République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

N° d’ordre:

Université de Ghardaia N° de série:

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la terre
Département de Biologie

Mémoireprésenté en vue de I'obtention du diplome de

MASTER

Domaine : Sciences de la nature et de la vie
Filiere : Biochimie

Spécialité : biochimie appliquée

Par: LAOUAR Farida
LATLA Fatima

Theme

Effets biologiques de quelques plantes spontanées du Sahara
septentrional Est algérien sur la cochenille blanche Parlatoria

blanchardi Targ. du palmier dattier dans la wilaya de Ghardaia

Soutenu publiquement le: 23/06/2019

Devant le jury

Melle. DJEMOUAI Nadjette Maitre Assistant B Univ. Ghardaia Président
Mme. HAMID OUDJANA Aicha  Maitre de conférences B Univ. Ghardaia Encadreur
M. BELHACHEMI M™4Habib Maitre Assistant A Univ. Ghardaia Examinateur

Année universitaire: 2018/2019


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fusarium_oxysporum_f.sp._albedinis&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fusarium_oxysporum_f.sp._albedinis&action=edit&redlink=1

Résumé

Notre étude vise a etudier les extraits naturels afin de lutter contre les cochenilles
blanches Parlatoria blanchardi Targ et de trouver de nouveaux inhibiteurs naturels de
I'acétylcholinestérase présents au niveau de ces ravageurs. Pour ce fait, nous avons
préparés différentes doses des extraits aqueux de Cleome arabica et Urtica urens, deux
plantes spontanées récoltées au Sahara septentrional de I’Est Algérien, les paramétres
étudies sont physiologiques etbiochimiques chez les cochenilles blanches Parlatoria
blanchardi Targ. Ces tests ont montrés que Cleome arabica et urtica urens présentaient
une toxicité significative contre P. blanchardi Targ. avec une mortalité tres élevée, en
termes de dose et de temps d'exposition. La durée minimale de mortalité (TLso) a été
enregistrée avec Cleome arabica au bout de 4,5 mn. La dose létale (DLso) minimale est de
0,070 g/ml chez les individus traités par Urtica urens. Les extraits agueux montrent un
effet sur l'activité cholinestérasique, a différentes doses dans un intervalle de temps de
deux heures aprés traitement. Nous avons trouvé un abaissement de 1activité
cholinestérasique aprés traitement chez les individus de P.blanchardi Targ. Cela signifie
que les extraits aqueux du Cleome arabica et d’Urtica urens provoquent un effet
biologique sur la cochenille blanche (Parlatoria blanchardi Targ.).

Mots clés : Urtica urens, Cleome arabica, extraits foliaires, Parlatoria blanchardi Targ.,
toxicité, mortalité, acétylcholinestérase.
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Introduction

Le palmier dattier est trés exploité dans 1’Afrique mediterranéenne, le Moyen —
Orient, I’Asie de 1’Ouest et les Etats-Unis. C’est la principale source de revenus d’une
vingtaine de pays de ces régions. Son exploitation intéresse de nombreux secteurs de leurs
économies, dont celui de I’alimentation (BOOWJ et al., 1992).

Il constitue le pivot de I’économie rurale en régions arides par ses fruits. Le
microclimat qu’il crée permet le développement de nombreuses especes arborescentes. Les
produits et sous-produits, qu’il génére, rentrent dans divers usages nécessaires a la vie
oasienne et procurent la richesse et la stabilité socio- économique des milieux oasiens.

L'Algérie est lI'un des grands pays leaders dans le domaine de la culture du palmier
dattier, avec plus de 18 millions de palmiers et plus de 800 variétés, dont les plus
importantes sont Deglet Nour, Ghars. La production des dattes biologiques peut étre un
instrument d'amélioration de la commercialisation et de promotion des exportations des
dattes algeriennes, ainsi que de protection et de sauvegarde des palmeraies
(BENZIOUCHE, 2017).

