs et
72heurs respectivement.

Apres chaque intervalle de temps, I'extrait fdg#. Le résidu obtenu est repris
pour une deuxieéme extraction avec un renouvellemefitthanol.

A la fin des extractions, le résidu sec et jie filtrat recueilli est soumis a une
évaporation sous vide a l'aide d'un évaporateuatifioh une température de 67°C
pour éliminer I'’éthanol. Le reste du solvant a&iminé par séchage a 35°C dans une
étuve (Fig.13).
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20g de poudre végétale

Extraction éthanolique solide-liquide pendant 72h
(Macération dans 360 ml éthanol)
Filtration

Filtrat Sédiment

Extraction éthanolique pdt. 48h
Filtration

N

1

Sédiment

Filtrat

Extraction
Pdt. 24h

Filtration

Filtrat Sédiment

Filtrats
combinés

Filtration et évaporation sous-vide a 67°C.

Extrait brut

Figure 13 : Etapes de préparation de I'extrait éthanolique pantmacération
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[1.2.3.3.Calcul du rendement

Le calcul du rendement est fait par la formule aote :

R% = (M — Mg/ M) x 100

Tels que :

R% :

M : masse du ballon avec I'extrait.

Mo : masse du ballon vide.

M+ : masse végétale totale utilisée dans I'extraction

11.2.4. Evaluation de I'activité insecticide de I'trait éthanolique brut de Thymus

vulgaris L. vis-a-vis des pucerons

11.2.4.1. Préparation des solutions tests (solutiomsecticide)

Les solutions tests ont été préparéeséimenjour du traitement par dissolution
de l'extrait brut dans éthanol. Quatre doses ddrbé choisies pour effectuer le test

de toxicité sont préparées comme suit :

« 0,5mg, 1mg, 2mg et 4mg d’extrait éthanolique bratanis respectivement
dans quatre béchers.

% On y ajoute dans chacun 1ml d'eau distillée et goette de twinn avec
agitation pour [Il'obtention des solutions homogenes différentes
concentrations.

% L'eau distillée a été utilisée pour traiter les guons des lots témoins
(T : témoins)

11.2.4.2. Réalisation des essais toxicologiques

Pour ce test, le lot (T) est composé teies de pétri. Dans chacune on place 2
feuilles de Pittosporum, soit au total 6 feuillesittes. Chaque feuille est infestée
minutieusement par 20 pucerons. Donc 40 Puceronsbqie, soit au total 120
pucerons dans le lot (T) traitées a I'eau distléee procédé est le méme pour les
quatre autres lots D1, D2, D3 et D4 traitée respectent a 0,5mg, 1mg, 2 mg, 4mg.
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Enfin les boites de pétri sont bien fermées. Nowmns effectué le dénombrement
sous la loupe binoculaire pour chaque lot et prhaque boite, aprés 2 heures, 4
heures, 24heures, 48 heures et 72 heures de teait¢Rig. 14).

Figure 14 : Lots représentant les quatre concentrations (D1032D4) et
Témoin

[I.2.5.Evaluation de I'activité insecticide de I'etrait éthanolique brut de Thymus

vulgaris L. vis-a-vis des abeilles melliferes
[1.2.5.1.Préparation des solutions tests (solutiomsecticide)

Les solutions tests utilisées pour les abeilles Esnmémes que celles utilisées pour
les pucerons

% 0,5mg, 1mg, 2mg et 4mg d’extrait éthanolique bartsnis respectivement
dans quatre béchers

% On y ajoute dans chacun 1ml d'eau distillée et goette de twinn avec
agitation pour I'obtention des solutions homogéneés différentes
concentrations.

[1.2.5.2.Réalisation des essais toxicologiques

Pour ce test, Le lot (T) est composé de 3 béchans[zhacune on place un papier
filtre. Chaque bécher, on introduit 5 abeilles. Ddrb abeilles dans le lot (T). Le
procédé est le méme pour les quatre autres lots 2], D3 et D4 traitées

respectivement a 0,5mg, 1mg, 2mg et 4 mg. Enfinbiesher sont recouverts de
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moustiquaire. Nous avons effectué le dénombrenag@nés 10 minutes, 20 minutes et

30 minutes.

Figure 15 : Lots représentant les différentes concentratioi®metoins

[1.2.6. Exploitation des résultats
» Evaluation du taux de mortalité

Le taux de mortalité des insectes témoins et fra@st calculé par la formule

suivante :

[ Taux de mortalité (%) = (Nombre de mort / nombre tdal d’'individu) x100 ]

e Correction de la mortalité

La mortalité observée a été corrigée par la forrdiAdbot (1925) :

[ Mc = (M2-M1/100-M1)x100 }

M1 : pourcentage de mortalité dans le lot témoin.
M2 : pourcentage de mortalité dans le lot traité.

