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Résume

Résumé

Etude de potentiel bio-insecticide des extraits de Ziziphus spina-christi sur un

ravageur de culture (Aphis fabae) dans la région d’Oued Souf

Récemment, I'intérét mondial tend a profiter des plantes comme étant une source
renouvelable des molécules bioactives pour chercher des alternatives écologiques, moins
toxiques et rentables aux pesticides chimiques. Le puceron noir Aphis fabae Scopoli, 1763
(Homoptera : Aphididae) est une espece d'insecte ravageur important qui devient de plus en
plus résistant aux insecticides de synthese. Il est répandu dans le monde entier, endommage la

culture de féve et nuit a leur qualité et a leur productivité.

Dans ce contexte, nous avions réalisé un travail de recherche mené dans le but de
déterminer le contenu en composition phytochimique bioactive des différents extraits
d'hexane, de chlorométhane, de méthanol et aqueux issus des feuilles et d'écorce de tige de la
plante médicinale Ziziphus spina-christi (Rhamnaceae) du la région d’Oued Souf, et a évaluer
l'activité insecticide de ces extraits a I’égard des larves et des adultes apteres de puceron de

feve Aphis fabae afin de classer et de sélectionner l'extrait le plus efficace en tant qu'aphicide.

Les meilleurs résultats en rendements d’extraction ont été enregistrés dans I’extrait de
méthanol par rapport a celui enregistré dans les autres extraits pour les feuilles et I’écorce de
tige. Les teneurs des extraits d’hexane, de dichlorométhane, de méthanol et aqueux en
polyphénols, flavonoides, tanins et saponines s'averent plus importantes pour les extraits
méthanoiques que pour les autres extraits. Les extraits de dichlorométhane des feuilles et les
extraits d’hexane et de dichlorométhane d’écorce de tige ont été présentés comme les plus
pauvres extraits en composés bioactifs. Par ailleurs, la teneur en alcaloides était plus

intéressante pour les feuilles que pour 1’écorce de tige.

L'étude de I'activité insecticide a prouvé I'efficacité des extraits de méthanol des deux
parties de la plante comme effectif insecticide, avec des pouvoirs de mortalité plus puissants
a la concentration 60 mg/ml avec des taux de 89.41+9.66% pour les larves et 81.54+10.32%
chez les adultes & legard d’extrait méthanoique des feuilles, et de 89.40+9.66% pour les
larves et 81.54+6.31% chez les adultes a 1égard d’extrait méthanoique d’écorce de tige. Les
valeurs de DLsg les plus basses d’extrait méthanoique des feuilles ont été de 17.747 mg/ml
vis-a-vis des larves et de 21.819 mg/ml vis-a-vis des adultes aptéres, alors que les valeurs de
DLsg les plus basses pour 1’extrait méthanoique d’écorce de tige ont été de 12.377 mg/ml vis-

a-vis des larves et de 21.312 mg/ml vis-a-vis des adultes aptéres. Le pourcentage de
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population résiduelle de puceron noir a montré que 1’effet de toxicité varie en fonction du
type d’extrait, du temps d'exposition, du stade de développement du puceron et de la
concentration. Les taux de PR ont indiqué que les extraits méthanoiques étaient supérieurs en
effet de toxicité par rapport aux autres extraits pour les deux parties de plante. Ils ont
également prouve que I'extrait méthanoique d'écorce de tige était plus toxique qu'a celui des
feuilles. Le PR% a montré le développement de I'action insecticide des extraits avec le temps
d’exposition, et la sensibilité des larves était plus élevée que les adultes aptéres d’A. fabae

aux extraits utilisés.

Cette étude a révélé un grand potentiel de 1’activité insecticide des extraits de méthanol
de Ziziphus spina-christi qui peuvent étre des alternatives aux pesticides chimiques de

synthése.

Mots clés: Activité insecticide ; Pourcentage de population résiduelle ; Ziziphus spina-christi

; Extrait de méthanol ; Aphis fabae ; Oued Souf.
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Abstract

Study of the bio-insecticidal potential of Ziziphus spina-christi extracts on a crop

pest (Aphis fabae) in the Oued Souf region

Recently, there has been a worldwide interest in using plants as a renewable source of
bioactive molecules in the search for environmentally friendly, less toxic and cost-effective
alternatives to chemical pesticides. The black aphid Aphis fabae Scopoli, 1763 (Homoptera :
Aphididae) is a major insect pest becoming increasingly resistant to synthetic insecticides. It

is widespread worldwide, damaging bean crops and affecting their quality and productivity.

In this context, we carried out research to determine the bioactive phytochemical
composition content of various hexane, chloromethane, methanol and aqueous extracts from
the leaves and stem bark of the medicinal plant Ziziphus spina-christi (Rhamnaceae) from the
Oued Souf region, and to evaluate the insecticidal activity of these extracts against the larvae
and apterous adults of the bean aphid A. fabae to classify and select the most effective extract

as an aphicide.

The best results in extraction yield were recorded in the methanol extract compared
with other leaf and bark extracts. The content of polyphenols, flavonoids, tannins, and
saponins in the hexane, dichloromethane, methanol, and aqueous extracts was higher in the
methanol extracts than in the other extracts. Dichloromethane extracts of leaves and hexane
and dichloromethane extracts of stem bark were found to have the lowest levels of bioactive

compounds. In addition, the alkaloid content was higher in the leaves than in the stem bark.

The study of insecticidal activity demonstrated the efficacy of methanol extracts from
both parts of the plant as an insecticidal agent, with higher mortality rates at the 60 mg/ml
concentration of 89.41+9.66% for larvae and 81.54+10.32% for adults using methanolic leaf
extract, and 89.40+9.66% for larvae and 81.54+6.31% for adults using methanolic stem bark
extract. The lowest LDs values for leaf methanolic extract were 17,747 mg/ml for larvae and
21,819 mg/ml for apterous adults, while the lowest LDsy values for stem bark methanolic
extract were 12,377 mg/ml for larvae and 21,312 mg/ml for apterous adults. The percentage
of residual black aphid population showed that the toxicity effect varied according to the type
of extract, exposure time, aphid development stage and concentration. The PR rates indicated
that the methanolic extracts were superior in toxicity effect compared with the other extracts
for both parts of the plant. They also showed that the methanolic extract of stem bark was

more toxic than that of leaves. The PR% showed the development of the insecticidal action of
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the extracts with time of exposure, and the sensitivity of larvae was higher than that of

apterous adults of 4. fabae to the extracts used.

This study revealed the great potential of the insecticidal activity of methanol extracts

from Ziziphus spina-christi as alternatives to synthetic chemical pesticides.

Keywords: Insecticidal activity; Percentage of residual population; Ziziphus spina-christi;

Methanol extract; Aphis fabae; Oued Souf.
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Introduction

Parmi les nombreux facteurs qui affectent sur la production agricole en Algérie, on
trouve les ravageurs et les maladies qui peuvent compromettre la totalit¢ de la récolte
(Anjarwalla et al., 2016). Divers insectes, champignons, bactéries, virus et autres ravageurs
attaquent les plantes aux différents stades de leurs développement (Tapwal et al., 2011). La
pression de bioagresseurs a été identifiée comme la contrainte majeure du fait de pertes de

récoltes infligées (Mondedji et al., 2015)

Les pucerons sont des ravageurs majeurs des cultures agricoles et horticoles dans le
monde entier, causant des dommages directs en sucant la séve des plantes, et causant
¢galement des dommages indirects en transmettant plus de 300 virus pathogeénes (Dedryver
et al.,, 2010). Les pucerons excrétent du miellat a la surface des feuilles, favorisant la
croissance de moisissures fuligineuses qui réduisent la surface photosynthétique (Dedryver
et al., 2010 ; Blackman & Eastop, 2017;). Les adultes et les nymphes se nourrissent de la
séve des plantes et s'attaquent a presque toutes les parties de la plante : fruits, fleurs,
bourgeons et feuilles. Cela provoque des feuilles jaunes, enroulées ou flétries, des fleurs

déformées et des galles sur les racines et les tiges des plantes affectées (Blackman & Eastop,

2017).

L' Aphis fabae Scopoli, 1763 (Homoptera : Aphidedae) était 1'une des 14 espéces de
pucerons les plus importantes pour l'agriculture dans le monde (Blackman & Eastop, 2017).
Il continue d'étre I'un des principaux ravageurs d'un grand nombre de cultures et d'espéces de
plantes ornementales ; leur hote comprend plus de 200 espéces de plantes hotes dans le
monde entier (Akca et al., 2015). A. fabae s'étend sur une vaste zone, et des especes peuvent
étre trouvées en Asie occidentale, en Europe, en Amérique du Sud et en Afrique (Blackman
& Eastop, 2017). Cette espece complexe aspire la seve de la plante, réduisant 1'efficacité des
échanges gazeux photosynthétiques et respiratoires, provoquant des 1ésions sur les feuilles et
I'excrétion de miellat (Shannag, 2007). En outre, elles peuvent transmettre de nombreux
virus aux plantes (Blackman & Eastop, 2017). Dans les tissus affectés, elles endommagent
entre 7 et 33 % de la teneur en protéines (Shannag, 2007). Il est considéré comme l'insecte

ravageur le plus destructeur de la culture de féve en Algérie (Meradsi & Laamari, 2016).

Les pesticides chimiques sont connus pour provoquer la résistance des ravageurs, leur
résurgence, la mort d'organismes non ciblés et la réduction des ressources alimentaires pour

les arthropodes utiles (parasitoides, prédateurs et pollinisateurs), ainsi que la pollution de
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I'environnement, malgré les meilleures intentions lors de leur utilisation (Ndakidemi et al.,
2016). L'application d'insecticides chimiques dans le monde entier comme principal moyen
de lutte contre les pucerons sur diverses cultures a entrainé de nombreux problémes,
notamment 1'échec de la lutte contre les ravageurs, les effets négatifs sur I'environnement et

l'apparition d'une résistance des pucerons aux insecticides (Foster et al., 2017).

Les pucerons ont été contrdlés avec plusieurs pesticides organophosphorés et
carbamates, leurs effets nocifs sur la santé humaine et 1'environnement ont progressivement
conduit & une dépendance croissante a 1'égard des néonicotinoides et des pyréthroides
(Dewar & Denholm, 2017). 11 s'agit des pesticides synthétiques les plus couramment utilisés
contre A. fabae, et leur utilisation excessive entraine de graves problémes pour
'environnement et la santé¢ humaine (Bennour et al., 2021). L'impact négatif des pesticides
néonicotinoides sur les pollinisateurs a conduit a leur interdiction et a leurs restrictions
progressives, malgré 1'efficacité de plusieurs de ces pesticides (Dewar & Denholm, 2017).
L'inquiétude croissante des consommateurs a l'égard des pesticides et l'apparition d'une
résistance aux pesticides chimiques chez diverses espéces de pucerons ont conduit a la

nécessité de trouver d'autres stratégies de lutte (Foster et al., 2017).

Ces problémes ont conduit a utiliser des stratégies slres pour lutter contre 4. fabae,
dans lesquelles les extraits de plantes suscitent un intérét croissant (Bennour et al., 2021).
L'utilisation d'extraits botaniques pour lutter contre les ravageurs est une stratégie plus
respectueuse de l'environnement que les insecticides chimiques. Les produits botaniques ont
peu d'effets sur les autres organismes non cibles, la sant¢ humaine et l'environnement. De

plus, ils sont a la fois faciles a appliquer et peu cotiteux (Tarusikirwa et al., 2020).

De nombreuses especes végétales de diverses familles botaniques sont utilisées contre
A. fabae, montrant le potentiel de toxicité, de répulsion et de distorsion du cycle biologique
contre ce ravageur (Bennour et al., 2021). Meradsi and Laamari (2016) ont testé I'effet
bioinsecticide d'extraits de feuilles de Vicia faba (Fabaceae) au méthanol et a I'eau en tant
que cultivar résistant aux pucerons. Acheuk et al. (2017) ont constaté que l'extrait
¢thanolique de la partie aérienne d'Artemisia judaica L. (Asteraceae) a un effet insecticide
significatif. En outre, Amin and Majeed (2018) ont évalué l'activité insecticide des extraits
aqueux d'Eucalyptus sp (Myrtaceae) et d'Allium sativum (Liliaceae), d'Allium cepa
(Liliaceae) et de Cinnamomum sp (Lauraceae). Chaieb et al. (2018) ont testé¢ I'huile

essentielle de la peau de Citrus aurantium L. (Rutaceae) in vivo contre les pucerons noirs.
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En outre, Al-Jassani et al. (2020) ont étudié I'effet biocide de l'extrait de feuilles de Sonchus

oleraceus (Asteraceae) contre les pucerons noirs.

De nombreuses ¢études antérieures suggeérent que les bioactivités de la plante
médicinale Ziziphus spina-christi (L.) (Rhamnaceae) pourraient étre dues a une teneur
¢levée en métabolites secondaires. L'identification de plusieurs métabolites bioactifs de Z.
spina-christi a été rapportée dans des €tudes antérieures (Tuenter et al., 2017). Cette espece
est identifié¢e comme une riche source de diverses compositions actives, notamment des
flavonoides, des triterpénoides, des alcaloides, des sapogénines, des saponines et des stérols
(-sitostérol) (Hussein, 2019). Elle contient de nombreuses huiles essentielles, des tanins, de
l'acide bétulinique et des phytostérols (Kadioglu et al., 2016). Alhassan et al. (2019) ont
trouvé que les stéroides, les flavonoides, les tanins, les lipides, les anthraquinones, les
saponines et les alcaloides existent dans les extraits de feuilles de Z. spina-christi. Les
résultats de Ads et al. (2022) ont révélé la présence et l'identification de 36 composés
phytochimiques sur 1'écorce de la tige de Z. spina-christi, appartenant a différentes classes
phytochimiques telles que les acides organiques, les alcaloides, les hydrocarbures, les

triterpénes, les acides gras, les flavonoides et les triterpénes.

Des recherches antérieures ont démontré diverses propriétés bénéfiques de Z. spina-
Christi. Les feuilles ont montré une activité anticancéreuse (Soliman et al., 2019), une
activité antibactérienne (Mervat et al., 2018), et une activit¢ molluscicide (Yousef & EI-
Kassas, 2013). L'écorce de la tige possede également des propriétés antimicrobiennes et
cytotoxiques (Ads et al.,, 2017, 2018). Cela indique qu'ils pourraient étre des candidats
appropriés contre les insectes, en particulier le puceron noir. Nous avons donc décidé de
tester 1'activité biocide de cette plante sur cet insecte ravageur qui devient de plus en plus

résistant aux insecticides de synthese.

Il n’existe qu’un nombre trés limité de littératures précédentes sur 1’activité insecticide
de cette plante. L’évaluation du potentiel insecticide de différents extraits des racines de Z.
spina-christ a été étudiée contre le Lasioderma serricorne (Elaloui et al., 2021). L’activité
insecticide d’extrait méthanolique des feuilles a étudier sur le Tribolium castaneum (Elaloui
et al., 2022). A notre connaissance, il s'agit du premier rapport sur l'analyse phytochimique
et I’activité insecticide de Z. spina-christi du sud-est d’Algérie. Par conséquent, les objectifs
de la theése de doctorat visent a rechercher et renforcer les connaissances sur le contenu de la
composition phytochimique bioactive des différents extraits d'hexane, de chlorométhane, de

méthanol et aqueux issus des feuilles et d'écorce de tige de la plante médicinale Z. spina-

3



Introduction

christi du la région d’Oued Souf par la macération a froid, et a évaluer 'activité insecticide
de ces extraits contre les larves et les adultes aptéres de puceron A. fabae afin de classer et
de sélectionner l'extrait le plus efficace en tant qu'aphicide. La finalité de ce travail est de
contribuer a I’¢laboration d’une biopesticide de lutte alternative aux insecticides chimiques,

respectueux de I'environnement et de la santé humaine.

Pour répondre a ces objectifs, le travail est structuré en 2 parties : la premiere
partie est une synthése bibliographique, elle subdivise en 03 chapitres qui sont : apergu
général sur les biopesticides d’origine végétale, présentation de puceron noir Aphis

fabae Scopoli et monographie de Ziziphus spina-christi.
La deuxiéme partie subdivise en 02 chapitres :

- Le quatriéme chapitre (matéricls et méthodes) porte sur la description
générale de la région d’étude, de collecte et de préparation des matériels
végétale et les insectes qui sont utilisée dans 1’étude. Il comprend la
description de protocole d’extraction et de préparation des extraits, ainsi que
les méthodes de détermination le contenue totale en nutriments secondaires
bioactifs. Enfin, la description des essais expérimentaux mis en place pour

I’évaluation de I’activité biocide des extraits.

- Le cinquieme chapitre (résultats et discussion) porte sur les résultats obtenus
en pourcentage de rendements et en contenu des composés bioactifs (les
polyphénols, les flavonoides, les tanins condensés, les saponines et les
alcaloides) de différents extraits des parties sélectionnées de la plante, ainsi
que de comparer et de déterminer les extraits ayant une forte activité
insecticide et d'interpréter la supériorité desquels sur les autres extraits contre

les larves et les adultes apteres de puceron Aphis fabae.
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Chapitre | : Apercu général sur les biopesticides d’origine végétale
I.1. Généralités

Historiquement, les produits biopesticides a base des végétaux ont une bien plus longue
histoire que la plupart des autres pesticides. Dés 1’ Antiquité, les Grecs, les Chinois, et les
Romains utilisent des plantes ou extraits de plantes a coté du soufre et de I’arsenic. Il a
rapporté que les Romain utilisent des poudres préparées a partir de Veratrum sp. comme
insecticides et rodenticides (Philogene et al., 2008). Cymbopogon spp., étaient couramment
utilisées pour protéger les aliments conservés contre les dégats d’insectes dans 1’antiquité

(Khater, 2012).