Présentement, on assiste a une situation de détresse dans I’harmonie qui lie ’oasis a
I’activité qui y régne en raison des entraves qu’a connu le palmier dattier. Autrement dit la
durabilité des oasis est étroitement liée a la préservation et valorisation du palmier dattier.
Laquelle durabilité est, a son tour, tributaire de plusieurs facteurs a savoir, et I’'un de ces
facteur est 1’état phytosanitaire exprimeé a travers les ravageurs et les maladies rencontrées
tels que : la cochenille blanche (Parlatoria blanchardi Targ.) ; le 'Khamedj' ou pourriture
des inflorescences (Mauginiella scattae) ; Pourriture du ceeur ou blait (Phytophtora sp) ; la
maladie du Bayoud (Fusarium oxysporum fs albedinis), le Boufaroua (Olygonichus
afrasiaticus) et le foreur des palmes (Apatemonachus) (DAKHIA et al., 2013). Une étude
tres complete est donnée par Vilardebo (1973), El Haidari et Al Hafidh (1986) sur ces
parasites ou pathologie qui infecte les palmier dattier et I'un de ces parasites sont les
cochenilles blanches Parlatoria blanchardi Targ. lls sont présents dans toutes les régions
de culture du dattier et causent ’encrotitement des feuilles, qui diminue la respiration et la
photosynthése. La cochenille peut entrainer une réduction de plus de la moitié de la
production dattiére, et rend les fruits inconsommables (BOUNAGA et DJERBI, 1990).

Les travaux réalisés sur la cochenille blanche du palmier dattier demeurent toujours
trés peu malgré I’importance de cet ennemi dans les palmeraies algériennes, bien que les
infestations par ce déprédateur ne cessent d’évoluer d’une année a une autre, surtout dans
la région de Ghardaia. La lutte physique et a moindre degré la lutte chimique sont les plus
efficaces contre cette cochenille, par contre elles constituent un réel danger pour les
auxiliaires présents naturellement, et peuvent étre a I’origine de la résistance des insectes
aux insecticides de synthese (BENAMEUR-SAGGOU et al., 2015).

La région de Ghardaia dispose d'un important patrimoine d'especes végétales
spontanées utilisées en thérapie. Les plantes spontanées sont des espéces végétales qui se

développent naturellement a I'état sauvage, sans I’intervention de ’homme (MAROUF,

2000). On emploie souvent le nom arabe Acheb qui couvre un tapis presque continu mais
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éphémere de vastes surfaces (OZENDA, 1977 ; BENKHETOU, 2010; BENCHELAH et
al., 2011 ; GUEHILIZ, 2016). Parmi les plantes spontanées se trouvent Cleome arabica et
Urtica urens qui sont riches aux métabolites secondaires. (MAYLIE et al., 2006 ; MADI et
BELKHIRI, 2018).

L’utilisation des extraits végétaux en tant qu’insecticides naturels présentent un
intérét  purement écologique. Certains extraits agissent par inhibition de
I’acétylcholinestérase qui peut donc servir a évaluer la toxicité d’une substance sur le
comportement chez les insectes (HAMID OUDJANA, 2017).

La possibilité d’utiliser les substances secondaires des plantes contre les insectes
nuisibles en général et contre les cochenilles blanches en particulier, a suscité beaucoup de
travaux dont I’étude de BOUCHOUL et al. (2016) sur I'utilisation de quelques extraits
végetaux dans la  lutte contre la  cochenille  blanche du  palmier
dattier. GASSOU (2015) aétudié I’essai de quelques extraits végétaux dans la lutte contre
la cochenille blanche Parlatoria blanchardi Targ. Ainsi que I’étude de HAMID
OUDJANA (2017) sur Cholinestérases et toxicit¢é d’extraits de quelques
plantes acridicides ou acridifuges chez Schistocerca gregaria (Forskal, 1775).

Malgré de nombreuses études sur I’activité anticholinesterasique des insecticides, le
travail sur les cochenilles blanches n’est pas réalisé jusqu’a présent.

L’objectif principal de notre étude repose sur la valorisation de deux plantes
spontanées de la région de Ghardaia (Urtica urens et de Cleome arabica) par 1’étude de la
mortalité et de leur activité anticholinesterasique sur les individus de Parlatoria blanchardi
Targ.

Le présent document est structuré en trois parties :

Le premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique rassemblant les
données de la littérature sur le palmier dattier, les cochenilles blanches et 1’enzyme
cholinestérase.

Un deuxieme chapitre est réservé a la méthodologie adoptée pour la partie
expérimentale.

Un troisieme chapitre porte sur la présentation des résultats obtenus et leurs
discussions en se référant aux études antérieures faites dans ce domaine, mais aussi de
ressortir les principales conclusions répondant a nos objectifs. Notre travail a été achevé
par une conclusion générale qui englobe les différents résultats obtenus et les perspectives
de ce travail.