Mc : pourcentage de mortalité corrigée.
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-Détermination de la DL50 (Cavelier, 1976) :

La dose létale 50 (dose létale pour 50% des indsjicest une valeur qui nous
renseigne sur 'importance de l'effet toxique dér@cxtrait dans le temps, c’est un

indicateur de la toxicité d’'une substance. Pougtifeer, il faut :

Transformer le pourcentage de mortalité corrigéprebits.
Calculer le logarithme décimal des difféerentes dagdisées.

Tracer les droites de régressioArobits = f(log dose),les équations des droites de

régression sont de type :
Y =aX+b Sontdéterminées, ou :

Y : Probit de mortalité corrigée
X : logarithme décimal de la concentration
a :la ponte

A partir de cette équation, la DL50 est évaluéeegnplacant Y par le chiffre 4 qui
correspond a 50% de la mortalité. La DL50 est ddte¥e pour les differents temps

d’observation.
-Détermination de la TL50 (Cavelier, (1976)

Pour estimer la TL50 (temps létal au bout duquébsi@ mortalité sont obtenus), les

Droites de régressioarobits = f (log temps)sont tracée et les équations des droites
de régression sont par la suite établies. A pddicelles-ci, les valeurs de la DL50

sont déterminées.

Analyse de la variance a un facteur

Les résultats de I'activité des extraits de thymulkgarisL. Vis-a-vis de la mortalité
des pucerons et abeilles, sont soumis a l'analgsdadvariance (ANOVA) a un
facteur, qui permet de mesurer les effets de chagugon de I'extrait de thymus
vulgarisL. Sur le parametre mesuré. Les effets sesitmés a trois seuil de

signification, avec :

Effet significatif ; P< 0,05
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Effet tres significatif ; R 0,01
Effet hautement significatif ; R 0,001

NS : Effet non significatif.
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Chapitre Il - Résultats et discussion

Dans cette partie, seront exposeés les résultéaawd pour les différentes études.

I11.1.Résultats

[11.1.1.Screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques sont repésdans le tableau 4.

Tableau 4 :Résultats des tests phytochimiques réalisés uoudre des feuilles de

Thymus vulgarig..

Composés chimiques

Résultat prévus

Résultat obtenus

Anthocyanes

Coloration rouge

Tannins totaux

Coloration bleu-noire

+++

Tannins catéchiques

Coloration rouge

+++

Tannins galliques

Coloration bleu- foncé
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+++
Flavonoides Coloration rouge

orange

+++

Leucocyanes Coloration rouge
Amidon Coloration bleu-

violette
Alcaloides Précipité rouge
Glucosides Coloration rouge

brique

+++
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Saponogdes Précipité blanc
Mucilage Précipité floconneux
Irrodo ides Coloration bleu
Coumarines Formation d’un trouble

++
Quinone Coloration rouge

+
Dont :
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(-) : Absence de substances.

(+) : Faible teneur en substances.
(++) : Moyenne teneur en substances.
(+++) : Forte teneur en substances.

D’apreés le tableau 4, les résultats obtenus diptegbchimique réalisé sur la poudre
de feuilles de Thymus vulgaris L. montrent unéegse en flavonoides, en tannins,
en mucilages, en saponosides et en glucosidesn@apie cette espéece est
moyennement riche en coumarines, en alcaloidemtiocyanes, et renferme des
guinones en faible teneur. Enfin, les feuillestignt sont dépourvues d’amidon,

d’irridoides et de leucocyanes.
[11.1.2. Rendement de I'extrait brut

L’extraction a permis d’obtenir un extrait brut d& couleur verte foncée. Les
rendements des extractions réalisées par macégdtidtrason sont consignés dans le

tableau 5.

Tableau 5:Rendement des poudres des feuilles du thym

Parameétres Poids (g)
La masse de I'extrait 6
La masse de ballon 336
La masse de ballon +l'extrait 342
La masse totale de poudre utilisée 20

Le rendement de I'extraction brut obtenu a pasitadpoudre des feuilléghymus

vulgarisL. est de 30 %.
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[11.1.3. Evaluation de I'activité insecticide de lextrait éthanolique brut de

Thymus vulgarisL. vis-a-vis du puceron noirAphis fabae

111.1.3.1.Résultats

Les résultats de I'activité insecticide de I'extr@ihanolique brut d&. vulgarisvis-a-

vis d’Aphis fabaesont portés dans les tableaux 6, 7 et 8.