Avant la découverte des pesticides modernes, les extraits de plantes contenant de la
nicotine et de la pyréthrine étaient largement utilisés dans l'agriculture comme insecticides.
La recherche d'alternatives naturelles a permis d'améliorer le développement de bioessais de
laboratoire, un ensemble d'approches synthétiques pour des produits naturels connus et
nouveaux qui présentent des activités pertinentes telles que la suppression de l'alimentation et

la dissuasion (Manners, 1996).

Plus de 2000 especes végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées
(Grainge & Ahmed, 1988). Le biopesticide d’origine végétale le plus utilisé est ’huile de

neem, un insecticide extrait des graines d’Azadirachta indica (Schmutterer, 1990).

I.2. Avantages et inconvénients de biopesticides

Les biopesticides offrent de nombreux avantages écologiques, 1ils (i) sont
biodégradables, (i1) ont une activité sélective, (ii1) diminuent les effets non intentionnels sur
les espéces non cibles, et (iv) diminuent les résistances pour certains d'entre eux (Menn &

Hall, 1999; Regnault-Roger et al., 2005; Bertrand, 2013).

Les pyréthres, sont insecticides extraits de la plante Zanacetum (Chrysanthemum)
cinerariaefolium ont une action rapide, une faible toxicité contre les mammiferes et une
faible persistance apreés leur application (Silverio et al., 2009). Ainsi que le temps de
dégradation moyen (DT50) dans le sol des 126 insecticides chimiques est de 39,38 jours a des
valeurs variant de 4,8 h pour un organophosphoré (le vamidothion), a 1 001 jours pour un
nicotinoide (la chlothianidine). Alors que le temps de dégradation moyen des huit
bioinsecticides dans le sol est de 6,49 jours a des valeurs variant de 2 jours pour la nicotine a

14 jours pour le spinosad. Dans le contexte de phytosanitaire, les molécules issues des
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organismes vivants sont généralement moins rémanentes dans le sol que les molécules

chimiques (Deravel et al., 2013).

Certains des avantages écologiques des biopesticides, comme leur faible rémanence ou
le fait qu’un produit soit actif contre un faible spectre de nuisibles, peuvent étre considérés
comme des inconvénients. En effet, ces deux avantages écologiques combinés a leur activité
souvent dépendante des conditions climatiques et environnementales rendent les
biopesticides moins efficaces que leurs homologues chimiques. Certains professionnels de
I’agriculture estiment que les biopesticides ne leur conviennent pas car ils ne sont pas assez
efficaces. Ces derniers évaluent les résultats du biopesticide a court terme, comme s’il
s’agissait d’un substitut aux produits phytosanitaires chimiques. Cependant, la mise en place

et ’efficacité d’un controle biologique doivent étre évaluées sur la durée (Popp et al., 2013).

1.3. Métabolites secondaires issus des plantes

1.3.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002; Marouf &
Reynaud, 2007). Elles sont des molécules trés variés structurellement, et sont répartis en trois
grandes familles chimiques : les composés aromatiques (phénoliques, I’acide shikimique ou
les dérivés d’acétate), les terpénoides et stéroides et les composés azotés ou alcaloides
(Muanda, 2010). Ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les
organismes vivants qui l'entourent, ces différentes relations ont donné lieu a une extréme
diversification des composés secondaires (Krief, 2003). Les métabolites secondaires sont
produits en trés faible quantite, il existe plus de 200 000 métabolites secondaires (Vermerris

& Nicholson, 2007).
1.3.2. Role des métabolites secondaires dans les plantes

Ehrlich and Raven (1964) sont a ’origine de la théorie de la coévolution biochimique
c’est-a-dire que la synthese des meétabolites secondaires chez la plante hoéte est
spécifiquement liée a 1’utilisation de ce végétal par les insectes phytophages monophages ou
oligophages. Coley et al. (1985) ont montré que les ressources disponibles et le taux de

croissance de la plante déterminent la composition et la quantite de metabolites secondaires.
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Les métabolites secondaires des plantes, tels que les alcaloides, les glyco-alcaloides, les
terpénoides, les acides organiques ou les alcools, sont considérés comme des sources

prometteuses de substances protectrices des plantes (Adeyemi, 2010; Ibanez et al., 2012).

Ces composés sont produits par une variété d'especes végétales dans pratiquement tous
leurs organes, ils constituent l'une des lignes de défense les plus importantes des plantes

contre les ravageurs (Wink, 2000).

L'augmentation de la teneur en métabolites secondaires dans les organes des plantes est
un effet courant de l'invasion des ravageurs, et I'on peut dire que les plantes utilisent ces

composés comme des armes chimiques (Miresmailli & Isman, 2014).

Les stratégies varient ; ces composés peuvent réduire l'attrait d'une plante pour les
insectes, rendre une plante non appétissante (Hirayama et al., 2007), ou attirer les insectes
pour les empoisonner, c'est-a-dire une stratégie de leurre et de mise a mort (Tangtrakulwanich
& Reddy, 2014). Cependant, le rdle principal est la réduction de l'attrait des plantes pour les

insectes.

La coexistence évolutive des plantes et des insectes a conduit au développement
d'interactions complexes entre ces deux groupes d'organismes, comme la répulsion et la
toxicité aigu€é susmentionnées des insecticides naturels, qui affectent également la
pollinisation des plantes et la reproduction des insectes. Ces insecticides peuvent €tre acquis

et utilisés par les insectes herbivores contre les prédateurs et les parasitoides (Ibanez et al.,
2012).

Les meétabolites secondaires ont des implications sublétales, telles qu'une fécondité
réduite, une viabilité réduite ou des malformations dans les générations parentales et filiales.
En outre, ces composés réduisent le nombre d'individus dans les populations a la fois
directement (par suite de la mort) mais aussi, voire surtout, indirectement (Chowanski et al.,
2016). Les métabolites secondaires des plantes peuvent perturber le développement, entrainer
des malformations ou des dysfonctionnements, prolonger la durée des stades de
développement (Weissenberg et al., 1998; Nenaah, 2011), ou agir comme des répulsifs

(Sanchez Chopa et al., 2009; Dinesh et al., 2014).

Ces phénomenes peuvent influencer la reproduction des populations affectées ou
provoquer la migration des herbivores loin des plantes riches en ces composés, ce qui peut

réduire le nombre d'organismes nuisibles dans une zone donnée (Chowanski et al., 2016).
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Mais, le métabolisme qui génére et maintient cette diversité biochimique, et les roles
remplis par ces composés, qui différent en fonction des especes végétales, restent encore

largement inconnus (Krief, 2007).

1.4. Activité insecticide des composés phytochimiques

La plupart des métabolites secondaires tels que les astépénoides et les alcaloides sont
signalés comme des candidats pour les composés insecticides qui pourraient constituer une
alternative efficace pour la lutte contre les insectes nuisibles. Les métabolites secondaires des
plantes (tels que les flavanoides, les terpénes, les phénols, les alcaloides, les stérols, les cires,
les graisses, les tanins, les sucres, les gommes, les subérines, les acides résiniques, les
caroténoides, etc.) les défendent contre les pathogenes microbiens et les ravageurs invertébrés
(Wink, 1999).

Une étude sur les huiles végétales réalisée par Regnault-Roger (1997) met en évidence
la complexité, les effets écologiques et économiques, le potentiel et les tendances de la lutte
contre les insectes nuisibles. Outre leur role dans la défense chimique d'une plante, ils
peuvent également servir de signaux chimiques pour attirer les animaux utiles a la
pollinisation et a la dispersion des graines. Par exemple, les anthocyanes et les monoterpénes
servent d'attractifs pour les insectes dans les fleurs, mais peuvent Etre insecticides et

antimicrobiens lorsqu'ils sont présents dans les feuilles (Wink, 1999).

Chez les especes non ciblées, cependant, de nombreux composés présentent certaines
activités biologiques utiles. Ceux-ci peuvent étre regroupés en quatre classes chimiques
principales qui sont : les composés phénoliques, les terpenes (terpénoides), les alcaloides et

les saponines.
1.4.1. Polyphénols

Les polyphénols se caractérisent par la présence d'un groupe hydroxyle (-OH), attaché a
un anneau de benzeéne ou a d'autres structures cycliques aromatiques complexes, comme le
catéchol, le résorcinol, 1'hydroquinone, le pyrogallol, etc. Les composés phénoliques des
plantes ont été considérés comme I'un des principaux moyens de défense contre les insectes

dans diverses études (Barbehenn et al., 1996).

Les polyphénols ont de fort pouvoirs insecticide (Hashim & Devi, 2003; Boualem et

al., 2017). Les flavonoides ont été signalés pour avoir une activité ovicide et insecticide
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remarquable, ils peuvent devenir une source potentielle de bio-pesticides pour une stratégie
de lutte contre les ravageurs agricoles (Upasani et al., 2003; Mendki et al., 2005). Les tanins
hydrolysables du chéne sont connus sous le nom de phénols, qui peuvent influencer

négativement la croissance de la spongieuse (Rossiter et al., 1988).
1.4.2. Terpénes (terpénoides)

Les terpenes sont largement utilisés dans les secteurs de 1'alimentation, de la pharmacie
et de la parfumerie, ainsi que dans un large éventail d'applications pharmacologiques. Ils
constituent le plus grand groupe de produits naturels issus des plantes, comprenant les huiles
essentielles, les aromes, les parfums et les pigments végétaux liposolubles. Ces composés
hydrophobes sont généralement stockés dans les plantes dans les canaux résiniferes, les

cellules oléagineuses ou les trichomes glandulaires (Wink & Schimmer, 2018).

Les mélanges de terpénes contenant des composés aux propriétés physiques différentes
peuvent &tre plus toxiques et présenter une plus grande persistance des défenses. Ils
renforcent les effets d'autres toxines en agissant comme des solvants qui facilitent leur
passage a travers les membranes. Un exemple de cette synergie semble se produire dans la
résine de conifere, qui est un mélange d'oléfines monoterpéniques ayant une activité anti-
herbivore et anti-pathogene, et de diterpénes toxiques et dissuasifs pour les herbivores. La
toxine provoque une perturbation du systéme nerveux entrainant la paralysie et la mortalité,
ce qui a conduit a la mise au point des pesticides commerciaux les plus performants (Raffa &

Priester, 1985).
1.4.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés complexes aux structures les plus variées dont
plusieurs sont tres toxiques (Lazar, 2005). Les alcaloides sont isolés ou détectés a partir de
sources végétales, animales ou de micro-organismes (Badiaga, 2011). Ils peuvent donc se

trouver dans toutes les parties de la plante : écorce, racines, feuilles et fruits (Hesse, 2002).

Ces produits chimiques ne sont pas volatils et peuvent étre utilisés comme répulsifs en
briilant du matériel végétal, soit sur un feu, soit dans un serpentin a moustiques, pour créer
une fumée insecticide qui repousse les insectes par toxicité directe. Les alcaloides sont
présents en grandes quantités dans de nombreux membres des familles Berberidaceae,
Fabaceae, Solanaceae et Ranunculaceae, qui sont tous largement utilisés comme insectifuges

traditionnels (Secoy & Smith, 1983; Kagabu, 2008).

1.4.4. Saponines

11
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Les saponines sont une classe intéressante de composés stéroidiens ou triterpénoides
que l'on trouve dans les plantes et qui présentent une gamme variée de bioactivités (Podolak

etal., 2010).

La présence d'un groupe polaire (chaines de sucres) et non polaire (groupe aglycone) en
fait des composés tensioactifs (Vincken et al., 2007). Les saponines ont de nombreuses
applications commerciales en raison de leurs propriétés mouillantes, émulsifiantes et
moussantes (Balandrin, 1996). Ces composés ont des activités antimicrobiennes,
antioxydantes, insecticides, nématicides et molluscicides (Sparg et al., 2004; Podolak et al.,

2010; D’addabbo et al., 2011).

Les saponosides, a leur tour, parmi les hétérosides ont été aussi signalés pour avoir un
potentiel pesticide trés intéressant, leur activité est due a leur interaction avec le cholestérol

provoquant ainsi une perturbation de la synthése des ecdystéroides (Chaieb, 2010).

I.5. Mode d'action des principes actifs

Les especes végétales les plus performantes synthétisent généralement un large éventail
de composés de défense modérément toxiques ou un petit nombre de substances hautement
toxiques. Les insectes herbivores se nourrissent d'un large éventail d'especes végétales et
peuvent donc étre confrontés a des substances toxiques ayant des effets relativement peu
spécifiques sur un grand nombre de cibles moléculaires. Ces cibles vont des protéines
(enzymes, récepteurs, canaux ioniques, protéines structurelles), des acides nucléiques, des
biomembranes aux métabolites secondaires avec des interactions spécifiques ou non et

d'autres composants cellulaires (Harborne, 1982).

Les analogues de métabolites secondaires interférent avec certains composants vitaux
du systeme de signalisation cellulaire, ou interferent avec des enzymes vitales, la
signalisation dans le systtme nerveux (comme la synthése, le stockage, la libération, la
liaison et la recapture des neurotransmetteurs, l'activation et la fonction des récepteurs, les
enzymes impliquées dans la transduction des signaux) et bloquent les voies métaboliques
(Wink, 2000).

La connaissance des propriétés chimiques de ces composés est nécessaire pour
déterminer la sécurité et I'économie de leur utilisation en agriculture. Cependant, en raison
des effets antifeedants et de régulation de la croissance observés (Nathan et al., 2004), il est
¢vident que les insecticides botaniques affectent la physiologie des insectes de différentes

manicres et sur différents sites récepteurs. Chez les larves de Iépidoptéres, les terpenes
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(drimane sesquiterpines) bloquent les effets stimulants du glucose et de I'inositol sur les
cellules réceptrices chimiosensorielles situées sur les pieces buccales, et ils pourraient

¢galement agir sur les récepteurs d'autres maniéres (Gershenzon & Dudareva, 2007).

Les huiles essentielles et leurs composants affectent les processus biochimiques et
perturbent en particulier 1'équilibre endocrinologique des insectes. Elles peuvent étre
neurotoxiques ou agir comme des régulateurs de croissance des insectes, perturbant le

processus normal de morphogenése (Reynolds, 1987; Balandrin & Klocke, 1988).

La neurotoxicité de plusieurs monoterpénoides (D-limonéne, myrcene, terpinéol, linalol
et pulégone), qui ont ét¢ identifiés comme des composants importants des huiles essentielles,
a été évaluée contre la mouche domestique ainsi que sur la blatte allemande (Coats et al.,

1991).

La toxicité des huiles essentielles ou de leurs composants chez les insectes et autres
arthropodes indique un mode d'action neurotoxique ; les symptdmes les plus importants sont
I'hyperactivité suivie d'une hyperexcitation conduisant a une mise a terre rapide et a

I'immobilisation (Enan, 2001).

Le systeme de défense allélochimique des insectes comprend les P450, les glutathion-
S-transférases et les estérases, qui sont généralement concentrées dans l'intestin moyen de
l'insecte, ce qui permet une ¢élimination rapide des substances toxiques ingérées, et/ou dans
les corps gras, facilitant la détoxification des contaminants pénétrant dans la structure

cuticulaire ou trachéale (Schuler, 1996).

Le mode d'action de la Sabadila (Schoenocanlon offiicinale) est similaire a celui des
pyréthrines, car elle affecte les canaux sodiques voltage-dépendants de l'axone nerveux

(Ohta, 1973; Levi et al., 1980).

Les symptomes de l'empoisonnement a la nicotine suivent la séquence générale
d'excitation, de convulsions, de paralysie, de mort, dans le cadre de 1'action de 1'acétylcholine
en interagissant avec le récepteur de 1'acétylcholine de la nicotine, car le récepteur ne parvient

pas a faire la distinction entre la nicotine et 'acétylcholine (Richards Jr & Cutkomp, 1945).

La vératridine provoque une augmentation de la durée du potentiel d'action, des tirs
répétitifs et une dépolarisation du potentiel de la membrane nerveuse (Bloomquist, 1996).
Chez les insectes, le résultat de cet empoisonnement nerveux peut étre la mort immédiate ou

plusieurs jours de paralysie avant la mort.
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La roténone (des especes Deris eliptica et Lonchocarpus) perturbe le métabolisme
énergétique des mitochondries cellulaires, soit en inhibant le systéme de transport d'électrons,
soit en découplant le systéme de transport de la production d'ATP (Fukami, 1961; Yamamoto
& Kurokawa, 1970; Storey et al., 1981). Elle interfére avec le systéme de transport
d'¢lectrons entre la NADH déshydrogénase et le coenzyme Q au niveau du complexe 1 sous
la forme de piericidine-A, ce qui entraine une forte réduction de la consommation d'oxygene.
Chez les insectes, les pieces buccales sont paralysées, de sorte qu'ils cessent de se nourrir et
meurent de faim. La roténone se transforme en métabolites hautement toxiques pour les
insectes, mais elle se détoxifie chez les mammiferes (Ware & Whitacre, 2004). Les
symptomes d'empoisonnement se manifestent successivement par l'inactivité, l'instabilité

locomotrice, I'abattement, la paralysie et la mort lente.