Chapitre 1.- Revue bibliographique

I.1.-Généralités sur le palmier dattier Phaenix dactylifera

I.1.1.-Historique et origine

C'est Linne, en 1734, qui a donné le nom de Phoenix dactylifera et a fait la description
morphologique compléte de cette espece. La signification de Phoenix dactylifera ; dans
I'étymologie, du mot "Pheenix" dérive de nom de Dattier chez les Grecs, qui considéraient
comme l'arbre des phéniciens et "dactylifera” dérivant du grec dactylis, signifiant doigt, en
raison de la forme du fruit (ABSI, 2013).

La propagation du Palmier dattier au pays du Maghreb s'est effectuée en suivant
plusieurs voies : par les navigateurs arabes, qui remplacant le commerce caravanier a travers
le Sahara, et l'introduction des noyaux de dattes par les esclaves ; par la sélection paysanne
dans les anciennes transactions commerciales ou les dattes étaient utilisées comme monnaie
d'échange ; et par la colonisation qui favorisant la plantation de la varieté Deglet Nour (ABSI,
2013).

1.1.2.-Position systématique

La classification du palmier dattier selon APG Ill, est comme suit :

Embranchement :  Angiospermes

Classe : Monocotyledones

Ordre : Principes

Famille : Arécacées

Sous-famille : Coryphoidées

Tribu : Phoenicées

Genre : Phoenix

Espece : Phoenix dactylifera Linné, 1734

1.1.3.- Description botanique du palmier dattier

Le Palmier dattier est une plante monocotylédone a croissance apicale dominante
(SEDRA, 2003). Le systeme radiculaire trés développé comprend une racine primaire unique

et des racines secondaires gréles, longues, obliques ou horizontales (TOUTAIN, 1967).

Le stipe (tige ou tronc) ; cylindrique, non ramifié, lignifié et de couleur marron
brun d'une hauteur qui peut atteindre plus de 30 metres, de diamétre de 45 a 55 cm et a faculté

d'émettre 4 a 5 rejets, il est généralement, monopodique et recouvert a sa surface par la base
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des palmes coupées « cornafs » recouvertes & leur tour par un fibrillum « lif ». A l'aisselle de

chaque palme se trouve un bourgeon axillaire qui peut se développer pour donner naissance a
un rejet, a la base du stipe ou aérien attaché au tronc (fig. 1) (ABSI, 2013).

Figure 1: Palmier dattier (ACHOURA, 2013)
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Les palmes sont des feuilles composées, pennées insérées en hélice tres rapprochées
sur le stipe, par une gaine pétiolaire bien développée enfuie dans un fibrillium a feutrage
appelé Lif. 1l apparait entre 10 et 30 palmes par an et leurs croissance est basale. Les folioles
sont en position oblique pliées en gouttiere le long du rachis qui porte des épines au niveau de
sa base (ACHOURA, 2013) (fig 2).
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Figure 2: Schéma d’une palme (MEHAOUA, 2006)

Le palmier dattier est un arbre dioique. Les sexes étant sépareés, il existe donc des pieds
males donnant du pollen et des pieds femelles produisant des fruits, les dattes (BOUCHOUL
et IDDER, 2017) (fig 3).

Le fruit est une baie contenant une seule graine appelée aussi noyau. La datte est
constituée d’un mésocarpe charnu, protégé par un fin épicarpe ou peau, de forme
généralement ovoide, oblongue ou sphérique, de couleur variable selon les variétés
(ACHOURA, 2013).

Fleur femelle

Etamine avortée .
ou staminoide

Spadice male Spadice femelle 11

Figure 3 : Inflorescences et fleurs du palmier dattier (FADLAOUI, 2017)
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I.1.4.-Pathologie du palmier dattier

Parmi les pathologies du dattier (tab. 1), certaines constituent une vraie menace pour la
phoeniciculture et pour la rentabilité des palmeraies (BOUNAGA et DJERBI, 1990).

Tableau 1 : Quelques maladies du palmier dattier

Origine des
) Nom commun Agent causal
maladies
Parlatoria blanchardi Targ. (MATALLAH
Cochenille blanche al., 2018)

Insectes ou Pyrale de la datte Ectomyelois ceratoniae Zeller

acarien (HAOUEL, 2010)

Boufaroua Oligonychusa frasiaticus Mc Gregor

(IDDER et al., 2010)

Bayoud ou fusariose Fusariurn oxyusporum f. sp. albedinis

) vasculaire du palmier dattier (ESSARIOUI et al., 2018)
Champignons

La pourriture de I’inflorescence o
Mauginiella scaeta (ACHOURA, 2013)

ou Khamedj

1.2.- La cochenille blanche du palmier dattier Parlatoria blanchardi
TARGIONI-Tozzetti (Homoptera, Diaspididae), 1892

Appelée localement Djereb ou Sem en Algeérie, Nakoub, Guelma au Maroc et Rheifiss
en Mauritanie (BOUNAGA et DJERBI, 1990).