Tableau 6 : Pourcentage de mortalité cumulée des pucerons eairfonction du
temps et des différentes doses de I'extrait éthguelbrut deThymus vulgarigR :
répétition, T : témoin, h : heure, D : dose)

Doses D1=0,5 D2=1 D3=2 D4=4 T

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Temps| R1 | R2| R3| R1| R2| R3] Rl RZ R3 RlI R2 R3 Rl R2 RS
2h 0 0 0 0 0 0 5 5 75 75 125 1830 0 0
4h 5 75| 10 | 125 75| 15| 22,5 17|5 2d 85 8¢5 8§25 0 DO
24h 175 25 | 35 | 40 | 52,5 47p 825 95 925 100 100 100 pO 0
48h 52,5| 75,5/ 70 | 80| 825 92,5 100 100 100 100 100 lO@5(175 | 15
72h 95 | 92,5/ 97,5 100, 10Q 100 100 100 100 100 100 100,5[172,5| 17,5
96h 100 | 100 | 100| 100, 100 100 100 100 100 100 100 1005 25 | 20

Tableau 7 :Pourcentage des mortalités moyennes des pucerdoaaion du temps

Et différentes doses de I'eixtéghanolique ddhymus vulgarig..

Doses (mg/ml) | D1=0,5 D2=1 D3=2 | D4=4 T

Temps mg/mi mg/mi mg / ml | mg/ml

2h 0% 0% 583% | 11,66%| 0%

4h 7,5% 11,66% | 20% 85% 0%

24h 25,83% 46,66% | 90% 100% 0%
48h 66% 85% 100% | 100% 11,66%
72h 95% 100% 100% 100% 15,83%
96h 100% 100% 100% 100% 22,5%
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Tableau 8 :Pourcentage des mortalités corrigées des pucenoioetion du temps

Et différentes doses de I'extéitanolique brut d&hymus vulgaris..

Doses D1=0,5 D2=1 D3=2 D4=4
mg /ml mg/mi mg/ml mg/ml mg/ml
Temps

2h 0% 0% 5,83% 11,66%
4h 7,5% 11,66% 20% 85%
24h 25,83% 46,66% 90% 100%
48h 61,51% 83,02% 100% 100%
72h 94,05% 100% 100% 100%
96Ah 100% 100% 100% 100%

On remarque que le pourcentage de mortalité augnaseic le temps et atteint 100%
apres 4 jours pour la dose la plus faible. Tandes @g temps est court avec les fortes
doses D2, D3 et D4. Les 100% de mortalité sontmast@vec la dose la plus forte D4,
au bout de 24h de temps.

Remarque : au départ, on a utilisé I'éthanol pour traiter llets témoin et diluer les
doses, on a constaté une mortalité totale des gueeiu moment de I'application sur
tous les lots traités et lots ayant servi de ténfbinéthanol)

[11.1.3.2.Evaluation de la dose létale 50

Le calcul des DL50 est fait a partir des droitesréigressions Probif=log (dose)
représentées dans la figure 16.
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45 4 y=1k222_‘°’ix+1'8508 7 7 y=2.6213x +1.3699
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Figurel6 : Droites de régressons : Probitf log (dose) des pucerons noirs de la
Feve traités par I'extrait brut deThymus vulgarisen fonction du
Temps d’observation

A partir des équations de chaque graphe, on aléales valeurs de la DL50, ces

derniéres sont représentées dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Valeurs des doses létales 50 (DL50) de la popuaties pucerons

traitées par I'extrait éthanolique brut @avulgaris

Temps(h) Equations des Carre de Coefficients | DL50
droites de Coefficients | de régression | (mg/ml)
régression de régression

2h Y=1,2292X+1,8508 R*=1 R=1 36,474

4h Y=2,6213X+1,3699 R°= 0,8086 R=0,8992 2,425

24h Y=4,1646X+1,1222 R*=0,9517 R=0,9755 0,853

48h Y=3,5081X+2,8173 R°=0,8797 R=0,9379 0,419

72h Y=1,5344X+5,9401 R*=0,6008 R=0,7751 0,244

96h Y=8,09

D’apreés les résultats notés sur la figurel6, onargoe que la dose létale 50 pour le
temps d’observation le plus court (2h) est de B6#g/ml. La DL50 obtenue aprés

4h est de 2,425mg/ml et 0,853mg/ml aprés 24h. Lse détale la plus faible est

obtenue apres 72h et elle est de 0,244mg/ml.

On remarque que la dose létale DL50 est proporgib@rau temps. La dose la plus
importante est obtenue aprés des temps de traitesoerts, tandis que les DL50 les
plus faibles sont obtenues avec les temps d’obsemias plus longs.

[11.1.3.3.Détermination des temps Iétaux 50 (TL50)

La détermination du temps létales 50 des différémtsps de I'extrait éthanolique
brut deT. vulgaristestés sur les pucerons a été calculée a padirddoites de

régression : Probité en fonction du logarithmetdesps de traitement.

Les résultats des TL50 sont notés dans la figuret 1& tableau 10.
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Figurel7 : Droites de régression Probitf log (temps) des pucerons noirs de la

feve traités a I'extrait éthanolique brut deT. vulgarisaux différentes doses

testées.