Salehzadeh et al. (2003), ont indiqué que l'azadirachtine a été classée comme
insecticide antimitotique (phase G2/M de la division cellulaire). Des études utilisant de
l'azadirachtine radiomarquée ont indiqué sa localisation spécifique dans le corpus cardiacum

(Rembold et al., 1989).
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Chapitre 11 : Présentation de puceron noir Aphis fabae Scopoli

II.1. Taxonomie

Aphis fabae Scopoli, 1763 (Homoptera : Aphididae) est une espéce complexe
comprenant six taxons étroitement apparentés, différenciés sur la base de caracteres
morphologiques et de différences génétiques : Aphis fabae fabae, Aphis fabae
cirsiiacanthoidis, Aphis fabae evonymi, Aphis fabae mordvilkoi, Aphis fabae solanella et
Aphis fabae eryngii (Zhang HuiHong et al., 2010).

Les sous-espéces sont identifiées en fonction de la plante hote dont elles peuvent se
nourrir, Vicia faba est la plante hote principale d'alimentation pour la sous-espéce d’Aphis
fabae fabae (Bennour et al., 2021). Selon (Blackman & Eastop, 2017), 4. fabae fabae est
originaire d'Europe et est présente en Europe, en Asie occidentale, en Afrique et en

Amérique du Sud.

En outre, la classification d’Aphis fabae a été effectuée par Balachowsky and Mesnil

(1936), présentée dans le tableau 11.1 comme suit :

Tableau II.1 : Place d ’Aphis fabae dans la systématique

Régne Animale
Embranchement Arthropodes
Sous-embranchement Antennates (mandibulates)
Classe Insectes
Sous-classe Ptérygotes
Section Neoptéres (paranéoptére)
Sous-section Hétérométaboles
Super ordre Hémiptéroides
Ordre Homoptéres
Sous-ordre Aphidoidea
Famille Aphididae
Sous-famille Aphidinae

Genre Aphis

Espece Aphis fabae
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I1.2. Morphologie

La taille des Aphides varie, chez les adultes, entre 0,5 et 8 mm, et le plus souvent entre
2 et 4 mm (Leclant, 1999a). Le puceron noir de féve A. fabae est une espéce de petite taille
(1,5 a 2 mm), parfois avec un abdomen segmenté marqué par une sécrétion poudreuse

(Muimba-Kankolongo, 2018). 1l posséde des formes adultes apteres et ailé (Bennour et al.,
2021).

La forme aptere d'A. fabae est de couleur verte olive foncé a noir mat et recouverte
d'une forte sécrétion cireuse blanche. Les cornicules sont coniques, nettement plus longues
que la cauda (Leclant, 1999b). La nymphe de cette forme se caractérise par la présence de

trois paires de taches blanches cireuses sur 1’abdomen.

Alors que sa forme ailé, A. fabae est plus allongée que l'aptére. Elle est de couleur
sombre, avec des antennes courtes et qui représentent environ les deux tiers de la longueur du
corps (Hullé et al., 1999). Des bandes pigmentées plus ou moins étendues sont visibles sur

I’abdomen des ailés. Cauda épaisse, trapue, digitiforme chez I’aptére et 1’ailé (Leclant,
1999D).
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O-L e

Figure I1.1 : Schéma de morphologie générale d’Aphis fabae ; A : vivipare aptére ; B :
vivipare ailé (Margaret, 1942). Vue dorsale : a ; cornicule : b ; cauda :c ; surface ventrale de
l'arriere-train de I'abdomen : e ; 3éme et 4éme joint d'antenne : f; face dorsale a la base de la
cornicule : g.

La surface des pucerons peut étre brillante, mate ou recouverte d'excrétion cireuse plus
ou moins abondante (simple pruinosité, filaments blanchatres ou aspect cotonneux). La
cuticule peut étre pigmentée ou dépourvue de pigmentation (imprégnée de mélanine) selon
les stades de développement, les formes ou les espéces. Chez la plupart des especes des
pucerons, les larves et les nymphes ne sont pas pigmentées, méme si les stades adultes le sont

fortement.
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.

Figure I1.2 : Différentes formes morphologiques d’Aphis fabae. A, B, C (Godin & Boivin,
2002), D (Kim et al., 2010). Larve agée et jeunes larves : A ; Larve avec fourreaux alaires et

marques sur l'abdomen : B ; Ailé :C ; Adulte aptére :D.

Chez beaucoup d'especes il peut y avoir de grandes différences de pigmentation entre
les différentes formes se succédant au cours d'un cycle évolutif complet. Pour la méme
espece et la méme forme (aptére mais surtout ailé), la pigmentation peut varier en intensité et
en étendue selon les régions ou la période de I'année, en liaison avec les températures (les
individus évoluant en périodes ou en zones froides sont généralement plus fortement
pigmentés) ou selon les plantes hotes (différences entre les insectes pris sur les hotes

primaires ou sur les hétes secondaires par exemple) (Leclant, 1999a).

La morphologie est influencée par plusieurs facteurs qui comprennent les conditions
environnementales, climatiques et saisonniéres, la qualité des plantes hotes et la densité des

populations (Saguez et al., 2013).

11.3. Biologie, écologie et régime alimentaire

Les majorités des pucerons s’alimentent de séve élaborée, prélevée dans le phloéme de

leur hote, grace a leurs deux paires de stylets tres effilés et souples (Wieczorek, 2011).
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L’alimentation peut avoir lieu, grace a la salive injectée qui inhibe les mécanismes de

défense de la plante (Powell et al., 2006).

Les conditions abiotiques, telles que la qualité de la plante hdte (teneur en acides
aminés et en azote) et la température, sont essentiels aux performances des aphidés en tant
que facteur de fécondité, de croissance, de survie des larves et de régulation de leur cycle
évolutif (Gould et al., 2014).

Généralement, I’activité des pucerons est régulée par la température ; elle détermine la
durée de survie totale, la période de reproduction et la fécondité des femelles (Collier &
Finch, 2007). En effet, a 20 °C, il faut 8 jours aux larves pour atteindre le stade adulte. Les
températures automnales douces stimulent la production de formes sexuées, tandis que les
températures élevées, a partir de 30 °C, peuvent conduire a la mort des pucerons. Les vols
quant a eux ne commencent qu'a partir de 12 °C. En dessous de 3 °C, les pucerons ne sont
plus actifs, mais peuvent survivre si la température ne descend pas en dessous de -5 a -12
°C. La formation d’ceufs peut résister a une température d’hiver de moins de 30 °C
(Williams & Dixon, 2007).

Le puceron noir du féve Aphis fabae Scopoli est un puceron hétéroceptif qui possede 1
a 3 hotes hivernaux (primaires) : (Euonymus europae, Viburnum opulus et Philadelphus
coronarius) et un large éventail d'hotes estivaux (secondaires) appartenant a plusieurs
familles : Asteraceae (Arctium lappa), Fabaceae (Vicia faba), Brassicaceae (Armoracia
rusticana), Apiaceae (Apium graveolens) (Tosh et al., 2001 ; Blackman & Eastop, 2017).

Elle se nourrit notamment de la s€ve du phloeme (Tosh et al., 2001).

I1.4. Cycle évolutif

La plupart des especes de pucerons présentent, au cours de leur cycle évolutif, une
géneration d'insectes sexués (male, femelle) alternant avec une ou plusieurs générations se
multipliant par parthénogenése et constituées uniquement de femelles (parthénogenése
thélytoque). Les femelles fécondées sont toujours ovipares alors que les femelles

parthénogénetiques sont le plus souvent vivipares (Leclant, 1999a).

Le cycle de vie d'4. fabae comprend cinq stades (Figure 1.3) : I'ccuf, quatre stades
nymphaux et l'adulte (Saruhan et al., 2015a). Les ceufs sont d'abord verts et deviennent
rapidement noirs brillants tandis que les nymphes sont sombres avec quatre paires de barres

blanches sur la face dorsale de I'abdomen (Capinera, 2001).
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Les quatre stades nymphaux durent respectivement 2, 2 - 1,5 et 2,5 jours a 20° C
(Tsitsipis & Mittler, 1976). Les femelles du puceron de la féve mesurent 1,8-2,4 mm de long

alors que les males sont légérement plus petits (Capinera, 2001).

Selon (Fericean et al., 2012), le cycle de vie d'Aphis fabae est composé de générations
sexuelles et asexuées : en automne, les pucerons s'accouplent et les femelles ailées pondent
des ceufs sur les plantes hotes primaires ou elles se reproduisent. En automne, les pucerons
s'accouplent et les femelles ailées pondent des ceufs sur les plantes hotes primaires ou elles
passent l'hiver ; au printemps, ces ceufs éclosent et donnent naissance a des femelles
dépourvues d'ailes. Ces fundatrix (meéres des tiges) se reproduisent de manicre
partenogénétique et donnent naissance a des descendants vivants (nymphes). Ces nymphes
sont également des femelles parthénogénétiques, mais les générations suivantes sont
généralement ailées (alates). Les virginopares ailés migrent vers leurs plantes hotes
secondaires, ou ils se reproduisent de manicre asexuée sur la face inférieure des feuilles ou a
l'extrémité des tiges en été, et de grandes populations se développent rapidement. A
I'approche de l'automne, les sexuparae ailées, produites en réponse a la surpopulation,
migrent a nouveau vers les plantes hotes primaires ou les males et les femelles sont produits

de maniere asexuée. Les femelles accouplées pondent des ceufs qui passent l'hiver.
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Figure I1.3 : Cycle de vie d'Aphis fabae (Bennour et al., 2021).

En général, 4. fabae produit quatre générations (Douglas, 1997 ; Cichocka et al.,
2002). La multiplication des pucerons dépend de plusieurs facteurs tels que I'étendue de la
colonisation initiale, la température, la luminosité, I'abondance des ennemis naturels et la

compétition intraspécifique pour la nourriture et 1'espace (Way, 1967; Way & Banks, 1967).

Le cycle de vie d'A. fabae dépend de facteurs climatiques : dans les régions ou les
hivers sont froids, le ravageur se reproduit sexuellement sur son hdte primaire, et
parthénogénétiquement sur les hotes secondaires, alors que dans les zones a hiver doux, il se

reproduit exclusivement de manicre asexuée (Béji et al., 2013; Blackman & Eastop, 2017).

I1.5. Dommages et pertes causés par les Aphis fabae

Les attaques de pucerons peuvent causer deux types de dommages : des dommages
directs (dus au drainage des tamis et a la réaction de la plante a l'alimentation des pucerons)

et des dommages indirects liés a la transmission de virus (Dedryver et al., 2010).

Les dégats causés par les insectes phytophages sont liés essentiellement a leur mode

de nourriture (Pointeau, 2011) et les symptomes engendrés varient en fonction du
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comportement alimentaire, des composés salivaires et du type de plante hote (Dardeau,

2014).

Aphis fabae se nourrit de la séve du phloéme riche en sucre et en acides aminés
(Wilkinson & Douglas, 2003). Seuls les alates se nourrissent de la séve du xyléme (Powell
& Hardie, 2002). Lorsqu'il se nourrit, il cause des blessures a la plante hote. De plus, le
ravageur excréte un exces de sucres sous forme de miellat et peut développer des
moisissures fuligineuses qui réduisent l'efficacité de la respiration et de la photosynthese et,
par conséquent, la qualité des gousses produites (Dedryver et al., 2010). L'infestation par
Aphis fabae diminue la concentration en hydrates de carbone non structurels dans les tissus
des tiges de betteraves sucrieres et la teneur en saccharose dans les racines (Capinera, 1981).
Elle endommage environ 7 a 33 % des niveaux de protéines brutes dans les tissus infestés
(Shannag, 2007). En réponse a l'attaque d'Aphis fabae, les feuilles se plissent, se décolorent
et se desséchent, et les gousses restent petites et donnent de faibles rendements (Calin et al.,

2020).

Figure 11.4 : Dégats d’Aphis fabae sur artichaut (Astéracées) (Hullé et al., 1999).

L’ Aphis fabae peut également transmettre plus de 42 virus végétaux, y compris des
virus non persistants du haricot, du pois, de la betterave, des cruciféres, des cucurbitacées,
du dahlia, de la pomme de terre, du tabac, de la tomate et de la tulipe, et des virus persistants
tels que le Beet yellow net virus (BYNYV) et le Potato leaf roll virus (PLRV) (York, 1992 ;
Shannag, 2007 ; Blackman & Eastop, 2017). Le puceron noir de la féve est reconnu comme

présentant un risque pour l'industrie céréaliere (Ltd, 2019).
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De plus, les pertes induites par l'infestation d'4. fabae sont liées a I'abondance des
pucerons. En effet, les pertes sont de l'ordre de 6,3-13,6% lorsque les populations de
pucerons atteignent 0,2-85 pucerons/plant, alors que les pertes atteignent 100% lorsque la

population de pucerons est d'environ 6920 pucerons/plante (Way, 1967).

I1.6. Lutte et gestion de puceron noir

IL.6.1. Insecticides chimiques

Plusieurs insecticides synthétiques sont utilisés pour lutter contre 4. fabae. Les
insecticides pyréthrinoides constituent la principale classe utilisée en application foliaire
pour lutter contre les pucerons (Johnson et al., 2009). Les pesticides pyréthrinoides (par
exemple le fenvalerate) et néonicotinoides (par exemple le thiaclopride) ont été trés efficaces
contre 4. fabae dans des conditions de laboratoire (Purhematy et al., 2013). Selon Ayala et
al. (1996), le chlorpyrifos méthyl plus la cyperméthrine, I'oxydéméton méthyl,

I'imidaclopride et le thiométon sont les plus efficaces.

Néanmoins, certaines études ont montré qu'une certaine résistance au pirimicarbe et
une forte résistance au méthamidophos ont été développées par A. fabae (loannidis, 2000).
Outre le probleme de la résistance, l'utilisation d'insecticides chimiques menace la santé

humaine, les organismes non ciblés et l'environnement.
I1.6.2. Controle par poussiéres inertes

Le dioxyde de silicium est considéré comme une matiere active alternative
prometteuse pour la lutte contre A. fabae. La poussicre est appliquée directement ou a l'aide
d'un filet enduit de nanoparticules de SiO; sur les adultes d'4.fabae et des niveaux élevés de
mortalité de l'insecte ont été enregistrés apres un jour d'exposition a la formulation de
poussiere a base de silice (Agrafioti et al.,, 2020; Faliagka et al., 2020). Le dioxyde de
silicium agit sur les arthropodes par contact, entrainant une la dessiccation (Faliagka et al.,

2020).
I1.6.3. Controle biologique

La lutte biologique contre les ravageurs présente l'avantage d'étre peu coliteuse et sans
danger pour la santé humaine et l'environnement (Mwanauta et al., 2015). Elle comprend
l'utilisation de champignons entomopathogenes, d'ennemis naturels comme prédateurs ou
parasitoides, de plantes comme variétés résistantes, de pratiques culturales ou de plantes

médicinales (Bennour et al., 2021).
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11.6.3.1. Champignons entomopathogénes

Plusieurs champignons entomopathogenes sont utilisés pour lutter contre A. fabae. Les
especes les plus répandues sont Beauveria bassiana (Akello & Sikora, 2012; Jensen et al.,
2019), Gibberella moniliformis, Trichoderma asperellum (Akello & Sikora, 2012),
Simplicillium lamellicola (Saruhan et al., 2015b), Lecanicillium muscarium (Mohammed,
2018), Verticillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus, Paecilomyces lilacinus et
Metarhizium anisopliae (Saruhan et al., 2014), Aspergillus flavus et Aspergillus tamarii

(Boni et al., 2021).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer l'effet des champignons
entomopathogenes sur les populations d'A. fabae : I'évaluation du taux de mortalité des
adultes traités par une suspension de spores fongiques dans des boites de Pétri (Boni et al.,
2021), 1'évaluation du taux de fécondité¢ de l'insecte sur la plante aprés inoculation des
graines ou des feuilles par les champignons (Akello & Sikora, 2012; Mohammed, 2018;
Jensen et al., 2019).

La toxicose et I'épuisement des nutriments résultant de la pénétration des champignons
entrainent la mort de l'insecte (Sani et al., 2020). Plusieurs méthodes de biomasse sont
utilisées pour évaluer 1'effet des champignons endopathogenes sur la population d'A. fabae :
(1) inoculation directe des graines ou des feuilles de la plante hote par les champignons (ii)
l'utilisation de champignons entomopathogeénes reste une approche respectueuse de
I'environnement pour lutter contre les ravageurs. Cependant, elle présente certains
inconvénients tels qu'une longue durée d'action et le risque de résistance (Bennour et al.,

2021).

Pour éviter les inconvénients de cette approche, certaines études utilisent une
combinaison de champignons entomopathogenes et d'animaux dans la lutte intégrée contre

les ravageurs (Mohammed, 2018).

11.6.3.2. Ennemis naturels
11.6.3.2.1. Prédateurs

Selon Bennour et al. (2021), 54 especes appartenant a 6 ordres (Coleoptera, Diptera,

Hemiptera, Neuroptera, Thysanoptera et Dermaptera) et 9 familles (Cantharidae, Carabidae,
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Coccinellidae, Forficulidae, Syrphidae, Anthocoridae, Chrysopidae, Hemerobiidae et
Thripidae) sont des prédateurs d'A. fabae.

L'effet du prédateur est étudié¢ en laboratoire et sur le terrain. Seuls les adultes de
certaines especes, mais aussi les adultes et les larves d'autres especes, s'attaquent a A. fabae
(Talebi-Chaichi, 1982). Certaines études examinent l'efficacité du prédateur a différentes
densités de la proie (Jafari & Goldasteh, 2009). D'autres étudient la relation entre 1'age du
prédateur et le stade de la proie (Farhadi et al., 2011).

Aphis fabae a d'autres prédateurs que les insectes comme les araignées : Pardosa
amentata (Toft, 1995), Erigone sp. (Traugott & Symondson, 2008) et les oiseaux : Apus
apus (Lack & Owen, 1955).