C’est un déprédateur qui nuit au patrimoine pheenicicole, et qui est le
plus redoutable aprés le bayoud.Signalée en Algérie par BLANCHARD en 1869, cette
cochenille s’installe sur toutes les parties aériennes du palmier dattier. Sa densité peut étre

telle qu’on ne peut plus distinguer la surface verte des pennes (SAHRAOUI et al., 2010).

L’orientation Sud est la moins infestée étant donné qu’elle est la plus exposée aux

rayons solaires directs et aux vents de sable Sud Ouest (SAIGHI et al., 2015).
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1.2.1.-Position systématique

Selon BOUCHOUL et IDDER (2017), la position systématique de la cochenille

blanche du palmier dattier est la suivante :

Embranchement Arthropoda
Classe Insecta

Sous Classe Pterygota
Division Exopterygota
Super Ordre Hemipteroidea
Ordre Homoptera
Sous Ordre Sternorrhyncha
Super famille Coccidoidea
Famille Diaspididae
Sous Famille Diaspidinae
Tribu Parlatorini
Sous Tribu Parlatorina
Genre Parlatoria
Espece ParlatoriablanchardiTargioni-Tozetti 1892.

1.2.2.-Morphologie

1.2.2.1.- Euf

L'ceuf, ayant un chorion lisse, et de couleur rose pale (MADKOURI, 1973).11 est

allongé, mesurant 0,04 mm de diametre environ. Les ceufs sont disposés sous le bouclier de la

femelle maternel ou au contact du corps (NADJI, 2011) (photo 1).

Euf

Bouclier a ’envers

Femelle pondeuse

ERSLAO UAR e AT 70t

Photo 1: (Eufs de la cochenille blanche (x40) (Originale).
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1.2.2.2.- Larves

L'éclosion des ceufs donne des larves mobiles qui évoluent en laves fixes

(MEHAOUA, 2006).
1.2.2.2.1.-Larves mobiles

Apres leur éclosion, les larves néonatales de couleur chair ou lilas pale, sont trés
actives,explorent le support végétal puis se fixent, leur activité varie de quelques heures a
troisjours (ACHOURA, 2013)(photo 2).

Photo 2: Larve mobile (x40) (Originale).

1.2.2.2.2.- Larves fixes

Les larves néonatales restent deux a trois heures aprés leur fixation pour se recouvrir
d’une sécrétion blanchatre qui forme le follicule de premier age représentant ainsi le stade S1
fixe (photo 3). Elles muent et deviennent apodes, en secrétant un deuxieme bouclier aplati
dans lequel reste inclus celui du premier stade. A ce moment les larves sont au stade Szfixeou
I’on différencie le male de la femelle (fig. 2) (MEHAOUA, 2006; ACHOURA, 2013).

La larve femelle du stade Sz, de couleur rouge claire, possede un follicule jaune
parfois noir ou noir verdatre de forme ovale. La jeune larve Sz, évolue en larve Sz agée, puis
une deuxiéme mue, qui donne naissance a la femelle adulte (ACHOURA, 2013) (photo 3).

Larve fixe avec le bouclier

Larve fixe sans bouclier

Photo 3 : Larves fixes de la cochenille blanche (x40) (Originale)
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1.2.2.3.-Femelle

Le bouclier de la femelle adulte, de forme ovalaire, et mesurant 1,2 a 1,6 mm de long
sur 0,3 mm de large. La jeune femelle est rose clair et vire a une teinte lilas au cours de sa
croissance; la femelle pondeuse, mature, devient de plus en plus foncée et parfois rouge
vineux (MADKOURI, 1973) (photo 4).

Ly Bouclier

’E Sécrétion cireuse

Femelle sans bouclier

Photo 4: Femelle de la cochenille blanche (x40) (Originale)

1.2.2.4.-Male

Les boucliers males sont caractérisés par leur aspect blanchatre (photo 5) et leur forme
allongée ; on les distingue en prénymphes, nymphes et adultes ailés ; on les rencontre
fréquemment sur la face inférieure des folioles (MADKOURI, 1973) (photo 5).