A partir des équations de chaque graphe, on alédksivaleurs de la TL50, ces

dernieres sont représentees dans |

e tableau 10.

Tableau 10:Valeurs des temps létaux 50 (TL50) des populatitengucerons traitées

a I'extrait éthanolique brut de.vulga

risL.

Dose mg/ml | Equation des droitgsCarré de Coefficients | TL50 en
de régression Coefficients | de régression| heure
de régression
0,5mg/ml Y=2,8855X+1,2376| R0,7711 R=0,8781 20,132
Img/mi Y=3,1571X+1,4447| %&0,8312 R=0,911 13, 369
2mg/mi Y=3,0049X+2,4586| 10,9744 R=0,9871 6,91
4mg/ml Y=2, 3671X+ 3,9634R°=0,8543 R=0,9242 2,97
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D’ aprés le (figurel?) et le tableau 10, les rédslbbtenus montrent que : le temps
|étal 50 obtenu est de 20,132 h pour la dosesukgfpible D1, il est long, Tandis que
le temps létal le plus court est de 2,97h, il &seou avec la doses D4.

% Résultat de I'analyse statistique
» Pourcentage de mortalité cumulée (Tab. 11 ; Fig. 18

Tableau 11 :Analyse statistique de variance ente les pourcestamrtalités

Cumulées des pucerons entifmmces doses et du temps

Anabyde variance
Source Somme desdd| Moyennes | f-ratio P
carres des écarts
Temps 27452.267 | 5 5490.453 12.376 0.000
Doses 19198.467 | 4 4799.617 10.819 0.000
Erreur 8872.733 20 443.637
P : probabilité

Ser .
s 8 77
g o2} =
3 =G
- o
-] et
= = e
] -_:_: >
é 28} =
=3
= 11}
VT B T e
N Dt D2 D3 D4 ™ 240 2n 43n &n T2n 96N
DOSES tempss
- a- - b-

Figure 18 : Graphes de I'analyse statistique
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L’ANOVA indique que la différence entre les mortéf cumulées est hautement

significative selon le temps et la dose de traitem@= 0,000) calculé.
» Pourcentage de mortalité corrigée (Tab. 12 ; Fig.9)

Tableau 12 :Analyse statistique de variance ente les pourcestdg mortalités

Corrigés des pucerons entfonales doses et du temps

n#dlyse de variance
Source Somme ddl Moyennes | f-ratio P
des carres des écarts
Temps 30709.333 6141.867 19.126 0.000
Doses 4141.500 1380.500 4.299 0.022
Error 4817 .000 | 15 321.133
Al &
‘?‘" = L
8 =
g [ =
=} £ L
- S
| =
E A A A A A
= ; ;: __:: :; . I8 ;AT @& Ty W
doses Tempss
-a- --b

Figure 19 : Les graphes de I'analyse statistique

La différence entre les mortalités corrigées estdraent significative selon le temps
(p=0,000), et est significative selon les dosesraiégement (p=0,022). La meilleure

dose qui a provoqué une mortalité considérablecel¢ de la dose D4, plus on
augmente la concentration plus la mortalité augendfig. 19a), cette mortalité

semble étre élevé apres 72 h de contacté aveditentent (Fig. 19b).

La variation observée entre 24h et 72h est pesetdiie aux types et nombre de

populations males ou femelles dans I'échantibgeret qui présentent une résistance
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différente au traitement mais aprés 72h toute laufadion répond a la toxicité du

produit.

Résultats et discussion

[11.1.4. Evaluation de l'activité insecticide de lextrait éthanolique brut de

Thymus vulgarisL. vis-a-vis de I'abeille domestiqueApis mellifera

[11.1.4.1.Résultats

Les résultats de I'activité insecticide de I'exti&ihanolique brut d€hymus vulgaris

L. vis-a-vis dApis melliferasont portés dans les tableaux 13 et 14.

Tableau 13 :Pourcentages des mortalités cumulées des abaillEsction du temps

et des différentes doses

Doses | D1=0,5mg /ml| D2=1 D3=2 D4=4mg/ml | T
mg/mi mg/mi mg/ml
Temps

R1| R2| R3] Rl RZ R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 [R2
10min (O |O |O |O | O | O| O] O] O] 200 |20 |0 |O |O
20min |0 |0 |0 | 20| 60| 60| 20 20 6( 0O 20 00 |O
30min |0 |0 |0 | 20| 80| 80| 20 2060 |80 |80 |60 (O |O |O

R : répétition, T : témoin, h : heure, D : dose

Tableau 14 :Pourcentage de mortalité corrigée des abeilldsration de temps et

Des différentes doses

Doses D1=0,5 |D2=1 D3=2 D4=4
mg /ml g /ml mg/mi mg/ml mg/mi
Temps

10min 0 0 0 13,33
20min 0 46,66 33,33 53,83
30min 0 60 33,33 73,33

On remarque que le pourcentage de mortalité augne@c le temps, les mortalités

augmentent avec l'augmentation de la dose. On atnsiies comportements
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spécifiques (perturbations) aux abeilles par rapadeurs besoins en nutrition et en

eau pendent chaque 30min, I'abeille ne supportégsamilieux fermes et le stress.