11.6.3.2.2. Parasitoides

D’apres Bennour et al. (2021), 32 espéces appartenant a 1 ordre (Hymenoptera) et 4
familles (Aphelinidae, Braconidae, Figitidae et Pteromalidae) sont des parasitoides d'A.
fabae. Certains d'entre eux ont une préférence pour certains stades de 1'hote (Tahriri et al.,

2007). Le taux de parasitisme dépend des facteurs climatiques et des espéces de plantes

hoétes (Matin et al., 2009).

11.6.3.3. Plantes

La gestion d'A. fabae basée sur les plantes comprend l'utilisation de variétés résistantes de
plantes hotes combinées a des ennemis des pucerons (Shannag & Obeidat, 2008), des

pratiques culturales ou des extraits de plantes.

11.6.3.3.1. Pratiques culturelles

Les pucerons peuvent étre gérés en utilisant certaines manipulations comportementales
comme la culture intercalaire. Selon (Hansen et al., 2008), la culture intercalaire de céréales
a réduit de maniére significative le nombre d'4. fabae par plante de haricot et le nombre de

plantes infestées.

De méme, l'ensemencement de plantes utiles aux prédateurs d'4. fabae peut €tre une
bonne pratique de gestion de I'habitat pour une apparition précoce de ces prédateurs et, par
conséquent, une réduction des dommages causés aux cultures par les pucerons

(Wojciechowicz-Zytko & Wnuk, 2012).

11.6.3.3.2. Extraits de plante
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L'utilisation d'extraits de plantes pour lutter contre les parasites est une stratégie plus
¢cologique que les insecticides synthétiques. Les produits botaniques ont peu d'effets sur la
santé humaine, les organismes non ciblés et I'environnement. En outre, elles sont faciles a

appliquer et peu coliteuses (Tarusikirwa et al., 2020).

De nombreuses plantes appartenant a plusieurs familles telles que les Liliaceae,
Meliaceae, Euphorbiaceae et Fabaceae sont utilisées pour lutter contre A. fabae. Plusieurs
parties de la plante sont utilisées, en particulier les feuilles, les tiges et les pelures. Les

extraits aqueux et alcooliques sont les formes les plus utilisées (Bennour et al., 2021).

Les principaux composants sont probablement responsables des effets biologiques. Le
mode d'action de ces composés est 1'empoisonnement de l'estomac et/ou des nerfs. Selon
(Acheuk et al., 2017), l'extrait éthanolique brut d'Artemisia judaica contenant des
flavonoides inhibe l'activité de I'acétylcholinestérase ; 'enzyme qui régule la transmission de

I'influx nerveux.

De méme, l'activité de la glutathion S-transférase (enzyme qui joue un rdle essentiel
dans la détoxification et la défense antioxydante des insectes contre les insecticides naturels
et synthétiques) chez A. fabae a été significativement stimulée par l'extrait éthanolique brut
d'A. fabae stimulée de manicre significative par l'extrait éthanolique brut d'A. judaica

contenant des tanins.
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Chapitre 111 : Monographie de Ziziphus spina-christi

II1.1. Rappel sur les jujubiers (Ziziphus spp.)

Le genre Zizyphus appartient a la famille des Rhamnaceae et comprend prés de 100
especes d'arbres et d'arbustes (Hussein, 2019). Ce genre regroupe plusieurs espéces comme
Ziziphus spina-christi (L.), Ziziphus mauritiana Lam. Ziziphus lotus (L.), Ziziphus vulgaris
Lam. Parmi ces especes, Ziziphus mauritiana et Ziziphus jujuba sont les plus connus (San et
al., 2009). Ziziphus spina-christi a été¢ considérée comme l'espece la plus importante du genre
Ziziphus (Dafni et al., 2005). Le nom de Ziziphus dérive de I’appellation Arabe « Ziziofun »,
qui signifie arbuste épineux (Mariod et al., 2017). Ainsi que chez les Arabes connus sous le
nom de Sidr, Nabq ou 'Unnab. Aussi bien, elle connut des noms locaux tels que Nibs, Jabat,
Zejzaj, Zefzoof, Ardeg, Ghosl et Kana (Hussein, 2019). En anglais Jujube de 1'épine du Christ
(Abubaker et al., 2021).

II1.2. Classification

La classification adoptée est celle de Quézel and Santa (1963) dans le tableau n° II1.1.

Tableau I11.1 : Place de Z. spina-christi dans la systématique.

Régne Plantae
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Rhamnales

Famille Rhamnacées

Genre Zizyphus

Espéce Zizyphus spina-christi

IT1.3. Description botanique

En effet, toutes les especes de Ziziphus sont armées d'épines et ne sont pas des plantes a

racines profondes (Mariod et al., 2017). Z. spina-christi est un arbuste épineux d'une hauteur
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de 5 a 10 métres, qui reste vert durant toute I'année (Abdallah, 2017). Le diameétre du tronc de
cet arbre peut atteindre 45 cm (Saied et al., 2008), mais parfois peut atteindre une hauteur de
20 m et un diametre de 60 cm ; branches brun blanchatre, souvent en zigzag, finement poilues

a 1'état jeune (Adzu et al., 2002; Yossef et al., 2011; Sameera & Mandakini, 2015).

Figure I11.1 : Aspect de Z. spina-christi dans la nature (Originale 2023).

L'écorce est brun blanchatre ou gris pale et profondément fissurée (Figure III.1. A). Les
feuilles sont simples, alternes, étroitement ovate lancéolées (Figure III.1. B), d'une longueur
de 1 2 9 cm et largeur de 1 a 3,5 cm, elles sont glabres au-dessus, elles contiennent de trois
nervures basales bien visibles allant jusqu'a l'apex et des pétioles de 0,5-1 cm de long

(Arbonnier, 2004).

Les épines sont de couleur brun clair. L'une des paires mesure jusqu'a 8 mm de long (Figure
III.1. C), droite et dirigée vers l'avant, tandis que 1'autre est plus courte et 1égerement incurvée

(El Amin, 1990).
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Le fruit est une drupe globuleuse d'environ 1-1,5 cm de diamétre, rouge-brun, avec un

noyau dur (Figure III.1. D), entouré¢ d'une pulpe sucrée comestible. La période de

fructification — : s'étend d'octobre a avril (Saied et al., 2008).
Les | graines de Z. spina-christi possédent des
\
téguments '

durs et ligneux (Figure IL1. C), qui
entravent la

(Saied et al.,

germination

2008).

0 T Eawan 56 7 8
ol o o

Figure II1.2 : Différentes parties de Z spina-christi. Ecorce de tige : A ; feuilles: B
(Originale 2022). Epines :C; fruits et graines :D (Saied et al., 2008).
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Les fleurs ont un parfum doux et se trouvent en grappes denses a l'aisselle des feuilles.
Elles sont petites, jaune verdatre, subsessile avec 5 sépales minces de 2 mm de long et 5
pétales de 1,5 mm de long (El Amin, 1990). Le nombre des étamines est de cing, opposées
aux pétales dans la base d'un disque plat et lobé (Figure II1.3). L’ovaire est a deux loges ; les
styles sont courts et divisés en haut en deux lobes (Miller & Morris, 1988). La période de

floraison s'étend d'aolt a décembre.

Figure I11.3 : Fleur de Z. spina-christi. A (Origine 2022); B (Sahni, 1968).

II1.4. Répartition géographique

Toutes les espéces de genre Ziziphus se trouvent dans les régions tropicales d'Afrique et
d'Asie et ne sont pas présentes dans les régions de collines au climat frais (Farooqi, 2016). Z.
spina-christi est répandue dans les pays tropicaux et subtropicaux (Abdallah, 2017). Cet arbre
est présent dans toute la zone sahélienne, du Sénégal au Soudan et dans une grande partie
d’Afrique du Nord, au Moyen-Orient, a l'est de 1'Afghanistan et au nord-ouest de 1'Inde
(Arbonnier, 2004; Abdallah, 2017). L'espece est originaire du Soudan (E1 Amin, 1990; Vogt,
1995; Dafni et al., 2005).

En Algérie, le genre Ziziphus représente par cingq especes qui sont : Ziziphus spina
Christi (L.) Willd. Ziziphus Mauritiana Lam. Ziziphus Lotus(L.) Desf. Ziziphus Saharae
Batt. Ziziphus Vulgaris Lam. Ziziphus spina christi est cultivée et plus au moins spontané sur
les hauts plateaux (chelalah) et dans les oasis sahariennes (Quézel & Santa, 1963). Cette

espece est cultivée dans diverses oasis du Sahara central (Ozenda, 2004).
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Apres avoir approfondi les recherches sur les études antérieures sur cette espece, je n’ai
trouvé qu’un nombre trés limité de recherches sur cette espéce en Algérie. Dans la région du
Souf, Ziziphus spina christi a été importé de Tunisie et planté pour la premicere fois dans la
commune de Debila a la fin des années quatre-vingt. Aprés cela, la Conservation des Foréts
de la wilaya d’El-Oued, I’a augmentée en 2015. Ils I’ont planté a grande échelle a proximité

de la zone forestiere du district du 8 mai 1954, ainsi qu’a ’'université en 2017.

I1L.5. Ecologie

Les espéces fruitieres du genre Zizyphus, a grand potentiel de sélection, représentent
des exemples extraordinaires de plantes pérennes a usages multiples dans les zones arides et
semi-arides voire méme désertiques de presque tous les continents grace a leur capacité de
résistance a la sécheresse, 1'aire naturelle de la majorité des jujubiers se situant entre 20° et
30° de latitude, zone qui est caractérisée par des climats chauds et secs et ou sont localisés la
majorité des déserts du globe. Les jujubiers subsistent bien dans les environnements arides
grice a leurs mécanismes physiologique et morphologique d'adaptation (Reich, 1991;
Clifford et al., 1998; Arndt et al., 2001). Ils jouent un rdle trés important dans la conservation
des sols grace a leurs systémes racinaires profonds et vigoureux qui permettent une

stabilisation des substrats et protegent ceux-ci contre I'érosion (Laamouri et al., 2008).

Ziziphus spina-christi se trouve généralement a 600 m d'altitude. Toutefois, dans les
Emirats arabes unis, il a été signalé qu'il poussait a des altitudes d'environ 1500 m (Jongbloed
et al.,, 2003). L'espéce peut tolérer des températures élevées. Elle pousse dans les zones
désertiques avec des précipitations annuelles de 50 a 300 mm (Saied et al., 2008). Un certain
nombre d'especes de Ziziphus sont adaptées a la sécheresse et les sols dégradés (Asatryan &
Tel-Zur, 2014). Z. spina Christi résistant aux conditions difficiles comme la chaleur extréme,
la sécheresse et la salinité (Mariod et al., 2017). Mais on la trouve aussi souvent dans les
wadis ou l'on trouve de l'eau souterraine. En Egypte l'arbre est cultivé dans la vallée du Nil,
dans les villages et les parcs (Boulos, 2000). L'arbuste prospere sur une large gamme de types
de sols, mais préfere les sols limoneux légers (Vogt, 1995). Les importantes réserves
d'hydrates de carbone dans les racines contribuent au fort potentiel de régénération des

plantes de Ziziphus (Grice, 1996).
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En concernant la propagation, Ziziphus se propage généralement par les graines et
présente donc une grande hétérogénéité génétique (Sudhersan & Hussain, 2003). Cette
variabilité génétique peut étre bénéfique pour ce genre dans les conditions d’environnement

défavorables, qu’elle lui permet de s’adapter rapidement aux changements climatiques.

I11.6. Composition chimique en métabolites secondaires

Les espéces de Ziziphus spp. sont des plantes médicinales trés riches en biomolécules
actives douées d'activités biologiques. Le nombre de métabolites secondaires que 1'on trouve
chez Ziziphus spp. est de 65 alcaloides, 151 flavonoides, 43 terpénoides, 31 saponines et 40
autres composés (El Maaiden et al., 2020).

Les feuilles, les fruits et les graines de Ziziphus spina-christi contiennent de quantités
considérables de déférentes composantes phytochimiques, précisément les polyphénols, les
flavonoides, les tanins, les alcaloides, les terpénoides et les saponines (Baghazadeh-Daryaii et
al., 2017). Selon Yossef et al. (2011), le fruit contient des teneurs élevées des composés

phénoliques totaux.

Les principaux composés bioactifs de la plante sont les alcaloides, les flavonoides, les
sapogénines, les saponines, les tanins, les terpénoides, les peptides, les cyclopeptides, les
stérols(B-sitostérol), l'acide bétulinique, les triterpénoides, les glycosides, les acides
triterpéniques, la quercétine, le kaempférol et les dérivés de la phlorétine (Hussein, 2019),
proanthocyanidines et acides chlorogéniques (Karar et al., 2016). Outre la zizyphine-F, la
jubanine-A, 1'amphibine-H, la spinanine-A (un alcaloide cyclopeptidique a 14 chainons du
type amphibine-B) ont également été isolés précédemment a partir de 1'écorce de la tige de la
plante (Abdel-galil & El-Jissry, 1991; Ismail, 1998; Dweck, 2005). Environ 57 composés
phénoliques différents ont également été détectés dans Ziziphus spina-christi, parmi lesquels,

52 d'entre eux existent dans l'extrait méthanol/eau des feuilles (Karar et al., 2016).

Il est intéressant de noter que les différentes parties de la plante ont accumulé différents
constituants avec des variations en leurs quantités. Ces variations sont dii aux différences de
localisation géographique qui influencent sur la biosynthese et I'accumulation de métabolites

secondaires chez les plantes (Abdulrahman et al., 2022).

Outre les substances phytochimiques végétales sont beaucoup plus sensibles a
'environnement (Azwanida, 2015), et varient en fonction des conditions environnementales

(Vaidya et al., 2014). La teneur qualitatif et quantitatif des composés bioactifs de maticre
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végétale dépende principalement au type du solvant d'extraction approprié¢ (Bhandary et al.,

2012; Ngo et al., 2017).

Le tableau III.2, représente la quantité de principaux composants bioactifs trouvés dans

les différentes parties et de divers extraits et fraction de Ziziphus spina-christi.

Tableau IIIL.2 : Quantités en composants phytochimiques de différents partis et différents
extraits /fractions de Ziziphus spina-christi (Abdulrahman et al., 2022).

Partie Extrait/Fraction Classe de composants Quantité
de (%/mg/g/ug/ml/mg/100g)
plante
Polyphénols (EAG) 74.6-58.7
Extrait de méthanol Flavon,olldes (EQ) 64.2-47.3
Feuill Quercétine 1.39-3.66
cunles Saponine 1.80-2.6
Extrait de méthanol Polyphénol totale (EAG) 873+4.7
(80%) Flavonoide totale (EQ) 9.6t1.1
Extrait agueux Polyphénol totale (EAG) 59.89 £ 0.42
Extrait de méthanol Flavonoide totale (EQ) 9.01+0.01
. Extrait d’éthanol Catéchine (EC) 12.28 £ 1.07
Racines
Polyphénol totale (EAG) 5998+ 0.1
Extrait d’acétone Flavonoide totale (EQ) 9.45+0.03
Catéchine (EC) 19.6 + 0.19
Polyphénols (EAG) 5133+04
Parti .
aérienne  Extrait de méthanol Flavonoides (EQ) 14.78 + 0.36
Tannins (EC) 216+ 151
Polyphénol totale (EAG) 3097 + 067
Pulpe . R
Extrait aqueux Flavonoide totale (ER) 505 + 1.09
Polyphénol totale (EAG) 74.46 + 2.12
Grains - T
Extrait aqueux Flavonoide totale (ER) 19.84 + 1 56
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Note. EAG : equivalent acid gallic, EQ : equivalent quercetin, ER : equivalent rutin, CE :

equivalent catechin.

En plus de nombreux hydrocarbures aromatiques (2-phényl undécane, 3-phényl
undécane, 4-phényl undécane, 5-phényl undécane, 6-phényl tridécane, 2-phényl dodécane, 3-
phényl dodécane, 4-phényl dodécane et 6-phényl dodécane) et des composés volatils (m-
cymene, crypton, a-pineéne, farnesan, (+) -sabinéne et a-bergamoténe) ont également été

exploités dans I'extrait de fruit de cette espece (Mervat et al., 2018).

Il est également évident que les graines de Ziziphus spina-christi ont une quantité
relative d'huile allant de 27.8 + 1.69% (Ahamed, 2016), a 28.89 + 0.58% (Ahmed et al.,
2015). Des nombreux acides gras ont été détecté dans les graines sont : l'acide heptanoique,
l'acide octanoique, l'acide 5-octadécénique, acide 5-octadécénique-6-octadécénoique, (Z)-,
acide dodécannoique, acide Cis-5-dodécénoique acide entadécanoique, acide 9-
hexadécénoique, (Z)-, acide hexadécanoique, acide Cis-10- acide heptadécénoique (Z,Z),
acide heptadécénoique, acide 9,12-octadécadiénoique (Z,72)-, acide 9-octadécénoique, acide
(Z)-, acide 11,14-¢icosadiénoique, acide oxiranéoctanoique, acide 3-octyl-,11-eicosenioc,
acide heneicosanoique, acide 3-docosenoique, acide tricosanoique acide tricosanoique, acide
étracosanoique (tous sous forme d'esters méthyliques). De plus, le chercheur a également
détecté¢ de I'hydroxytluéne butlé, du tétradécanoate de méthyle, de I'hexadéc-9-énoate de
méthyle, du stéarate de méthyle, du 10-trans,12-cis -Octadécadienaoate, de 1'osadienoate, du
18-méthylnonadécanoate d'éthyle, du 20-méthyl-heneicosanoate de méthyle et le squaléne

(Ahamed, 2016).