Male sans bouclier

Male

SELAOUARELLATLA, -

Photo 5: Male de la cochenille blanche (x40) (Originale)
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Le cycle du male différe totalement de celui de la femelle (BOUCHOUL et IDDER,
2017) (fig. 4).

n: wul b: Iarve S mobile c: larve S fixe
d: 1arve S2: mile ¢: pronyvmphe : nymphe
2: miale adulte h: larve S2 femelle i: femelle mature

Figure 4: Cycle biologique de Parlatoria blanchardi Targ. (BOUCHOUL et IDDER, 2017)
1.2.3.-Dégats provoques au palmier dattier par Parlatoria blanchardi Targ.

P. blanchardi Targ. développe 4 générations par an et celle du printemps est la plus
grave (BOUKHRIS, 2013). L’insecte s’attaque a toutes les parties vertes de 1’arbre avec une
préférence pour les palmes de la couronne basale (BOUKHRIS, 2013). Il se nourrit de la séve
de la plante et injecte une toxine salivaire qui incluent des enzymes et d'autres composés
destinés a faciliter ’extraction de la séve ou I’installation des stylets auprés des vaisseaux de
la plante (DELABIE, 2001).Cette toxine altére le métabolisme et la chlorophylle
(BOUNAGA et DJERBI, 1990; BOUCHOUL et IDDER, 2017). Les symptbémes se
caracterisent par un encroltement qui perturbe 1’assimilation chlorophyllienne du feuillage
provoguant une dépréciation qualitative et quantitative de la production (SEDRA, 2003). Elle
peut également attaquer les fruits et entrainer l'arrét de leur développement (SAHARAOQUI et
al., 2010). Ainsi, des pertes de récoltes, parfois considérables, ont été enregistrées: jusqu'a 70
a 80 % de la production des plantations (MADKOURI, 1977).
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1.3.- Cholinestérase et toxicité

Le terme de cholinestérase a été proposé en 1932 pour décrire une enzyme capable
d’hydrolyser I’acétylcholine (fig. 5) (LEJUS et al., 1998).

)‘L | Cholinestérase 2 O~
N — + N

VSN o |\
Acétylcholine acide acétique Choline

Figure 5: La réaction entre le neurotransmetteur et la cholinestérase (LEJUS et al.,1998)

L’acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7.) est responsable de I'hydrolyse de
l'acetylcholine et est donc une enzyme clé de la transmission cholinergique. Chez les
poissons, comme chez les autres vertébrés, [linnervation motrice des muscles est
cholinergique et il existe de nombreuses zones cholinergiques centrales, associées en
particulier aux systéemes sensoriels. D'autre part, aux stades précoces du developpement, de
AChE est produite sans rapport avec une quelconque innervation cholinergique
(BERTRAND et al., 1998).

1.3.1.- Structure tridimensionnelle de I’Acétylcholinestérase

La premicere structure tridimensionnelle d’une AChE a étre résolue fut celle d’une raie
du pacifique, Torpedo californica (Tc) (SUSSMAN, 1991). Ce poisson torpille fut choisi pour
son organe ¢lectrique, lequel lui permet d’assommer ses proies (ou ses prédateurs) en leur
délivrant des décharges électriques puissantes (~100 V et ~30 A). Les ¢électrocytes de 1’organe
¢lectrique fonctionnent un peu a la mani¢re d’une jonction neuromusculaire; I’AChE, qui y
joue un réle prépondérant, y est présente en grande quantités. La TCAChE est exprimée sous
forme d’un dimére li¢ a la membrane par un lien glycophosphatidyl-inositol. C’est ce dimere

qui a été purifié puis cristallisé (SANSON, 2009).

Un monomere d’AChE présente un repliement de type o/ hydrolase, alternant 15
hélices a et 11 feuillets B. L’extrémité N-terminale présente une portion de feuillet f qui
n’interagit pas avec le reste de la structure. Deux hélices a de chaque monomere, dont I’hélice
a C-terminale, s’associent pour former le dimére. Le paquet de 4 hélices a (4-helix bundle)
ainsi formé assure la cohésion des deux monomeéres en un dimére trés stable. La structure

atomique de ’AChE a permis de mettre en évidence deux régions essentielles a 1’enzyme,
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situées de part et d’autre de la gorge (Fig.6) qui pénétre I’enzyme jusqu’a son centre : le site
actif au fond, et le site périphérique a ’entrée (OLLIS et al., 1992 ; SANSON, 2009).

Chez les insectes, I’ AChE se trouve essentiellement dans le systéme nerveux central. Il
existe principalement sous une forme dimérique amphiphile ancrée a la membrane par un
ancrage GPI (glycosylphosphatidyl inositol) (BOCQUENE, 1996).