Résultats et discussion

[11.1.4.2.Evaluation de la dose létale 50

Le calcul des DL50 est fait a partir des droitesréigressions ProbifHog (dose)

représentées dans la figure 20.

probit
O B N W b~ U

0 1 2
logdose  10min

y =0.299x + 4.471

.H

R?=0.1071

probit
o B N W P~ U1 O
1

y = 0.598x + 4.362
1 R?=0.1138
i 0/’

*

log dose

30min

Figure 20 : Droites de régression : Probitf log (dose) des abeilles domestiques

traitées par I'extrait brut de T. vulgarisL. en fonction du temps d’observation

A partir des équations de chaque graphe, on aléales valeurs de la DL50, ces

dernieres sont représentées dans le tableau 15.
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Tableau 15:Valeurs des doses létales 50 (DL50) de la pouiatiabeilles traitées
Par I'extrait éthanoliqueibdeT. vulgaris

Temps (min) | Equations des | Carré de Coefficients | DL50
droites de Coefficients | de régression | (mg/ml)
régression de régression

10min - - - -

20min Y=0,299X+4,417| R0,1071 R=0,3272 8,909

30min Y=0,598X+4, 362 R*=0,1138 R=0, 337 1,166

[11.1.4.3.Détermination des temps létaux 50 (TL50)

y =0.4884x + 4.295
R?=0.1165 5 4
53 - X
52 - . 4 -
5.1 -
E g5 | g 3 -
84.9 4 ’/ E 2 -
X448 -
4.7 1 4
4.6 -
45 —* , 0 . ,
0 1 2 0 1 2
Log temps D2 log temps D3

y =3.6951x + 0.2067
- R?=0.9929

O P, N W B~ U1 O
1

0 1 2

log temps D4

Figure 21 : Droites de régression Probifteg (temps) des abeilles traités par I'extrait

Ethanolique brut @aymus vulgarien fonction des doses
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Les résultats des valeurs TL50 sont portés datableau 16.

Tableau 16: Valeurs des temps létaux 50 (TL50) des populatiaes abeilles traitées

Dose mg/ml | Equation des Carre de Coefficients | TL50 en min
droites de Coefficients | de régression
régression de régression
0,5mg/ml - - - -
1mg/ml Y=0,4884X+4,295| 10,1165 R=0, 3413 27,76
2mg/ml - - - -
4mg/ml Y=3,6951X+0,2067 R°=0,9929 R=0,9964 19,82

% Résultat de I'analyse statistique

> Mortalités

Tableau 17 :Analyse de variance

Analyse de variance
Source Somme desddl Moyennes | f-ratio P
carres des écarts
Doses 15786.667| 4 3946 .667 10.733 0.000
Temps 7804.444 2 3902.222 10.612 0 .000
Error 13973.333 | 38 367.719
41.0 %
3181 43
£ 228} £ |
;_; 3.4} é 7
42 <
- T —r;:; ™ ] - D1 Dlz r::3 c:-'4 Tm '
Dosed

Figure 22. Les graphes de I'analyse statistique
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La variation de toxicité effectué par le test GLMmire que la différence d'effet sur
les abeilles est hautement significative selatholse et le temps de contact (p=0,000).
» Mobilité

Tableau 18 :Analyse de variance

Analyse de variance
Source Somme desddl Moyennes | F-ratio P
carrés des écarts
doses 16346.165| 4 4086.541 13.550 0.000
Temps 5146.959 2 2573.480 8.533 0.001
Erreur 11158.596 | 37 301.584
105
4.0
9.8
gst
§ ssel =
420 l. .- 11 L . d 54 1 1 1 J
D D‘DoC:;s D4 Tm = T1 o T2
Temps

Figure 23 Les graphes de I'analyse statistique

La toxicité varie d'une maniere hautement signiiieaselon la dose (p=0,000) et tres

significative selon le temps de contact (p=0,001).
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-L’analyse par le test Anova

Tableau 19 :Analyse de variance

Résultats et discussion

Analyde variance

Source Somme des ddl Moyennes F-ratio P
carrés des écarts
doses 16270.588 4 4067.647 24.575 0.000
Temps 5080.000 2 2540.000 15.346 0.000
Doses- 6358.596 8 794.825 4.802 0.001
Temps
Erreur 4800 .000 29 165.517
T1 T2
115G T T T T T 115 T T T T T
951 - 5.4
5 T —\/ 4 5 %3
2 g |-
3T 4 B 37.4
e e e e B o o
OOSES OCSES
T2
1154 T T T T T
o5 & ~
E 7zt -
g 56 8¢ -
- -
T e

Figure 24 : les graphes de I'analyse statistique
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Ce test Anova montre l'interaction entre les fast@lose et temps de contact.