IIL.7. Activités biologiques

IIL.7.1. Activités médicinales et pharmacologiques

Les especes végétales de Ziziphus sont généralement slires et non toxiques pour
I'homme (Alsayari & Wahab, 2021). Les recherches approfondies ont ét¢ menées sur les
activités phytochimiques, pharmacologiques et microbiologiques de Ziziphus spina-christi
ont permis de constater que la plante possede des composés ont des multiples effets
biologiques (Hussein, 2019). Z. spina-christi est riche en composés phénoliques et présente
une bonne activité antioxydante. Elle peut étre utilisée comme source naturelle d'antioxydants

pour traiter de nombreuses maladies (Alhakmani et al., 2014).
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De nombreuses études récentes indiquent que 1'extrait de Z. spina-christi pourrait étre
une source précieuse pour l'identification et le développement de nouveaux composés actifs
antibactériens. La plante peut étre utilisée pour fabriquer des antibiotiques efficaces contre les

infections bactériennes (Abdulrahman et al., 2022).

Des études antérieures ont confirmé 1'activité cytotoxique de I'extrait des feuilles de la
plante sur les cellules cancéreuses du col de I'utérus et du sein (Jafarian et al., 2014), en plus
de I’efficacité¢ cytotoxique de l'extrait aqueux des fruits sur les cellules de cancer du sein
(Hoshyar et al., 2015; Farmani et al., 2016). Un nouveau dérivé de la bétuline (13-
déhydrobétuline) isolé de la tige de la plante a montré une activité anticancéreuse
substantielle spécifiquement contre le cancer du foie et avec une large gamme thérapeutique
(Soliman et al., 2019). La fraction éthanolique de Z. spina-christi démontre des propriétés

antiprolifératives sur les cellules MCF7 en induisant I'apoptose (Farmani et al., 2016).
IIL1.7.2. Activités biocides (allélopathiques)

L'activité allélopathique, est un processus biologique important en écologie, a été
largement utilisée et remplacer les herbicides, les fongicides et les insecticides nocifs pour

protéger les cultures et 'environnement.
I11.7.2.1. Activité herbicide

Les extraits de feuilles de Z. spina-christi présentent des effets allélopathiques sur la
croissance et le développement des plantes ou micro-organismes (Bhadoria, 2010). Les
propriétés herbicides de cette espece représentée par 1’effet des molécules naturelles comme
la juglone et l'artémisine qui affectent la perméabilité membranaire, 1'équilibre hydrique et la

régulation osmotique (Sanchez-Moreiras et al., 2008).

Les extraits de feuilles de Z. spina-christi pourraient également constituer un herbicide
naturel ayant un impact positif sur I’environnement en raison de leurs activités allopathiques.
Les activités allélopathiques in vitro des extraits aqueux des feuilles ont été testées sur les
graines de Trigonella foenum-graecum L. et Lens culinaris L. (Elaloui, Ghazghazi, et al.,

2017).

Les extraits aqueux des six provenances de Ziziphyus étudiées ont un potentiel

allélopathique et inhibent significativement la germination et la croissance de 7. foenum-
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graecum et de L. culinaris. Ces extraits sont dotés d'une puissante activité cytotoxique. La
croissance des racines est plus sensible a différentes concentrations d'extraits aqueux de six

provenances de cette espece que la germination (Naghmouchi & Alsubeie, 2020).

L’extrait aqueux des feuilles de Z. spina-christi a montré un meilleur résultat
d’inhibition de la racine (90.699 % et 89.92%) et les longueurs de pousse (88.17% et
85.29%) de Triticum durum et Raphanus sativus respectivement. Les extraits de feuilles
pourraient justifier ’utilisation de cette espéce comme herbicide et peuvent donner un grand

succes en agriculture. (Elaloui, Soltani, et al., 2017).

II1.7.2.2. Activité insecticide

A travers une recherche approfondie dans les littératures antérieures, nous n’avons
trouvé qu’un nombre trés limité des recherches menées sur 1’activité insecticide de cette

plante.

La composition phytochimique de Z. spina-christi a révélé la présence de quatre
glycosides de saponine et d'alcaloides comme molluscicides (Anthony, 2005; Shahat et al.,
2008). Les résultats de Yousef and El-Kassas (2013) montrent que Z. spina-christi a été

efficace sur les escargots; Biomphalaria alexandrina et Bulinus truncatus.

L'extrait aqueux, méthanoique, éthanolique et acétonique de racines sont les plus forts
potentiels insecticides lorsqu'ils sont testé contre Lasioderma serricorne. Les extraits
¢thanoliques et acétoniques ont des valeurs CLgs de 3,17 et 4,86 pg/insecte respectivement.
Au cours de cette étude, I'épicatéchine a été détectées, qui peut étre utilisée comme

bioinsecticide (Elaloui et al., 2021).

Les feuilles de cette plante présentaient également des activités insecticides élevées
(Nisar et al., 2010). En outre, le traitement avec les extraits méthanoliques a provoqué une

mortalité de 66,60 % chez Tribolium castaneum (Elaloui et al., 2022).
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Chapitre IV : Matériels et méthodes

Chapitre 1V : Matériels et méthodes

IV.1. Présentation de la zone d’étude

IV.1.1. Situation géographique de la région d’Oued Souf

La région d’Oued Souf est situ¢ au Sud-Est du I’Algérie (entre 33° et 34° de latitude
Nord ; entre 6° et 8° de longitude Est), a une distance de 650 km de la capitale, au Nord-Est
du Sahara septentrional. Elle est limitée par Khenchela au Nord, par Tebessa au Nord-Est, par
la wilaya d'El-Mughir au Nord-Ouest et par Touggourt a I'Ouest, au Sud par la wilaya de
Ouargla, et a I'Est par la Tunisie. EI Oued couvre une superficie de 35 752 km?.
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Figure IV.1: Localisation géographique de la région d’Oued Souf.
IV.1.2. Caractéristiques climatiques durent la période des relevées expérimentales

IV.1.2.1. Généralité sur le climat de la région d’Oued Souf

Le climat de la zone d'é¢tude est hyper-aride, caractérisé¢ par un été chaud et sec et un
hiver doux. Les températures peuvent descendre jusqu'a un niveau proche du point de
congélation en hiver et atteindre 45 °C en été, avec un taux annuel de 26 °C. Les moyennes
mensuelles d'humidité ne dépassent pas 30 % en été et peuvent atteindre jusqu'a 65 % en

hiver (Khezzani et al., 2021).
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Les précipitations sont faibles, sporadiques et oscillantes, avec un total annuel
dépassant rarement 70 mm. Les vents sont généralement doux, mais au printemps et en
automne, ils deviennent violents (Khezzani & Bouchemal, 2017). L'évaporation est

caractérisée par des valeurs ¢élevées dépassant les 2200 mm (Khezzani et al., 2016).

Selon Wichtl and Anton (1999), les facteurs extrinseques, tels que température,
ensoleillement, influent sur la composition chimique et le rendement de leur extraction des

especes de plante.
IV.1.2.2. Températures et précipitations

La température affecte directement la vitesse de la réaction des individus, ainsi que leur
abondance et leur croissance (Dajoz, 1985). En milieu aride, les effets des températures sont
toujours difficiles a isoler de ceux des précipitations. La température représente un facteur
limitant de toute premicre importance, car elle contrdle 1’ensemble des phénomenes
métaboliques et conditionne de ce fait la répartition de la totalité des espéces et des

communautés d’étres vivants dans la biosphére (Ramade, 1984).

Malgré leur faible altitude, les oasis du Souf ont des minima moyens de 5°C en hiver et
un été chaud (Dubost, 1991). Le Souf présente de fort maxima de températures en été, alors

qu'en hiver elles peuvent étre trés basses (Voisin, 2004).

Les prélévements thermiques mensuels et journaliers (moyens, maximaux et minimaux)

effectués durant I'année 2023 sont :

o Le mois le plus chaud est Juillet, avec une température moyenne de 45 °C.

o Le mois le plus froid est Janvier, avec une température moyenne de 4.2 °C.

o La plus haute température enregistrée fut de 49.1 °C le 29 Juillet.

o Laplus basse température enregistrée fut de -0.1 °C le 29 Janvier.

o La température moyenne annuelle est de 23.20 °C.

o La température maximale moyenne annuelle est de 29,66 °C.

o La température minimale moyenne annuelle est de 16,69 °C.

Les températures mensuelles et annuelles moyennes (Tmey), maximales (Tmax) et

minimales (Ty,;,) ainsi que les moyennes mensuelles et annuelles des précipitations relevées

en durant la période (2022-2023) sont détaillées dans le tableau IV.1.
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Tableau IV.1: Moyennes mensuelles et annuelles des températures et des précipitations

de la région de Souf durant la période d’étude (2022-2023).

Mois

Jan Fev Mar | Avr Mai Jun Juil Aou Sep Oct Nov Déc

T moy (°C) | 10.05 13.25 | 18.05 | 21.35 | 26 23.25 | 36.55 | 34 312 | 2495 | 18 13.6

T max (°C) | 16.75 19.35 | 24.15 | 28 32.35 | 40.05 | 43.3 | 405 375 | 317 | 246 19.95

T min (°C) 4.05 6.75 11.7 14.7 19.1 | 2545 | 29 27.3 24.8 18.2 119 |83

P (mm) 0.51 343 2.8 3.04 |5.71 0.51 0.12 | 0.25 0.63 0.25 1.01 6.60

(Tutiempo, 2024)

T moy : températures moyennes
T max : températures maximales moyennes
T min : températures minimales moyennes

P: précipitations moyennes

Les précipitations jouent un rdle écologique fondamental dans le fonctionnement et la
répartition des écosystémes terrestres (Elhai, 1968). Comme dans la majeure partie des
régions sahariennes, les précipitations sont marquées par leur faible quantité et leur

irrégularité (Najah, 1971).

Le mois le plus pluvieux de la durée (2022-2023) dans notre région d’étude a été Mai
avec 5.71 mm et Décembre, avec 6.60 mm (Tableau IV.1). En revanche, une sécheresse
presque permanente caractérise les mois de Janvier, Juin, Juillet, Aofit, Septembre, Octobre et

Novembre.
IV.1.2.3. Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

Le Diagramme Ombrothermique de Bagnouls and Gaussen (1953) permet de suivre les

variations saisonnieres de la réserve hydrique. Il est présenté a travers une échelle ou P=2T.
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Figure I'V.2 : Représentation du diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

pour la région de Souf de la période 2022-2023.

D’apres la figure IV.2, nous remarquant que la courbe des précipitations toujours en-
dessous de la courbe des températures, ce qui indique que les précipitations faibles ayant une
période défavorable durant la période (2022 — 2023).

IV.2. Démarches expérimentales de I’étude

IV.2.1. Objectifs de 1'étude

La présente étude est menée dans le but de déterminer les caractéristiques
phytochimiques des composants bioactifs ayant des effets toxiques (les polyphénols, les
flavonoides, les tanins, les saponines et les alcaloides) des extraits d’hexane, de
dichlorométhane, de méthanol et aqueux issus des feuilles et d’écorce de tige de Ziziphus
spina-christi, et ensuite d’évaluer le potentiel insecticide de ces extraits afin de sélectionner
les extraits les plus efficaces en tant que bioinsecticides puissants contre le puceron Aphis

fabae.
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1V.2.2. Matériels de I'étude

IV.2.2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour cette étude est les feuilles et 1’écorce de tige de Ziziphus
spina-christi a été collectés en Octobre 2022 et en Juillet 2023, sur le campus de 1’Université
d’Oued Souf, Sud Este d’Algérie. Les coordonnées géographiques de la zone de récolte sont
les suivantes: (33°23 41.835" N) (6°51' 28.648" E). La plante a ¢été identifice
taxonomiquement par M. Youcef Halis spécialiste du Centre de Recherche Scientifique et
Technique sur les Régions Arides (CRSTRA) de Touggourt- Algérie. Les feuilles et 1’écorce
de la tige ont été lavés a I'eau du robinet, puis a l'eau distillée, puis séchés a l'air libre a
température ambiante pendant 10 jours et réduites en poudre a 1'aide d'un broyeur électrique.
Ils ont été ensuite tamisé€s avec un maillage de 2 mm et conservées dans un récipient en verre

et hermétique en vue d'une utilisation ultérieure.
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Figure 1.3 : Lieu de récolte des feuilles et d’écorce de tige de Ziziphus spina-christi.
IV.2.2.2. Les insectes

Les pucerons de cette étude sont les adultes et les larves d’Aphis fabae Scopoli ont été
collecté a la fin du mois de Janvier 2024 dans la culture de plants de feves (Vicia faba L.), sur
les champs de la commune de Hassani Abdelkrim de la Wilaya d’El-Oued (sud-est de
'Algérie).
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Figure IV.4 : Plantes d’une culture de féve infestées par les pucerons d’Aphis fabae
(Originale, 2024).

1V.2.3. Méthodes

Ziziphus spina-christi Aphis fabae
! }

\ / N\

Préparation des extraits — Larves Adultes aptéres
| \ /
Analyses phytochimiques Test de toxicité par contacte
Rendement Taux de mortalité corrigée
Phénols tota
CHO TOWE Doses létales (DLS0)

Flavonoides totaux .

, Population résiduelle (PR %)
Tanins condensés
Saponines totales

Alcaloides totaux

Figure I'V.5 : Schéma représentant la méthodologie de 1’étude expérimental.

‘ Objectif 1 : Déterminer les caractéristiques phytochimiques des composants bioactifs.

- Objectif 2 : Evaluation de I’activité insecticide des extraits.
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IV.2.3.1. Caractérisations chimiques de plante étudiée
1V.2.3.1.1. Extraction des métabolites secondaires

La matiere végétale a été extraite par solvants a différentes polarités selon le protocole
de Chaouche et al. (2015) avec quelques modifications. Dix gammes de poudre végétale a été
macéré successivement dans n-hexane (100 ml), du dichlorométhane (100 ml), du méthanol
(100 ml) et du I’eaux distillée (100 ml), pendant 24 h a température ambiante avec une
agitation magnétique. Chaque solvant a été filtré sur papier filtre Whatman et par la suite les
filtrats obtenus ont été concentré sous vide par évaporation a une température ne dépassant
pas 45 °C. Ensuite, transféré dans un flacon d’échantillon et stocké a 4 °C a 1’obscurité

jusqu’a I’utilisation.
1V.2.3.1.2. Détermination du rendement d'extraction
Le pourcentage de rendement a été calculé a partir de la formule suivante :
Rendement (%) = [P1 — P2/P3] x 100
Ou:
P1 : poids aprées évaporation ;
P2 : poids du récipient vide avant évaporation ;
P3 : poids de la matiére vegétale seche de depart.
1V.2.3.1.3. Analyse quantitative des métabolites secondaires
IV.2.3.1.3.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Le contenu phénolique total des différents extraits a été estimé par la méthode de Folin-
Ciocalteu d’apres (Singleton et al., 1999; Slinkard & Singleton, 1977).

Le réactif est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). 1l est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en

un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.
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e Mise en ceuvre pratique

Une prise de 125 pL de chague extrait a été mélangée a 500 pL d’eau distillé, puis 125
ML du réactif de Folin-Ciocalteu sont ajoutés au mélange, apres 3 minutes 1250 puL d’une
solution carbonate de sodium (2%) fraichement préparée et 1 mL d’eau distillé ont été ajouté
au mélange. Le mélange réactionnel a été incubé a température ambiante et a I’obscurité
pendant 90 minutes. L'absorbance de la couleur bleue obtenue a été mesurée a 765 nm a l'aide
d'un spectrophotomeétre. L'acide gallique a été utilisé comme standard avec une gamme est

également préparée a des concentrations allant de 0 & 0,5 mg/ mL.

La teneur phénolique total a été calculé comme la moyenne = SD (n=3 ; tous les
échantillons ont été analysés en triple) et exprimée en milligrammes d'équivalent d'acide

gallique par gramme d’extrait de plante (mg EAG/g EP).
1VV.2.3.1.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides a été mesurée selon la méthode décrite par Turkoglu et

al. (2007) avec quelques modifications.
e Mise en ceuvre pratique

250 pL de chaque extrait a analyser a été ajouté a 2550 pL de méthanol (95 %), 0,1 mL
de 1M de solution d’acétate et 0.1 mL de 10% nitrate d’aluminium. Aprés agitation, le
mélange a été incubé dans l'obscurité a température ambiante pendant 40 minutes.
L'absorbance a été mesurée a 415 nm, en utilisant une courbe d'étalonnage de la quercétine

(gamme, 0 - 0,2 mg/mL).

La teneur totale en flavonoides a été calculée comme la moyenne £ SD (n=3 ; tous les
échantillons ont éte analysés en triple) et exprimée en milligrammes d'équivalent quercétine

par gramme d’extrait de plante (mg EQ/g EP).
1V.2.3.1.3.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés est réalisé pour les différents extraits selon la méthode
de Hagerman (2002).

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de
vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore

rouge qui absorbe a 500 nm (Schofield et al., 2001).
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e Mise en ceuvre pratique

A 1 mL de chaque extrait ou de standard (préparé dans le méthanol) est ajouté 5mL du
réactif d’analyse (2,5 mL de la solution de vanilline a 1% mélangée a 2,5 mL de la solution
du HCIl a 8% (8 ml HCI complétés a 100 mL avec du méthanol)), le mélange est
vigoureusement agité. Aprés 1 min ; 5 mL de la solution HCI a 4% sont additionnée. Le
mélange est ensuite introduit au bain marie a 30°C et laissés pendant 20 min. La lecture des
absorbances est lue a 500 nm. Une courbe d’étalonnage établic par la catéchine servira a la

quantification des tanins condensés (gamme,0 - 0,3 mg/mL).