1.3.2.-Site actif

L’acétylcholinestérase est une protéine complexe qui possede un centre actif, une
multitude de sites périphériques et de nombreux domaines hydrophobes (fig. 5). Le site actif,
région particuliere de I’enzyme ou se déroule la réaction enzymatique, posséde une taille
restreinte par rapport a la taille globale de ’enzyme. Ce site actif de I’AChE posséde un site
catalytique qui peut étre décomposée en 2 parties :

Le sous-site anionique : responsable de la stabilisation du substrat lors de la catalyse
par fixation de ’ammonium quaternaire de la partie choline de I’ACh. Il était admis, jusque
dans les annees 1990, que cette liaison se faisait par interaction électrostatique entre la charge
positive de ’lammonium et la charge négative d’un groupement carboxyle libre de ’enzyme
(ROSENBERRY, 1975). Cette interaction est stabilisante, mais en réalité un transfert de
charge entre la charge positive de I’ammonium quaternaire de I’ACh et les ¢lectrons © du
noyau indole du Tryptophane (Trp) I’est beaucoup plus (GALLIVAN et
DOUGHERTY,1999). Ce sous-site est composé d’une majorité de résidus aromatiques et il
est estimé que plus de 50% de 1’énergie de stabilisation provient de ce dernier (BADIOU,
2007).

Le sous-site estérasique : contenant la triade catalytique Ser200, His440 et Glu327
(numérotation d’apres la séquence de I’AChE de Torpedo californica), Cette triade est
localisée a la base d’une gorge étroite de 20 A° de profondeur (SUSSMAN et al., 1991) et qui
est alignée de 14 résidus aromatiques. Ce site constitue le lieu de la catalyse (ELDEFRAWI,
1985), ainsi que la cible de certains insecticides, qui agissent en bloquant de maniere
irréversible I’enzyme (REMY, 1995). Dans un premier temps, la partie acétyle de la molécule
d’ACh se fixe et forme un intermédiaire tétrahédrique. Le trou oxyanion favorise la formation
de cette intermédiaire en accueillant ’oxygene négativement chargé du carbonyle de I’ACh.
L’His440 joue un role important en se comportant comme un catalyseur pour la formation et

la décomposition de I’intermédiaire. Au sein du sous-site estérasique se trouve une petite
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cavité hydrophobe appelée, poche acyle, qui stabilise le groupement méthyle de la partie
acétate et confere un role de sélectivité du substrat. La mutagenese dirigée a montré que le
remplacement des résidus impliqués dans la poche acyle induisait une spécificité plus large de
substrat. L’hydrolyse de I’ACh implique la participation du N de I’imidazole de I’histidine qui
va attirer le proton de I’hydroxyle de la sérine du site actif, le rendant plus mobile et
favorisant I’interaction de 1’oxygéne de la sérine avec le centre électrophile de I’ACh. Une
fois le complexe intermédiaire non covalent enzyme substrat formé (k+1), ’AChE est
acétylée par estérification de I’hydroxyle de la sérine active (k2) et la partie choline est
libérée. L’enzyme est régénérée (k3) lorsque I’atome d’oxygene d’une molécule d’eau,
électronégatif, attaque le site électrophile du carbonyle du groupement acétyle produisant de
I’acide acétique (BADIOU, 2007). En plus de ce site, I'enzyme posséde également un second
site actif, appelé "site périphérique anionique” comportant des groupements périphériques
secondaires qui permettent la fixation de ligands (MARCEL et al.,1998). L’utilisation de
I’ AChE pour la détermination des insecticides a été largement décrite et la littérature propose
une gamme variée de systémes impliquant cette enzyme en solution ou immobilisée. Ces
systeémes sont basés sur la détermination de I’activité de I’enzyme avant et apreés contact avec
I’inhibiteur, la diminution d’activité induite est alors fonction de la concentration de
I’insecticide. Ce principe représente la base analytique des biocapteurs a AChE pour la

détection des insecticides (ISTAMBOULIE, 2009).

Site actif estérasique

Site anionique

Figure 6: Représentation schématique de ’acétylcholinestérase (KRYGER et al., 1999)
1.3.3.-Mécanisme catalytique

L’ACHE (acétylcholineacétyle hydrolase — EC 3.1.1.7) est une carboxylestérase de
type B, appartenant a la famille des sérines hydrolases (QUINN, 1987).