L'analyse par le test Anova montre une interacties significative entre le facteur
dose et temps sur la mobilité des abeilles (p=0,001
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II1.2.Discussion
II1.2.1.Tests phytochimiques

D’apres nos résultats de 1’analyse phytochimique de Thymus vulgaris L. il
ressort que notre plante présente majoritairement des flavonoides, des glucosides, des
tannins, des saponosides et du mucilage. Elle est moyennement riche en alcaloides, en

anthocyanes comme elle renferme des quinones en tres faible quantité.

Des études faites par Kulisic et al. (2006) révelent la présence des composés
phénoliques totaux, des flavonoides, catéchine et anthocyanine, des mucilages et
saponosides dans I’infusion aqueuse préparée du Thymus vulgaris. Ce qui confirme en

partie nos résultats obtenus lors du screening phytochimique.

I11.2.2.Rendement de ’extrait éthanolique brut de Thymus vulgaris

Concernant le rendement d’extraction des principes actifs de Thymus vulgaris,
il est difficile de comparer les valeurs de nos rendements avec d’autre études, car le
rendement n’est que relative et semble étre 1ié aux propriétés génétiques des plantes
ainsi qu’a l’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la
récolte et aussi des conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (LEE ef al.,

2003).

I11.2.3.Evaluation de la toxicité de I’extrait brut éthanolique du 7. vulgaris vis-a-

vis des pucerons noirs de la féve

La toxicit¢ de I’extrait éthanolique brut du thym vulgaire vis-a-vis des
pucerons noirs de la feve est €levée. Par conséquent, I’activité insecticide de I’extrait
est forte. Thymus vulgaris pourrait étre donc une source d’insecticide naturelle. Le
traitement par contact des Adulte d’Aphis fabea par I’extrait brut éthanolique du thym
a montré des taux de mortalité élevés pour la plus forte dose (4mg) par rapport aux
trois faibles doses (0,5mg, Img et 2mg). Aussi, les taux de mortalité étaient croissants

dans le temps.

De nombreux travaux ont évalué 1’effet insecticide de plusieurs plantes aromatiques.
A titre d’exemple, selon Bouchikhi (2011), les poudres extraites des plantes

d’Artemisia  herba-alba (Asteracées), Rosmarinus officinalis et Origanum
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glandulosum (Lamiacées) diminuent considérablement la longévité des adultes du

bruche du haricot Acanthoscelide obtectus (Coleoptera).

Par ailleurs, des travaux similaires ont été faits par Benoufella-kitous et al. (2014)
ayant montré 1’effet toxique des extraits de l’ortie et ceux de la fougere sur la
population d’Aphis fabea et que la mortalité était élevée par rapport aux témoins, ainsi

que les faibles doses donnaient des résultats négligeables par rapport aux fortes doses.

Tapondjou et al. (2003) ont évalué I’effet insecticide de poudres extraites des feuilles
de C.ambrosioides (thé du méxique) et Eucalyptus saligna vis-a-vis de bruche du
niébé (Callosobruchus maculatus). Les résultats des tests par contact montrent
qu’apres quatre jours, les plus fortes doses de poudre (0,4 % dans le cas de C.
ambrosioides et 10% dans le cas de E. saligna) ont occasionné respectivement des
mortalités de 92 et 57% et les valeurs de DL50 calculées au deuxieme jour
d’exposition montrent que la poudre de C. ambrosioides est plus efficace que celle de

E .saligna.

L’activité larvicide trés importante observée chez I’huile essentielle de Thymus
vulgaris pourrait étre expliquée par 1’action ou I’effet des composées majoritaires. En
effet, I’huile de thym est caractérisée par une teneur élevée en thymol de 41%, connu

pour ses propriétés antiseptiques Imelouane et al. (2009).

I11.2.4.Evaluation de la toxicité de I’extrait brut éthanolique du Thymus vulgaris

vis-a-vis de abeilles domestiques

L’abeille domestique est un des principaux pollinisateurs des plantes et des
arbres fruitiers entomophiles. L’impact de sa disparition serait désastreux pour
I’agriculture et la biodiversité. L abeille est pourtant soumise durant toute sa vie a de
nombreux stress toxiques environnementaux. La détermination du risque toxique
encouru par les abeilles est donc une nécessité absolue pour sa protection. Ce risque
est le fruit d’un rapport entre la toxicité d’un composé et les doses auxquelles les
individus sont exposés. De nombreuses études se sont penchées sur la mesure des
concentrations environnementales de nombreux composés potentiellement toxiques
pour I’abeille. Mais force est de constater qu’a I’opposé, le nombre d’études visant a

déterminer la toxicité de ces composés pour I’abeille est tres limité.