La teneur en tanins condensés a été calculée comme la moyenne + SD (n=3 ; tous les
échantillons ont été analysés en triple) et exprimée en milligrammes d’équivalent de

catéchine par gramme d’extrait de plante (mg EC/g EP).
1VV.2.3.1.3.4. Dosage des saponines totales

La procédure de dosage de l'acide vanilline-sulfurique rapportée par Hiai et al. (1976)

avec quelques modifications.
e Mise en ceuvre pratique

A 0.5 mL de solution d’échantillon, on a ajouté 0,5 mL de solution de vanilline a
8%(w/v) :800 mg de vanilline ont été dissous dans 10 mL d’éthanol a 99,5%(v/v) préparé
fraichement, puis 5 mL d’acide sulfurique 72% (v/v) ont été ajouté sur la paroi intérieure de
tube. Le mélange a été chauffé dans un bain-marie a 60°C pendant 10 minutes, puis les tubes
ont été refroidi dans bain d’eau glacée pendant 3 a 4 minutes. L’absorbance mesurée a 544
nm par rapport au blanc réactif. Le diosgénine a été utilisé comme standard avec une gamme

est également préparée a des concentrations allant de 0 a 0.1 mg/ mL.

La teneur en saponine total a été calculé comme la moyenne + SD (n=3 ; tous les
échantillons ont été analysés en triple) et exprimée en milligrammes d'équivalent de

diosgénine par gramme d’extrait de plante (mg ED/g EP).
1VV.2.3.1.3.5. Quantification des alcaloides totaux

La détermination gravimétrique des alcaloides suit la procédure proposée par Harborne

(1998) avec quelques modifications.
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e Mise en ceuvre pratique

Environ 5 g de poudre de feuilles et d’écorce de tige séches de Z. spina-christi été
dispersés dans 50 mL d’acide acétique a 10% dans le méthanol. La suspension a été agitée
dans un incubateur secousse a 120 tours/minute a température 30°C, puis a été laissée au
repos pendant 4 heures. La suspension a été filtré a 1’aide de papier filtre et le filtra a été
évaporé jusqu’a ¥ de son volume d’origine a 1’aide d’une plaque chauffante. De I’hydroxyde
d’ammonium concentré 30% a été ajouté goutte a goutte pour précipiter les alcaloides de
filtrat. A papier filtre pré-pesé, on a été filtré le précipité et ensuit été lavé avec une solution
d’hydroxyde d’ammonium 1%. Le papier filtre contenant les alcaloides a été séché et repesé,
son teneure est déterminé par la différence entre les poids de papier filtres et exprimé en mg/g

de poids sec.
1V.2.3.2. Elevage d’Aphis fabae

Les pucerons ont été ¢élevés selon la méthode de Salari et al. (2010) avec quelques
modifications. Le puceron 4. fabae a été maintenue en laboratoire en utilisant comme hotes
des plants de féve infestés a été placées dans des bacs en plastique de 45%x33%19 cm,
couvercle en papier films alimentaire étirable avec des trous maillés pour permettre I’échange
d’aire (Figure 1V.6), a été élevée dans des conditions de chambre de croissance de 25 = 1°C
de température, 60 = 10% d’humidité relative et une photopériode de 16:8 h (L:D) de lumiére

artificielle a une intensité d'environ 4000 lux.

Figure IV.6 : Bac en plastique pour 1’¢élevage des pucerons d’Aphis fabae (Originale, 2024).
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1V.2.3.3. Evaluation in vitro de I’effet insecticide des extraits de plante sur Aphis

fabae
1V.2.3.3.1. Bio essai de I'activité insecticide

A partir de différents extraits qui ont obtenu, une gamme de traitements expérimentaux
de quatre concentrations de 60, 30, 15, 7.5 mg/mL de chaque extrait étaient préparés avec la
solution de sulfoxyde de diméthyle (DMSO)10%. De méthodes de toxicité par contact a été
adoptées pour examiner l'activité insecticide de chaque extrait contre les larves et les adultes
d‘4phis fabae selon le protocole de Pascual-Villalobos and Robledo Miras (1999) avec

quelques modifications.
e Mise en ceuvre pratique

Un aliquote de 250 uL de chaque concentration de chaque extrait ont été appliquées sur
des disques de papier filtre séparés dans des plaques de Petri (4,5 x 0,5 cm), et on a été laissé
les pendant 3 a 5 minutes pour absorber les aliquotes. 10 insectes sains et actifs de méme
taille et de méme age pour les larves comme les adultes ont été placés dans chaque plaque a
I'aide d'un pinceau propre. Un contrdle négatif a été préparé avec la solution (DMS0)10%.
Cing répétitions pour chaque concentration et pour traitement de contr6le ont été incluses.
Les plaques ont ensuite été placées dans une chambre de croissance a 25+1°C, 60 £10%

d'’humidité relative et une photopériode de 16:8 (L:D).

-

e
L

"\ ﬁ; SRS
Figure 1V.7 : Dispositif expérimental de bio-essai de l'activité insecticide. Adultes

apteres traitées : A ; larves traitées : B.
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1V.2.3.3.2. Détermination de taux de mortalité corrigée

La mortalité de larves et d’adultes d*Aphis fabae ont été observées et enregistrées apres
48 heures depuis le début de I'exposition aux traitements. Les données de mortalité observées
ont été¢ corrigées en fonction de la mortalit¢ des témoins a l'aide de la formule d'Abbott

(Abbott, 1925) :

Ma (%) = [(Mt - Mc)/(100 - Mc)] x 100
Ma : mortalité corrigée (%).
Mt : mortalité dans le traitement (%).

Mc : mortalité dans le controle (%).

1V.2.3.3.3. Détermination les doses létales (DLs¢)

Les doses 1étales 50 sont déterminés 48 heures aprés traitement, elles sont calculées en
transformant les doses utilisées en logarithme décimaux et les valeurs de pourcentage de
mortalité corrigée en Probit. Les valeurs de DLsy sont déterminées a partir des droites de
régression Probit: f (log dose) a l'aide de programme (IBM SPSS Statistiques V27.0.1)
(Sakuma, 1998).

1V.2.3.3.4. Détermination des pourcentages de population résiduelle (PR%)

L'efficacit¢ de toxicit¢ des différents extraits appliqués a été révélée ainsi par
l'estimation et la comparaison des populations résiduelles de pucerons (PR%). La population
d'aphidien a été dénombrées aprés une exposition de 24, 48 et 72 heures en sondant

doucement avec un pinceau fin et en observant la présence de mouvement de 1'insecte.
Le pourcentage de populations résiduelles a été déterminé selon (Baba-Aissa et al., 2017):

PR (%) = [(NFM)t /(NFM)c]x100
PR (%) : pourcentage de populations résiduelles.
(NMF)t : nombre des formes mobiles dans le traitement.

(NMF)c : nombre des formes mobiles dans le controle.
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e Catégories de toxicité :

(PR>60%) : lorsque la molécule neutre ou légérement toxique ;
(30% <PR <60%) : lorsque la molécule moyennement toxique ;
(PR <30%) : lorsque la molécule toxique.

1V.2.3.4. Traitement statistique des résultats

Tous les tests statistiques ont été effectués a 1'aide de (IBM SPSS Statistics V27.0.1) a

un niveau de signification de 0,05, et a intervalle de confiance de 95%.

Le test (MANOVA) a été utilisé pour analyser et comparer les teneurs en polyphénols,
en flavonoides, en tanins et en saponines entre les différentes extraits suivis de test de
comparaison multiple (Tukey). Le test t de Student a été utilisé pour analyser et comparer les
teneurs en alcaloide des feuilles et d'écorce de tige de la plante. Les effets des extraits sur la
mortalité ont été analysés et comparé par 1’analyse de variance a sens unique (ANOVA)
suivis par le test (Tukey). Les données de pourcentage de population résiduelle (PR%) ont été
soumises a une analyse de variance a sens unique (ANOVA), suivie d'un test de comparaison
multiple (Tukey) afin de comparer I’effet de toxicité causée par les différents extraits. Les
données relatives a pourcentage de population résiduelle (PR%) et le temps d’exposition été
soumises a une analyse en utilisant le test non paramétrique (Kruskal-Wallis) pour déterminer

la signification d’effet de temps d’exposition sur la capacité insecticide des extraits.
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Chapitre V : résultats et discussion

V.1. Caractéristiques chimiques des parties étudiées

V.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement de 1'extraction pour les extraits de chaque partie de plante est mentionné
dans la figure V.1. L'extraction des métabolites secondaires par la méthode de macération a
¢té utilisée pour minimiser la dégradation des composé€s bioactifs en préservant leurs

bioactivités.

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extrait de méthanol était plus élevé
par rapport a celui observé pour les autres extraits, suivi de I'extrait d’hexane et
dichlorométhane et aqueux dans les feuilles (Figure V.1.A). De méme dans 1’écorce de tige,
I’extrait de méthanol a été représenté le taux de rendement le plus élevé, suivi de 1’extrait
aqueux, de dichlorométhane et d’hexane (Figure V.1.B). Ces résultats indiquent que le taux
de rendement varie en fonction de type de solvant en concernant leur polarité, c’est- a- dire
que le rendement d’extraction augmente selon le degré croissant de polarité des solvant
utilisés. Ca peut justifier par la forte capacité de solubilité des métabolites secondaires dans

les solvants polaires.

Selon nos résultats, les taux de rendements des extraits de méthanol et d’hexane des
feuilles : 17% et 1.66% étaient supérieurs comparativement a ceux observés chez 1’écorce de
tige avec des valeurs de 12.4% et 0.25% successivement (Figure V.1. A, B). Ces résultats
montrent ainsi que la variation de rendement s’accorde également avec la partie extraite de la
plante, ce qui signifie que la teneur en nutriment secondaire extraite varie d’une partie a

I’autre de la méme plante.
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Figure V.1 : Rendement en (%) des extraits de Z. spina-christi. Rendement des feuilles : A;
Rendement d’écorce de tige : B. Hex : Extrait d’hexane, Dich : Extrait de dichlorométhane,

Méth : Extrait de méthanol, Aq : Extrait aqueux.

En général, le rendement de I'extraction dépend du type de solvant utilisé, le temps
d'extraction, la température, le rapport échantillon/solvant ainsi que de la composition

chimique et des caractéristiques physiques des échantillons (Dai & Mumper, 2010).

La composition chimique et le rendement de leur extraction des différentes especes sont
influencés par 1’espéce botanique, le chémotype (Setzer & Haber, 2007), I’origine et les
facteurs extrinséques tel température, nature du sol, ensoleillement, altitude, pratiques
culturales (Wichtl & Anton, 1999), I’organe végétal, I'age de la plante, le cycle végétatif, la
période de récolte, la durée et des conditions de conservation et de la sélection (Angioni et
al., 2006), et par le procédé et la cinétique du processus d’extraction (Randrianarivelo, 2010).

La comparaison des résultats de rendement avec les résultats des études antérieures
n’est pas facile, a cause de I’intervention de certains facteurs qui agissent sur le rendement,
comme les conditions et la méthode d’extraction, de 1’espece et 1’origine géographique de la
plante, des conditions et de la durée du stockage et de la période de la récolte (Chaouche et

al., 2014).
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V.1.2. Analyse quantitative des métabolites secondaires

V.1.2.1. Quantification de teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins

condensés, et saponines totales

Les résultats obtenus ont montré que la teneur totale en phénols, flavonoides, tanins

condensés et en saponines varie d'une partie a l'autre et d'un extrait a 'autre (Tableau V.1).

L’analyse de test MANOVA a montré une différence trés hautement significative (P =
0.001 : ***) entre les différents extraits en teneurs totales en phénols, flavonoides, tanin
condensé et saponines a la fois chez les feuilles comme chez 1’écorce de tige de Z. spina-
christi, c’est-a-dire qu’il y a un effet trés hautement significatif des types de solvant sur la

quantité de nutriments secondaires extraites, cela dépend de leur degré de polarité.

Les résultats de la présente étude montrent que 1’extrait de méthanol de feuilles de Z.
spina-christi, est tres riche en phénols et saponines que les autres extraits, car il représente
des teneurs tres importantes qui sont successivement de 58.27+0.618 mg EAG/g ES et
320.93+1.475 mg ED/g ES. En revanche, I’extrait de dichlorométhane représente les valeurs
les plus faibles en phénols, tanins et saponines que celles trouvées dans les autres extraits qui
sont successivement de 8.49 + 0.974 mg EAG/g ES, 0.002 + 0.0005 mg EC/g ES et de 23.83
+ 1.552 mg ED/g ES (Tableau V.1).

En accorde Ermias et al. (2011) et Alhassan et al. (2019) ont trouvé que des stéroides,
des flavonoides, des tanins, des lipides, des anthraquinones, des saponines et des alcaloides

sont présents dans les extraits des feuilles de Z. spina-christi.

Concernant I’extrait de méthanol d'écorce de la tige de Z. spina-christi, il est également
trés riche en nutriments secondaires, car il représente les valeurs les plus élevées en phénols,
flavonoides, tanins et en saponines qui sont successivement 185.96 + 1.254 mg EAG/g ES,
8.92 + 0.319 mg EQ/g ES, 0.014 + 0.0002 mg EC/g ES et 662.47 + 4.838 mg ED/g ES qui
sont presque 2 ou 3 fois plus élevé que celles observé dans I'extrait aqueux. En revanche, les
extraits d'hexane et de dichlorométhane présentent des valeurs tres faibles correspondant a

moins de 15% de celles trouvées dans I'extrait de méthanol (Tableau V.1).

Les contenus phytochimiques des différents extraits varient en fonction du solvant
utilisé et de sa polarité qui jouerait un réle clé dans l'augmentation de la solubilité de ces

composants (EI Maaiden et al., 2019).
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Des études phytochimiques antérieures sur l'écorce de la tige de Z. spina-christi ont
réveélé l'existence d'alcaloides, de flavonoides, de stérols, de tanins et de triterpénoides, de
saponines, et cette partie de plante a été signalée pour ses activités antimicrobiennes et
cytotoxiques (Ads et al., 2017, 2018). Des criblages phytochimiques préliminaires réalisérent
par (Adzu et al., 2003) montrérent une présence des tannins et des saponines dans l'extrait de

méthanol de 1'écorce de la tige.

En ce qui concerne la teneur des extraits en saponines, elles représentent la composante
la plus abondante comparativement aux autres composants phytochimiques dans les feuilles
et I’écorce de tige de Z. spina-christi (Tableau V.1). L’étude d’Albalawi (2021) a confirmé la
présence de grandes quantités de saponine dans les feuilles. L'analyse phytochimique de
l'extrait éthanolique d’écorce de tige a montré une présence abondante de saponine

(Taghipour et al., 2020).

Tableau V.1: Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins condensés, et

saponines totales dans les feuilles et I’écorce de tige de Z. spina-christi.

Feuilles

Extraits N = . S

TTP TTF TTC TTS
Hex 11.86 + 0.945 P© 28.62+0.603 % 0.012+0.0002%  49.11+£1.215°
Dich 8.49+0.974° 5.69 +0.654 ¢ 0.002 +0.0005¢  23.83+1.552¢
Méth 5827 +0.618% 20.04 + 0.998 P 0.002 £ 0.0001 ¢ 320.93 +1.475°
Aq 12.82 +2.473° 11.78 £0.524 € 0.005+0.0001°  41.22+2383°¢

Ecorce de tige

Extraits

TTPA TTF® TTC® TTS €
Hex 10.07 £ 0.238 © 2.87+0.479° 0.005 +0.0003°  3.05+2.383¢
Dich 1.75+0.357 ¢ 0.61 +0.079 ¢ - 92.43+2.178 ¢
Méth 185.96 + 1.254 ° 8.92+0319% 0.014+0.0002%  662.47 +4.838 ®
Aq 72.09 £0.545 ° 550 +0.138° 0.001 £0.0001 ¢ 205.95+2.011°

Les données sont exprimées en moyenne + SD de trois répétitions. Les différentes lettres (a,

b, c, d, ab) dans la méme colonne indiquent une différence hautement significative (P = 0,001

. ***)

A Teneur totale en polyphénols est exprimée en milligrammes d'équivalent d'acide gallique

par gramme d'extrait sec (mg EAG/g ES).
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B Teneur totale en flavonoides est exprimée en milligrammes d'équivalent quercétine par
gramme d'extrait sec (mg EQ/g ES).

© Teneur en tanins condensés est exprimée en milligrammes d'équivalent catéchine par
gramme d'extrait sec (mg EC/g ES).
D Teneur totale en saponines est exprimée en milligrammes d'équivalent diosgénine par

gramme d'extrait sec (mg ED/g ES).
V.1.2.2. Quantification de teneurs en alcaloides

L’analyse de test ¢ a révélé une différence hautement significative (P = 0.009 : **) entre
les concentrations d’alcaloides dans les feuilles et 1’écorce de tige de la plante (Figure V.2),
ce qui signifie que la teneur d’alcaloide varie significativement d'une partie a une autre dans
la méme plante. L’écorce de la tige contient une quantité d’alcaloides moins que celle trouvée
dans les feuilles avec une valeur de 43.50 + 3.50 mg/g PS. La répartition des saponines entre

les différentes parties dépend de 1’age de la plante (Kharkwal et al., 2012).