Cette famille comprend, entre autres, la trypsine, la chymotrypsine et I’élastase. Les

sérines hydrolases sont considérées comme des enzymes relativement rapides et efficaces,

13



Chapitre 1.- Revue bibliographique

étant donnés leur mécanisme catalytique et le « design » approprié de leur site actif ; on y
trouvera en effet toujours une poche responsable de la stabilisation de I’intermédiaire
tétraédrique, appelée « trou oxyanion », et une autre en charge de la spécificité de substrat, et
nommée « poche acyle », dans le cas de I’AChE. Toutes les enzymes de cette famille
présentent une triade catalytique, impliquant une sérine, une histidine et un acide aspartique
ou glutamique qui, quant a lui, sera toujours trouvé dans une poche inaccessible au solvant.
Le mécanisme catalytique des sérines hydrolases (fig. 7), conservé, est le suivant
(COLLETIE, 2006):

- Formation du complexe michaelien.

- Attaque nucléophile de la sérine catalytique sur le substrat.

- Formation du 1* intermédiaire tétradrique.

- Libération du 1° produit (choline).

- Attaque nucéophile d’une molécule d’eau sur la sérine acylée.
- Formation du 2°™ intermédiaire tétradrique.

- Libération du 2°™ produit (acétate) (COLLETIE, 2006).

\ Y e
-D.) SV / ,_:-—'" y
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& 94 <

Figure 7 : Schéma général d’hydrolyse par une sérine hydrolase (COLLETIER,
2006). (s) : substrat. (AChe) : Acétylcholinestérase.
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1.3.4.-Rdle physiologique des cholinestérases

Les Cholinestérases différent par leur origine, leur lieu de syntheése, leur structure, leur
spécificité d’action, I’indication de la mesure de leur activité et en plus de leur fonction ou
role physiologique. L’acétylcholinestérase présente dans la fente synaptique est une enzyme
qui inactive 1’acétylcholine non fixée ce qui évite toute accumulation de neurotransmetteur
qui perturberait la transmission de I’influx nerveux (ROBERT et VINCENT, 1997). Son rdle
physiologique est d’assurer le fonctionnement des synapses acétylcholinergiques, en évitant
I’accumulation du neurotransmetteur (fig 8).Cette enzyme est la cible de molécules
inhibitrices de type organophosphorés ou carbamates, utilisées comme insecticides
(GHONEIM, 2015).

Si P’action de cette enzyme est bloquée, la membrane post-synaptique se trouve
continuellement excitée. Les inhiniteurs organophosphorés et les carbamates agissent en
inhibant I’activité catalytique de I’AChE. Ils se fixent en effet sur le site actif de ’enzyme, a
la place de I’acétylcholine. L’accumulation de I’ACh dans la région synaptique provoque une

hyperexcitation des liaisons cholinergiques causant finalement la mort de I’insecte
(HAUBRUGE et AMICHOT, 1998).

Acétylcholine

Récepteurs

g e T e

Lu—-—““ﬁ-v

A
Chollneet/ \\f ()

Acide acétique

.}

Acétylcholinestérase
Figure 8 : Role de I’AChE au niveau des synapses (KWASNIESKI, 2013)
1.3.5.-Toxicité des phytométabolites inhibiteurs d’acétylcholinestérase

Les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies métaboliques
complexes des métabolites dits secondaires. Ces composes sont utilisés par les plantes pour
diverses fonctions adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques (phytopathogénes,
herbivores, insectes...) et abiotiques (UV, température...) qu‘ils peuvent subir (THOMAS,
2011).
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Ces métabolites sont situés dans 1I’un des trois classes, des polyphénols, des alcaloides

et des terpénoides (THOMAS, 2011 ; RISPAIL et al., 2005).

Les insectes utilisent globalement les mémes mécanismes physiologiques que les
vertébrés. Un nombre tres important de cibles a été utilisé par les plantes. Les systemes
fondamentaux touchés sont: nerveux (sites récepteurs et canaux ionique), hormonaux
(hormone juvénile et ecdysone), biochimiques (enzymes de la respiration, du muscle) et
seconds messagers (CLEMENT, 1990).

Le systeme nerveux des insectes s'étend sur la face ventrale et leurs cerveaux
coordonne les mouvements. Les cochenilles blanches comme les autres insectes ont un
systeme nerveux qui contient des neurones mais L’AChE figure parmi les enzymes les plus
rapides de la nature. En hydrolysant le neurotransmetteur acétylcholine, elle assure la
terminaison de la transmission de I’influx nerveux au sein des synapses cholinergiques et des

jonctions neuromusculaires (SANSON, 2009).