59



Chapitre III Résultats et Discussion

Dans notre étude, on a testé la toxicité de extrait éthanolique brut sur 1’abeille
avec trois doses (D2=1ml), (D3=2ml) et (D4=4ml). Le taux de toxicit¢ augmente
quand les concentrations des doses sont augmentées. Par ailleurs, pour la dose

minimale (D1=0,5ml) n’a aucun effet toxique sur I’abeille.

Les études scientifiques conduites lors des mortalités hivernales ont montré
I’importance des agents Infectieux dans ce type de mortalité. L’acarien Varroa
destructor ainsi que les méthodes de la lutte peu efficaces contre cet agent pathogeéne
apparaissent comme un facteur de risque majeur de mortalité hivernale des colonies
d’abeilles. Chiron et Hattenberger (2009) soulignent que le traitement par fumigation
du lot 1 a engendré une mortalité importante en mois de mai. Cette période a coincidé
avec 1’émergence ou I’éclosion des jeunes abeilles de leurs cellules et donc la
libération des varroas qui étaient fixés sur leurs corps et leur exposition aux fumées du
traitement qui les ont neutralisés. Par contre, pour le lot 2 non traité, en comparant la
mortalité quotidienne a celle établie lors du diagnostic, on constate qu’elle est plus
¢levée, car en cette période de grande chaleur les acariens deviennent plus vulnérable.
Ce cii confirme les résultats de Robaux (1986), qui a constaté que durant cette méme
période, le taux de mortalité peut atteindre 68%. L’expérience était répétée chaque
année et cela pendant trois années successives (2010,2011, 2012). Les analyses
statistiques ont montré ainsi que la variance est hautement significative entre les deux
facteurs : le Thymus vulgaris et la période de traitement. Mais la faible efficacité¢ du
traitement est dii a la présence des couvains operculés qui empéchent la pénétration

des fumées de thym (Sammataro et a/, 2009).

Dans des études diverses plus de 150 huiles essentielles différentes ont été
testées pour des effets contre le Varroa destructor. Cependant, seulement I’huile de
thym, de sauge et d’origan ont prouvé une efficacité suffisante lors de 1’application
dans les colonies d’abeilles (Imdorf, 2006). Dans ce contexte, et dans le méme ordre
d’idées, cette étude basée sur le traitement des abeilles doit étre approfondie par
d’autre travaux de recherche (tels que le traitement par inhalation ou par ingestion de

I’huile essentielle de thym) pour consolider, renforcer et compléter nos résultats.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail nous a permis de contribuegétudle du profil chimique de
lextrait du Thymus vulgarisL. et I'évaluation des activités insecticides des c
molécules bioactives. Cela pourrait étre une adiiéra a la lutte par les insecticides
chimiques contre les ravageurs des cultures mamash tout en respectant

I'environnement.

Par cette étude aussi minime soit-elle, nous aessayé de mettre en valeur
les potentialités agro phytosanitaires déymus vulgarisL, par des tests
phytochimiques sur la partie aérienne de cettetplah une évaluation de I'activité

insecticide vis-a-vis des pucerons noirs de la &hwtes abeilles domestiques.

Premierement, nous sommes nous intéressées a maettrevidence, les
différents métabolites secondaires présents daptatde par des tests qualificatifs
révélant la présence des flavonoides, des tantésssaponosides, des glucosides, du
mucilage comme des composés majeurs de cettieplan

La détermination des rendements d’extraction a ham rendement de 30%

de I'extrait éthanolique brut.

L’étude de l'activité bioinsecticide des extraithanoliques bruts de la partie
aérienne delrhymus vulgarisur les pucerons, révele que la mortalité corrigée
pucerons traités était différente d’'une dose a autee. Le taux de mortalité atteint
100% au bout de 4 jours aprées traitement a ldefaibse D1 et au bout de 24 heures

apres traitement a la forte dose DA4.

Une forte activité insecticide de I'extrait éthagak brut est remarquée du fait
gue les DL50 et les TL50 enregistrées sont redatent étroits en comparaison avec

d’autres études.

Par contre, I'étude de l'activité biolgge des extraits bruts de la partie
aérienne derhymus vulgarissur les abeilles, révele que la mortalité corrigés
abeilles traitées était différente d’'une dose aautee. Le taux de mortalité atteint 0%
au bout de 30min apreés traitement a la faible ddkeet le taux de mortalité atteint
73,33% au bout de 30min aprés traitement a la twse D4.
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Compte tenu de tous les résultats miste I'extrait éthanolique brut de

Thymus vulgarigst toxique a la faible dose (D1).