Les feuilles représentent également une valeur de 56.70 + 3.245 mg/g PS, elle est plus
¢levée par rapport a celle trouvée précédemment par (Khaleel, 2018). Les substances
phytochimiques sont beaucoup plus sensibles a l'environnement (Azwanida, 2015), elles

varient selon les conditions environnementales (Vaidya et al., 2014).
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Figure V.2 : Teneurs totales en alcaloides dans les feuilles et 1'écorce de tige seches de Z.
spina-christi. Les valeurs sont exprimées en moyennes de trois répétitions pour chaque partie
+ SD. La signification statistique a été calculée avec le test # a un seuil de 0.05. (Valeur p =

0.009 : *%*).

V.2. Evaluation de I’effet insecticide des extraits

V.2.1. Estimation de taux de mortalité corrigée

Le tableau V.2, représente le taux de mortalité des larves et des adultes apteres d’A.
fabae a été enregistré apres 48 heures d'exposition aux différents extraits des feuilles et
d’écorce de tige de Z. spina-christi et aux différentes concentrations qui ont été appliquées

par contact.

Le test ANOVA a signalé une différence statistiquement trés hautement significative (P
< 0.001 : ***) entre les différentes concentrations aux extraits des feuilles et d’écorce de tige
de la plante sur les taux de mortalité pour les larves et les adultes (Tableau V.2), c’est-a-dire
qu’il y a un effet de maniere tres hautement significatif des concentrations des extraits sur les
taux de mortalité chez les larves comme chez les adultes d’A. fabae. Les résultats de (Imran
et al., 2021; Rahman et al., 2007) indiquent que le taux de mortalité était directement
proportionnel a la concentration d'extrait. Cela signifie que plus la concentration de

traitement est augmentée, plus le taux de mortalité est éleve.

En outre, selon le test Tukey, des valeurs de mortalite significatives ont été enregistrées
sur les larves et les adultes qui ont été traités aux concentrations élevées (60 et 30 mg/mL)
comparativement aux effets des traitements de (15 et 7.5 mg/mL) qui sont la plupart faibles

(moins de 30% de taux de mortalité).

A partir des résultats obtenus (Tableau V.2), on peut bien observer que pour les feuilles,
I’extrait de méthanol a été montré un effet de mortalité plus important chez les larves et les

adultes aptéres que les autres extraits avec des taux de mortalité des larves de 89.411 + 9.66%
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a concentration de 60 mg/mL et de 68.235 £7.89% a concentration de 30 mg/mL, et pour les
adultes de (81.538 £10.32% a 60 mg/mL et de 67.692 +5.16 % a 30 mg/mL, suivi de I’extrait
aqueux avec un taux de mortalité de 71.76 +9.66% a 60 mg/mL et de 43.53 £7.89 a 30
mg/mL pour les larves, et de 67.69 £5.16 a 60 mg/mL et de 42.31 +14.13 & 30 mg/mL pour
les adultes. Alors que les extraits d’hexane et de dichlorométhane ont été représentés par les
taux de mortalité les plus faibles. L’extrait d’hexane a révélé une mortalité de 61.17 £7.89 %
a 60 mg/mL et de 40 £9.66 % a 30 mg/mL pour les larves, et de 53.85 £8.15 % a 60 mg/mL
et de 28.46 +£5.16 % a 30 mg/mL pour les adultes. La mortalité¢ d’extrait de dichlorométhane
qui était enregistree est de 61.18 £7.89 % a 60 mg/mL et de 54.12 +9.66 % a 30 mg/mL pour
les adultes, et de 51.54 £5.15 % a 60 mg/mL et de 35.39 +6.31 % a 30 mg/mL pour les
adultes.

De plus, I’extrait de méthanol d’écorce de tige a également montré la mortalité la plus
élevé chez les larves que les adultes apteres par rapport aux autres extraits avec un taux de
89.40 +9.66% a concentration de 60 mg/mL et de 68.23 +7.89% a concentration de 30
mg/mL pour les larves, et chez les adultes avec des valeurs de 81.54 +6.31% a 60 mg/mL et
de 58.45 +10.32% a 30 mg/mL, suivi des extraits d’hexane et aqueux qui ont révélé un effet
similaire. Le taux de mortalité¢ d’hexane a été enregistré avec des valeurs de 75.29 +9.66% et
de 54.12 +9.66% a 60 et 30 mg/mL de concentration successivement pour les larves, et de
53.85 £8.15% et de 35.37 £6.31% a 60 et 30 mg/mL de concentration successivement pour
les adultes. De méme effet de mortalité d’extrait aqueux que nous avons bien observé avec
des valeurs de 75.28 +9.66% a 60 mg/mL et de 50.59 +7.89% a 30 mg/mL chez les larves, et
pour les adultes avec des taux de 60.77 +£10.32% a 60 mg/mL et de 37.68 £10.32% a 30
mg/mL. Tandis que I’extrait de dichlorométhane a été présenté avec la mortalité la plus faible
(54.12 £15.78% a 60 mg/mL et de 25.87 £7.89% a 30 mg/mL chez les larves) et (51.54
+12.63% a 60 mg/mL et de 21.52 +12.63% a 30 mg/mL chez les adultes) (Tableau V.2).
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Tableau V.2 : Taux de mortalité des larves et des adultes apteres d'dphis fabae exposés aux extraits des feuilles et d’écorce de tige apres

48 heures d'exposition.

Taux de mortalité d’extraits des feuilles (%)

Concentration

(mg/mL) Hex Dich Méth Aq
Larves Adultes Larves Adultes Larves Adultes Larves Adultes
60 61.17+7.89 a 53.85+8.15a 61.18+7.89a 51.54+5.15a 89.41 £9.66 a 81.54+10.32 a 71.76 £9.66 a 67.69 £5.16 a
30 40 +£9.66 b 28.46£5.16 b 54.12+9.66 a 35.39+6.31b 68.23+7.89b 67.69+£5.16 b 43.53+7.89b 42.31+14.13 b
15 25.88 £7.89 be 14.61 £6.31c 18.82+£9.66 b 14.62 £6.31 ¢ 36.47 £9.66 ¢ 33.08+5.16 ¢ 36.47+£9.66bc  26.15+10.32 be
7.5 22.35+9.66 ¢ 12.31 +6.31¢ 15.29+7.89b 10+5.15¢ 25.88 £14.76 ¢ 14.61 £6.31d 22.35+9.66 ¢ 12.31+6.31 ¢
Concentration Taux de mortalité d’extraits d’écorce de tige (%)
(mg/mL) Hex Dich Méth Aq
Larves Adultes Larves Adultes Larves Adultes Larves Adultes
60 75.29 £9.66 a 53.85+8.15a 54.12+15.78a  51.54+12.63 a 89.40 £9.66 a 81.54 +6.31 a 75.28 £9.66 a 60.77 £10.32 a
30 54.124+9.66 b 3537+631Db 25.87+7.89b 21.52+12.63 b 68.23+7.89b 58.45£10.32b 50.59+7.89 b 37.68 £10.32 b
15 25.88 +7.89 ¢ 21.54+5.16 ¢ 18.81 £9.66 b 12.31+6.31Db 57.63 £9.66 b 37.68 £6.31 ¢ 29.40+£12.47¢  21.52412.63 be
7.5 15.28 +7.89 ¢ 16.91 £9.65 ¢ 1528 +7.89b 10£5.16 b 36.47 £9.66 ¢ 21.54£12.63 ¢ 18.81 +£9.66 ¢ 12.31+6.31 ¢

Les donnees sont exprimées en moyenne + SD de cing répétitions. Les lettres différentes (a, b, c, d, ab) sur une méme colonne signifient une

différence tres hautement significative (P < 0,001 : ***) par le test de Tukey pour un seuil de 0,05 entre les différents traitements sur les larves et

les adultes.
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Les principaux resultats de notre étude indiquent que ’effet de mortalité des extraits
des feuilles et d’écorce de tige sur les larves et les adultes aptéres d’A. fabae varie d’un
extrait a ’autre en fonction de leur contenu en métabolites secondaires, aussi il est di a la
présence de différents composés chimiques actifs. Compte tenu de nos résultats sur la
quantité des composés bioactifs dans les extraits les plus efficaces (1I’extraits de méthanol des
feuilles et d’écorce de tige), on peut confirmer leur activité insecticide a la présence des

quantités importantes des composés phénoliques, des saponines et peut-étre des alcaloides.

En général, les métabolites secondaires produits par les plantes ont un large spectre
d'activité, leur action perturbe les processus cellulaires et physiologiques responsables du
maintien de l'homéostasie, et peuvent provoquer des changements dans divers tissus et
organes, ce qui peut finalement entrainer la mort (Chowanski et al., 2016). Les flavonoides,
les terpenes, les phénols, les alcaloides, les stérols, les cires, les graisses et les tanins etc, ils
sont des composants qui défendent contre les pathogénes microbiens et les ravageurs

invertébrés (Gottlieb, 1990; Wink & Schimmer, 2018).

En outre, diverses études ont considéré les composés phénoliques des plantes comme
l'une des défenses les plus importantes contre les insectes (Barbehenn & Martin, 1994;
Barbehenn et al., 1996; Henn, 1997). Les polyphénols peuvent étre toxiques pour les insectes
herbivores (Singh et al., 2021). Selon I’étude de Simmonds (2001), les flavonoides ont des
effets insecticides. Margareth BC Gallo et leurs collégues montrent que les quercétines
extraites de Vitex polygama sont des substances trés actives entrainant une mortalité de 78 et

85 % contre les larves de Spodoptera frugiperda (Gallo et al., 2006).

Des études antérieurs indiquant qu'il y a ’'un des tipes de quercétine peut étre un
inhibiteur puissant de 1’ATPase mitochondriale (Lang & Racker, 1974), des oxydases a
fonction mixte (MFO) dépendantes du cytochrome P-450 (Mitchell et al., 1993) et des
glutathion-S-transférases des larves de S.frugiperda (Yu & Abo-Elghar, 2000).

Concernant les saponines, de nombreux chercheurs ont prouvé les activités des
saponines d’origine végétale avec un grand potentiel d’activités insecticides significatives en
raison de leur nature toxique contre un nombre important d'insectes nuisibles (comme les
pucerons, les coléopteres, les charancons, les cicadelles, les vers et les papillons de nuit...
etc). Des études ont montré une mortalité et des activités cytotoxiques contre les insectes
nuisibles testés. Les saponines affectent gravement le comportement, la physiologie et le
métabolisme des pucerons et réduisent ainsi leurs populations sur les plantes (Singh & Kaur,
2018).
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En outre, les alcaloides naturels de différentes classes chimiques ont des effets
insecticides (Zhu et al., 2012; Kathuria et al., 2013; Chowanski et al., 2016). Les composés
bioactifs, tels que les alcaloides permis de lutter efficacement contre les insectes nuisibles
(Furstenberg-Hagg et al., 2013).

V.2.2. Détermination des doses létales (DLs)

Les resultats des mortalités corrigées obtenus, ont permis d’estimer les valeurs des
doses létales a 50% des larves et des adultes de ravageur de culture de féve A. fabae aprés 48
heure d’exposition de différents extraits des feuilles et d’écorce de tige de Z. spina-christi.

Ces valeurs de DLsp sont indiquées dans le tableau V.3.

Nous remarquons que la DLsp varie d’extrait a autre, les valeurs les plus faibles qu’ont
été enregistrés a 1’égard des feuilles, étaient de 1’extrait de méthanol avec un valeur de 17.747
mg/mL vis-a-vis des larves et de 21.819 mg/mL chez les adultes, suivi de 1’extrait aqueux
avec un valeur de 28.542 ; 35.109 mg/mL pour les larves et les adultes respectivement, suivi
par I’extrait de dichlorométhane en valeur de DLz de 35.763 et 56.527 mg/mL chez les lares
et les adultes respectivement. Alors que la valeur la plus élevée de DLs, a été signalée par
I’extrait d’hexane qui a représenté le DLsg Vis-a-vis les larves et les adultes de 41.5 et 60.774
mg/mL respectivement (Tableau V.3).

En ce qui concerne ’effet des extraits d’écorce de tige, I’extrait de méthanol a présenté
la plus faible valeur de DLsj pour les larves et les adultes : elle était respectivement de 12.377
et 21.312 mg/mL, suivi des extraits aqueux de 27.178 et 21.312 mg/mL et d’hexane a des
valeurs de 27.599 et 55.722 mg/mL pour les larves et les adultes, tous respectivement. Tandis
que I’extrait de dichlorométhane a révélé les valeurs les plus élevées en DLsy étaient de

65.356 et 70.237 mg/mL chez les larves et les adultes respectivement (Tableau V.3).
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Tableau V.3 : Valeurs DLs des différents extraits des feuilles et d’écorce de tige contre

les larves et les adultes apteres d'Aphis fabae pour 48 heures d'exposition.

Partie de

Stade de

Extraits DLs, (mg/mL) FL 95% (mg/mL) Pente + SE x2 (ddl) Valeur p
plante développement
Hex 41.5 31.626 - 62.926 1.191+£0.199 2.591(2) 0.274
Dich 35.763 - 1.648+0.209  7.390 (2) 0.025
Larves
Méth 17.747 15.207- 20.530 2.135+£0.219  3.98(2) 0.137
Aq 28.542 23.065 -36.930 1.39+0.2 3478 (2) 0.176
Feuilles Hex  60.774 46.115 -93.904 14800218 3.805(2) 0.149
Dich 56.527 43.960 - 82.783 1.570 £0.221 1.423 (2) 0.491
Adultes S
Méth 21.819 18.962 -25.132 2.263 +0.221 1.979 (2) 0.372
Aq 35.109 29.310 -44.018 1.769+£0.214  0.506 (2) 0.776
Hex 27.599 23.612 -32.841 1.975+£0.214 1.294(2) 0.425
L Dich 65.356 47.091 -114.792 1.261 £0.210 5.504 (2) 0.064
arves
Méth 12.377 9.609 - 15.046 1.635+0.211  2.201(2) 0.333
Ecorce Aq 27.178 22.884 - 33.000 1.760 £0.208 1.476(2) 0.478
de tige Hex 55.722 40.89 - 93.786 1.2124+0.205 1.275(2) 2.529
Dich 70.237 - 1.549+£0.227 6.023 (2) 0.049
Adultes -
Méth 21.312 18.02 - 25.219 1.850+0.209 0.633(2) 0.729
Aq 43.467 35.095 - 58.508 1.611+0.213  0.605(2) 0.739

A partir de nos résultats, les plus faibles valeurs de DLs, d’extrait de méthanol des

feuilles et d’écorce de tige ont montré une forte toxicité par rapport aux autres extraits, ce qui

explique la supériorité de ces extraits en tant qu’effet de toxicité comparativement a I’extrait

aqueux. D'autre part, les valeurs les plus ¢élevées de DLsy de 1’extrait d’hexane de feuilles et

de dichlorométhane d’écorce de tige signifient leur faible toxicité a I’égard des larves et des

adultes d’A4. fabae. Compte tenu de nos résultats sur la quantité des composes bioactifs dans

les différents extraits des feuilles et d’écorce de tige, on peut confirmer que leur forte ou

faible toxicité dépend de 1’abondance des quantités des composés phénoliques, des saponines

et peut étre des alcaloides.
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A partir des résultats obtenus, on peut bien observer que les valeurs de DLsy Vis-a-vis
les larves d’A. fabae sont plus faibles par rapport a celles observées chez les adultes, ce qui
démontre que les larves d’A. fabae sont plus sensibles que les adultes vis-a-vis aux extraits

des feuilles et d’écorce de Z. spina-christi.

La faible toxicité des adultes peut étre associée a de faibles capacités d'absorption et de
pénétration des extraits dans la cuticule. La structure de la cuticule et le degré de sclérose des
larves peuvent controler le degré de toxicité, parce que le tégument présente la premiére
barriere de défense contre les agents xénobiotiques (Alberti & Coons, 1999; Tunaz & Uygun,
2004).

V.2.3. Détermination des populations résiduelles (PR%)

La toxicité des extraits de feuilles et d'écorces de tiges de Z. spina-christi contre le
puceron A. fabae, évaluée par le pourcentage de la population résiduelle (PR%) des larves et

des adultes aptéres, était trés variable en fonction de multiples facteurs (Figures V.3 et V.4).

Nos résultats ont montré que les valeurs de PR% d'A. fabae variaient en fonction du
type d’extrait, en particulier dans les concentrations les plus fortes. Les résultats du test
ANOVA ont montré des différences hautement significatives (p < 0,01 : **) a tres hautement
significatives (p < 0,001 : ***) entre les quatre extraits de Z. spina-christi (feuille et écorce de
tige) lors des périodes d'exposition de 24 et 48 heures aux doses de 60, 30 et 15 mg/mL. En
revanche, a la faible dose de 7,5 mg/mL, une différence significative (p < 0,05 : *) entre les
types d'extraits de feuilles est apparue aprés 72 heures d'exposition a la fois chez les larves et
les adultes, mais pour les extraits d'écorce de tige, ils ont été signalés apres 48 heures

d'exposition chez les larves.

En outre, les résultats du test de Tukey ont révélé la supériorité des extraits de feuilles
et d'écorce de tige au methanol sur les extraits d'eau, d’hexane et de dichlorométhane en
termes d'efficacité toxique. En outre, le potentiel aphicide de I'extrait d'écorce de tige au
méthanol était Iégerement supérieur a celui enregistré dans I'extrait de feuille, a des valeurs
de PR% inférieurs (Figures V.3 et V.4).

Les résultats de notre étude indiquent que le PR% d'A. fabae varie en fonction du temps
d'exposition, les données du test de Kruskal-Wallis montrant également des différences au

moins hautement significatives (p < 0,05 : *) entre les taux de PR% d'A. fabae en fonction de
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la durée d'exposition (24, 48 et 72 h) aux extraits de feuilles et d'écorce de tige a toutes les

concentrations.