En perspectives,

= |l serait intéressant de tester l'efficacité ingg@de du thym sous abri-serres
dans les conditions non contrélées afin de te&tdgedaction des différents
facteurs.

= Tester les autres méthodes d’extractions et évalaerendement des

substances obtenues.

= Caractériser des constituants de cette plantegsaam@thodes analytiques plus
performante comme : L'HPLC, GC-SM et RMN.

= Tenter de formuler un produit galénique pour lexdpits pharmaceutiques et

sanitaire a base de substances bioactives deptatte.

62




Annexes

Annexel :matériels utilisés.

Verreries Appareillages et dispositifs
Ballons Rotavapeur
Fioles Plaque chauffante
Entonnoirs Bain marie
Béchers Etuve
Tube a essai Autoclave
Burettes graduées Réfrigérants
Pipettes La loupe binoculaire

Mixeurs

« Préparation des réactifs
Le réactif de dragendroff :

S1: on fait dissoudre 0,85 de nitrate de bismuthsdédml d’eau distillée et on y

ajoute 10ml d’acide acétique

S2: on dissout 20g d’'iodure de potassium dans 80eauddistillée on mélange les 2
solutions let 2 puis on préleve 10ml de mélangmet ajoute 100ml I'eau distillée et

20ml d’acide acétique= solution orange
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Annexe 2 :Produits utilisés.

Annexes

Produit chimique

Formule chimique

Acide chlorhydrique HCI
Ammoniaque NHOH
Ether 100
Chloroforme CHGL
Acétate de plomb HesO4Pb
Hydroxyde de potassium KOH
Acétate d’éthyle HgO,
Acétone &0
Acide formique CHO,
Carbonate de sodium N&EOs

Ether de pétrole

CEHCH,) -CHs

Ether éthylique 1,00
Méthanol CrO
Propanol-1 §H50
lode sublimé pur 2l
Butanol E1sNH,
Acide acétique anhydre C$COOH
Chlorure de fer anhydrique FeGL

Ethanol absolu

£Es0H
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Annexe 3 : tableau de Probit

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12

20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45

30 4,48 4,5 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72

40 4,75 4,77 4,8 4,82 4,85 4,87 4,9 4,92 4,95 4,97

50 5 5,03 5,05 5,08 5,1 5,13 5,15 5,18 5,2 5,23

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 55

70 5,62 5,65 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 577 5,81

80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23

90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33

99 7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 7,75 7,75 7,88 8,09
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Résumé :

Dans le cadre de ce travalil, nous avons étudiéplame aromatiqu&hymus vulgarid. récoltée de la
région de Bouira, afin d’évaluer son activité irtsgde a partir de I'extrait éthanolique brut visss

d’'un insecte nuisible le puceron noir de la fé\ghis fabeaet d’'un insecte utile I'abeille domestique
Apis mellifera Trois différentes doses de I'extrait brut sastées ( 0,5 - 1- 2 et 4 mg/ml). en fonction
du temps (2h, 4h, 24h, 48h, 72h et 96h). Les ré@suthontrent I'efficacité et la toxicité de I'extrarut

sur les pucerons. On applique les mémes dosesafuille pour voir la toxicité de I'extrait. Les
résultats montrent la toxicité de I'extrait brueaves doses 1- 2 et 4 mg/ml et aucun effet texapec

la dose minimale (0,5mg/ml). Les différentes étughgtochimiques sur divers plantes aromatique
montre que ces derniers possédent divers actibitdegiques grace a leur métabolites secondaires
identifiés durant cette étude tels que : les flades, les tannins et les glucosides.

Mots clés: Thymus vulgarisl, extrait éthanolique brut, tests phytochimiquastivité insecticide,
Aphis fabagApis mellifera

Abstract:

Within the framework of this work, we studied aromwatic plantThymus vulgarid.. collected in
Bouira region, our work concerned the study ofittsecticidal activity of this plant from preparitite
extract ethanolic gross and evaluated them: Insdatiactivity on plant louses black of the broab
Aphid fabea from used various amounts of the rough extradthviare respectively:0,5 - 1 2 and 4
mg/ml.According to time 2h, 4h, 24h, 48h, 72h arh.Fhe results show the effectiveness and the
toxicity of the rough extract on the plant louses.

One applies the same amounts to the bee to séexibity of the extract.The results show the totyici
of the rough extract with the amounts:1 2 and 4mh@hnd no toxic effect with the amount minimal:
0,5mg/ml. Various phytochimic studies on variouanpé aromatic watch which the latter proceed
various biological activities grace of their secandmetabolites like: flavonoides, tannins, gludesi

Key words:Thymus vulgarisL, extracted ethanolic gross, ins&tl activity, Aphid fabae Apis will
mellifera, secondary metabolites.
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