Le PR% des pucerons noirs varie également en fonction de leur stade de
développement. L'effet insecticide des extraits était plus fort chez les larves que chez les
adultes. De plus, le PR% des pucerons varie en fonction de la concentration de I'extrait. Les
effets toxiques ont diminué avec la décroissance des doses utilisées. La concentration la plus
élevée (60 mg/mL) s'est avérée la plus efficace pour atteindre les niveaux toxiques
maximums que les concentrations plus faibles (30, 15 et 7,5 mg/mL) (Figures V.3 et V.4).

Considérant que I'extrait de méthanol est I'extrait le plus toxique, I'extrait de méthanol
de feuilles a la concentration élevée (60 mg/mL), a provoqué une toxicité modérée (30%> PR
>60%) initialement (apres 24 h) et a évolué vers une toxicité élevée (PR <30 %) et précoce
(apres 48 h) et a atteint la valeur nulle aprés 72 h d'exposition sur les larves (Figure V.3).
Cependant, pour les adultes (Figure V.4), I'extrait de méthanol a eu presque le méme effet
que celui observeé sur les larves, mais avec des niveaux de PR % légérement plus élevés. La
concentration de 30 mg/mL a révélé une faible toxicité (PR >60 %) au début (aprés 24 h) et a
évolué vers une toxicité élevee a partir de 48 h d'exposition chez les larves (Figure V.3).
Chez les adultes, I'extrait de méthanol n'a atteint une toxicité élevée qu'au dernier stade (apres
72 h d'exposition) (Figure V.4). L'effet toxique de la concentration de 15 mg/mL sur les
larves n'a atteint une toxicité élevée qu'apres 72 heures d'exposition (Figure V.3). Chez les

adultes, il n'a pas atteint une toxicité eélevée, méme aprés 72 heures d'exposition (Figure V.4).

De plus, l'effet toxique de I'extrait méthanoique d'écorce de tige a des concentrations
(60, 30 mg/mL) était presque similaire a celui observé avec l'extrait de feuilles. Avec une
concentration de 15 mg/mL, l'extrait de méthanol n'a atteint une toxicité élevée (PR <30 %)
qu'apres 72 h d'exposition chez les larves (Figure V.3). Cependant, chez les adultes, l'effet
toxique est resté le méme que chez les larves, mais avec un PR% légerement plus élevé
(Figure V.4). Pour la faible concentration (7,5 mg/mL), I'effet toxique était similaire a celui
observé avec la concentration de 15 mg/mL chez les larves (Figure V.3). Chez les adultes,

aucun effet hautement toxique n'a été observé, méme aprés 72 h d'exposition (Figure V.4).
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Figure V.3 : Comparaison du pourcentage de population résiduelle de larves d'dphis fabae.

Concentrations : 60 mg/mL: (A), 30 mg/mL: (B), 15 mg/mL: (C), 7,5 mg/mL: (D)
d'extraits de feuilles et d'écorce de tige de Z. spina-christi apres 24, 48 et 72 heures

d'exposition. Toutes les données sont exprimées en moyenne £ SEM de cinq répétitions. Les

barres avec la méme lettre pour la méme période ne sont pas significativement différentes ;

test de Tukey a p = 0,05.
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Figure V.4 : Comparaison du pourcentage de population résiduelle d'adultes aptéres d'Aphis
fabae. Concentrations : 60 mg/mL : (A), 30 mg/mL : (B), 15 mg/mL : (C), 7,5 mg/mL : (D)
d'extraits de feuilles et d'écorce de tige de Z. spina-christi apres 24, 48 et 72 heures
d'exposition. Toutes les données sont exprimées en moyenne £ SEM de cinq répétitions. Les
barres avec la méme lettre pour la méme période ne sont pas significativement différentes ;
test de Tukey a p = 0,05.
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En raison des problémes liés a I'utilisation de produits chimiques pour lutter contre les
ravageurs, il est urgent d'introduire des produits naturels, principalement d'origine végétale,
pour lutter contre les insectes ravageurs, en particulier A. fabae, l'un des principaux

problémes de la culture du haricot dans les régions du monde.

L'activité des biopesticides végétaux est basée sur I'action des métabolites secondaires,
et ils sont utilisés comme alternatives pour protéger les plantes des parasites (Isman &

Grieneisen, 2014; Benelli et al., 2016;), tels que les pucerons ravageurs (Smith et al., 2018).

Généralement, les bioinsecticides sont obtenus a partir d'extraits de plantes médicinales
ou alimentaires industrielles et de produits qui présentent des risques minimes pour la santé et

I'environnement (Isman, 2015; Pavela, 2017).

Nos résultats ont montré que les extraits de la plante médicinale Z. spina-christi ont des
effets toxiques différents sur A. fabae en fonction du type de solvant, du temps d'exposition,

du stade de développement du puceron et de la concentration.

Nos résultats indiquent que le type de solvant utilisé affecte significativement le taux de
PR%. Cela pourrait s'expliquer par le fait que l'activité insecticide des extraits de plantes
différe en fonction de leur degré de polarité concernant la teneur en composants actifs. Les
solvants se diffusent dans la matiére solide de la plante lors de I'extraction, solubilisant les
composés polaires similaires, ils contiennent un mélange de métabolites secondaires de
plantes médicinales, tels que des flavonoides, des glycosides, des alcaloides, des terpénoides
et des lignanes (Handa et al., 2008).

Nos résultats démontrent le potentiel insecticide significatif des extraits de méthanol.
Les extraits de méthanol présentent systématiquement I'effet toxique le plus éleve par rapport
aux autres extraits (eau, hexane et dichlorométhane), en fonction de la dose. Cela n’indique
qu’aucun des extraits d'eau, d'hexane et de dichlorométhane n'a tué A. fabae plus que les
extraits a base de méthanol a toutes les concentrations. En raison de sa grande polarité,
I'activité insecticide des extraits de méthanol peut étre due a la présence des quantités
importantes des métabolites secondaires bioactifs. Par conséquent, les extraits methanoiques
de feuilles et d'écorces de tiges de Z. spina-christi sont des bioinsecticides potentiels contre

les pucerons.

En général, I'extrait méthanolique est le plus actif, offrant une extraction tres efficace
pour une gamme de composes bioactifs (Darah et al., 2013). L'effet aphicide supérieur des

extraits méthanoliques pourrait étre di a la plus grande solubilité des composants secondaires
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ou de nombreux métabolites végétaux volatils dans ce solvant, augmentant ainsi le pouvoir de
ces extraits (Noureldeen et al., 2022). Ceci est en accord avec les études précédentes qui ont
montré l'efficacité des extraits de méthanol de diverses especes de plantes dans le contréle
des populations de pucerons. Shehawy et al. (2019) ont montré que I'extrait de méthanol de
Citrullus colocynthis entrainait la plus forte mortalité d'Aphis craccivora, suivi de l'acétate
d'éthyle et de I'éther de pétrole. Le méme resultat a été observé par Ahmed et al. (2020) qui
ont trouvé que la mortalité des extraits de méthanol de Brevicoryne brassicae L. (puceron du
chou), dépassait celle des extraits d'éthanol et de chloroforme.

La toxicité de I'extrait méthanoique d'écorce de tige était supérieure a celle des feuilles
contre A. fabae d'aprés les valeurs PR%, ce qui indique que l'activité insecticide dépend du
type de matériel végétal. Cette activité pourrait étre attribuée a I'efficacité individuelle ou a
I'action synergique des substances biologiques présentes dans les extraits de ces parties de
plantes.

Nos résultats montrent que l'activité insecticide augmente avec le temps d'exposition.
Ceci pourrait étre attribué a l'interaction synergique de diverses substances bioactives a

mesure que le temps d'exposition augmente.

En outre, I'action insecticide des extraits de méthanol était plus forte chez les larves que
chez les adultes, ce qui suggére que leur sensibilité est plus élevée que celle des adultes. La
structure des couches cuticulaires, en particulier la couche épicuticulaire, est essentielle pour
les insectes car elles contrélent les propriétés de la surface et constituent une barriere contre

I'eau, les ions, les pesticides et les agents pathogénes (Locke, 1974; Neville, 2012).

La composition chimique de la couche épicuticulaire, en particulier les lipides, varie
considérablement d'une larve a l'autre dans certains cas (Richards, 1978), il est possible que
la sensibilité des larves soit due a la leur forte capacité d'absorption et de pénétration des
extraits a travers la cuticule. En revanche, la faible sensibilité des adultes en raison de leur

faible capacités d'absorption et de penétration des extraits dans la cuticule.

Il ressort de notre étude que l'activité insecticide diminue avec la baisse de la
concentration des extraits végétaux. Imran et al. (2021) indiquent que le taux de mortalité est
directement lié a la dose d'extrait, ce qui signifie que lorsque la dose d'extrait est réduite,
I'effet de toxicité diminue, ce qui se traduit par une augmentation du taux de population
résiduelle (PR%) d'A. fabae.
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Conclusion et perspectives

Les conséquences éco-toxicologiques, environnementales et sociales de l'utilisation
généralisée des insecticides chimiques dans l'agriculture ont conduit les chercheurs a trouver
des alternatives viables plus respectueuses de l'environnement que les synthétiques et

l'utilisation d'insecticides a base d'extraits botaniques devient susciter un intérét considérable.

Dans ce contexte, notre travail a été mene dans le cadre de I'étude phytochimique et
I'évaluation de l'activité insecticide, in vitro des différents extraits obtenus de feuilles et
d’écorce de tige de la plante médicinal Ziziphus spina-christi. Dans la présente thése de
doctorat, sur la base des résultats obtenus et rapportés, l’ensemble des objectifs

susmentionnés ont été atteints.

Les résultats expriment que le pourcentage de rendement varie d'un extrait a 1’autre
selon le type de solvant utilisé. Le rendement d’extrait de méthanol était plus élevé par
rapport a celui enregistré pour les autres extraits, suivi de l'extrait d’hexane et
dichlorométhane et aqueux dans les feuilles. Pour I’écorce de tige, I’extrait de méthanol a été
¢galement représenté par le taux de rendement le plus élevé, suivi de I’extrait aqueux, de
dichlorométhane et d’hexane. De plus, les résultats ont montré que le rendement varie en
fonction de la partie de plante, les taux de rendements des extraits de méthanol et d’hexane

des feuilles étaient supérieurs par rapport a ceux de 1I’écorce de tige.

Les résultats de 1’analyse quantitative des métabolites secondaires de Z. spina-christi
ont indiqué que les deux parties de la plante hébergent un contenu en composés bioactifs
important et qui lui confere des propriétés biologiques intéressantes. Elle a révélé que le
contenu en composes bioactifs des extraits de feuilles et d'écorce varie en fonction du degré
de polarité des solvants utilisés. Les teneurs des extraits d’hexane, de dichlorométhane, de
méthanol et aqueux en polyphénols, flavonoides, tanins et saponines s'avérent plus
importantes pour les extraits méthanoliques que pour les autres extraits, suivis de 1’extrait
aqueux. Les extraits de dichlorométhane des feuilles et les extraits d’hexane et de
dichlorométhane d’écorce ont ét¢ marqués comme les extraits les plus pauvres en composés
bioactifs. Par ailleurs, la teneur en alcaloides était plus intéressante pour les feuilles que pour

1’écorce de tige.

Au vu des résultats obtenus lors de I'étude de I'activité insecticide des extraits de

feuilles et d'écorce de tige contre les larves et les adultes apteres, les extraits de méthanol ont
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présenté le taux de mortalité le plus élevé comparativement aux autres extraits, suivi de
l'extrait aqueux chez les larves comme les adultes aptéres. Les extraits d’hexane et de

dichlorométhane ont révelé le plus faible taux de mortalité.

En ce qui concerne les valeurs de DLs, les plus faibles valeurs qui ont été enregistrées
a I’égard des feuilles et de I’écorce de tige, étaient de I’extrait méthanolique, suivi par
I’extrait aqueux, puis 1’extrait de dichlorométhane vis-a-vis les larves et les adultes. Alors que
la valeur la plus élevée de DLsg a été signalée par I’extrait d’hexane vis-a-vis les larves et les

adultes apteres.

Le pourcentage de population résiduelle a confirmé les résultats obtenus qui concernent
le taux de mortalité et les valeurs de DLso. Le PR% varie en fonction du type d’extrait, du
temps d'exposition, du stade de développement du puceron et de la concentration. Nos
résultats indiquent que le type d'extrait affecte de maniére significative le taux de PR%. Les
taux de la population résiduelle n’indiquent qu’aucun des extraits d'eau, d'hexane et de
dichlorométhane n'a tué A. fabae plus que les extraits a base de méthanol a toutes les
concentrations, ainsi que les résultats de PR% indiquent que I'extrait méthanoique d'écorce de
tige était supérieur a celui des feuilles contre A. fabae. Elles ont montré le développement
d'activité insecticide des extraits avec le temps d’exposition. L'action insecticide des extraits
de méthanol était plus efficace vis-a-vis des larves que les adultes aptéres d’A. fabae, cela

indique que la sensibilité des larves était plus élevée aux extraits utilisés.

Un certain nombre de perspectives faisant suite a ce travail est sélectionné. Ainsi, nous

envisageons :

> Le Ziziphus spina-christi offre un potentiel insecticide intéressant qui pourrait
étre nécessitent d'autres études plus profondément plus poussées en isolant et en
identifiant les molécules phytochimiques bioactifs a l'aide de méthode (HPLC-MS)
dans les extraits méthanolique issus de feuilles et d’écorce de tige, et étudier leur effet
insecticide sur la physiologie, la croissance et la reproduction des autres espéce

d'insectes ravageurs de culture.

> Déterminer les molécules bioactives qui peuvent étre responsables de 1’effet
de toxicité et étudier leur action a l'aide des coupes histologiques sur les organes et les

tissus qui sont affectés pour l'insecte traite.
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> Les effets bénéfiques potentiels des extraits de cette plante justifient des
études complémentaires pour mesurer les effets de toxicité sur les mammiféres, ainsi
que les effets secondaires potentiels sur les organismes non ciblés tels que les
prédateurs, les parasitoides et les pollinisateurs pour assurer les recommandations

d'utilisation de ces extraits de la plante en tant qu'un efficace insecticide.
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Annexe I : Caractérisations phytochimiques des extraits de Ziziphus spina-christi

Figure I.
1: Etapes

de
préparatio
n des
extraits de
la plante.

Poudre de

feuilles :A ; poudre d’écorce de tige :B ; macération 24h & T° ambiante par agitation: C;
filtration :D ; Evaporation du solvant par le Rotavapeur ; récupération de I'extrait : F.
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Figure 1. 2 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
(Moyenne * SD de trois mesures).
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Figure 1 .3 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

(Moyenne £ SD de trois mesures).
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Figure I. 4 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

(Moyenne * SD de trois mesures).
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Figure 1. 5 : Courbe d’étalonnage de la diosgénine pour le dosage des saponines

(Moyenne = SD de trois mesures).
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Annexe II : Identification de ’espéce Aphis fabae

Figure II. 1: Loupes binoculaires utilisée pour identifier ’espece et stade d’age d’Aphis
fabae.

Figure 1II. 2 : Planche photographique descriptive d’Aphis fabae. Adulte apteére : A ; Larve :
B.
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Extraits LDgy(mg/mL) FL 95% (mg/mL) Pente + SE x2 (ddl) Valeur p

Hex 494 .45 224.35-2285.41 1.191+£0.199 2.591(2) 0.274
Dich 214.24 - 1.648 £0.209  7.390 (2) 0.025
Méth 70.71 54.95-101.27 2.135+£0.219 398 (2) 0.137
Aq 186.11 121.92 —362.36 1.39+0.2 3478 2) 0.176
Annexe 111 : Doses létales (DLg) contre Aphis fabae aprés 48 heures d’exposition

Extraits LDgo(mg/mL) FL95% (mg/mL) Pente + SE ¥2 (ddl) Valeur p

Hex 446.16 228.33 -1466.99 1.480+0.218  3.805(2) 0.149
Dich 370.07 202.21 - 1050.50  1.570 +£0.221 1.423 (2) 0.491
Méth 80.37 62.79 — 113.68 2263 £0.221  1.979 (2) 0.372

Aq 238.51 136.63 - 629.03 1.769+0.214  0.506 (2) 0.776

Tableau I11.1 : Valeurs DLqg des différents extraits des feuilles contre les larves.

Extraits LDgy(mg/mL) FL 95% (mg/mL) Pente £ SE ¥2 (ddl) Valeur p

Hex 122.97 88.63 —200.04 1.975+0.214 1.294 (2) 0.425
Dich 678.12 290.90 —3490.15 1.261 £0.210 5.504 (2) 0.064
Méth 75.27 54.32 - 126.08 1.635+£0.211 2.201(2) 0.333

Aq 145.31 98.89 —263.93 1.760 £0.208 1.476 (2) 0.478

Tableau 111.2 : Valeurs DLy, des différents extraits des feuilles contre les adultes apteres.

Tableau I11.3 : Valeurs DLy, des différents extraits d’écorce de tige contre les larves

Tableau 111.4 : Valeurs DLy, des différents extraits d’écorce de tige contre les adultes aptéres.
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Extraits LDgy(mg/mL) FL95% (mg/mL) Pente =+ SE ¥2 (ddl) Valeur p
Hex 636.21 272.54 —-3346.15 1.212+0.205 1.275(2) 2.529
Dich 472.20 - 1.549 £0.227  6.023 (2) 0.049
Méth 105.06 75.76 — 171.98 1.850+0.209  0.633 (2) 0.729

Aq 271.56 160.60 — 650.53 1.611 £0.213  0.605 (2) 0.739
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