L'acétylcholinestérase est I'enzyme chargée de la terminaison de l'influx nerveux dans
I'espace synaptique des espéeces d'invertébrés et de vertébrés. Etant donné le role cle de cette
enzyme dans la survie de l'organisme, elle est devenue la cible des molécules inhibitrices.
Parmi ces inhibiteurs on compte les insecticides organophosphores et carbamates largement
utilisés pour le contréle d'insectes ravageurs (GHENABZIA et al, 2009). Les AChEs
d'insectes sont les cholinestérases les plus sensibles aux insecticides (BOCQUENE, 2004).
Parmi les inhibiteurs naturelles pouvant inhiber I’acétylcholinestérase se trouvent différents
alcaloides notamment la physostigmine (esérine) est un alcaloide isolé des graines de
Physostigma venenosa Balf (Fabaceae) dont est utilisé dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer, et galanthamine, isolée des bulbes de Galanthus woronowii Los.
(Amaryllidaceae) (Perce-neige), était le deuxiéme alcaloide d'origine végétale a effet
inhibiteur de 'AChE qui a trouvé une application clinique répandue. L'huperzine A (HupA),
c’est un alcaloide aussi du composé inhibiteur de ' AChE isolé a partir de la plante chinoise

Huperzia serrata (ORHAN, 2013).

Les inhibiteurs d’acétylcholinestérase empéchent la dégradation de 1’acétylcholine
libérée. 1l en résulte une persistance du médiateur dans la synapse et une amplification de la
réponse biologique. Ils réagissent chez les insectes avec ’acétylcholinestérase. Ils empéchent
ainsi la destruction de I’acétylcholine dont I’accumulation perturbe le comportement de

I’insecte et entraine sa mort sans se mouvoir et se nourrir (HAMID OUDJANA, 2017).
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Chapitre 11.- Matériel et méthodes

I1.1.- Principe adopté

La présente étude porte sur les effets toxiques et insecticides des extraits aqueux
foliaires de I’ortie, Urtica urens L. (Urticaceae) et de Cleome arabica L. (Capparidaceae)
sur la cochenille blanche du palmier dattier Parlatoria blanchardi TARG., les parametres

étudiés sont la mortalité et le taux d’activité d’enzyme cholinestérase.

Le travail est réalis¢é au niveau de laboratoire de biologie de 1’université de

Ghardaia.
11.2.- Matériel biologique

Le matériel biologique se compose des individus de ravageur du palmier dattier
Parlatoria blanchardi TARG, récupérer de la région de Zelfana wilaya de Ghardaia et des
plantes spontanées de la wilaya de Ghardaia (Sahara septentrional Est Algérien), U. urens
récoltée dans la région de Hassi Elgara, et C. arabica récoltée dans la région de Sebseb et
connue pour sa qualité acridifuge (KEMASSI et al.,2012) (fig. 9).

(1) Ghardam
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k 2 ~ 100 Kre
. I A,
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Figure 9 : Situation géographique des lieux de la récolte des plantes spontanées
(BEN SEMOUNE et al., 2019)
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Chapitre I1.- Matériel et méthodes

11.2.1.- Présentation du site expérimental

Les cochenilles blanches sont récupérées dans la région de Zelfana wilaya de
Ghardaia (photo 6), elle est limitée au Nord par la commune de Guerrara, au Sud par la

commune de Metlili, a I’Est par la wilaya d’Ouargla et a I’Ouest par la commune d’El

Atteuf.

Notre échantillon de la cochenille blanche est récupéré du palmier dattier de
variété Ghars, a cause de son importance économique et de sa grande sensibilité pour ces
ravageurs, elle est tres riche en sucres totaux (IDDER-IGHILI et al., 2013; MEHAOUA,
2006).

Photo 6: Photo satellite de la région de Zelfana représentant la station d’étude
( Google earth)
11.2.2.- Matériel végétal
11.2.2.1.- Urtica urens L.

Ainsi nommee Horaig, la récolte de U. urens (I’ortie) a été réalisée durant le mois

de Février 2019 (photo 7).
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a—

 LAOUAR eEATIA 20195

Photo 7 : Urtica urens (Hassi Elgara, GHARDAIA) (originale)

La plante est rincée avec 1’eau pour débarrasser les impuretés, laissée sechée
pendant 15 jours a 1’abri de la lumiére et dans une température ambiante, une fois séchée,
les feuilles seront broyées avec un broyeur électrique type IKA jusqu’a I’obtention d’une
poudre fine (photo 8) qui sera conservée dans des bocaux hermétiques en verre portant une
étiquette ou le nom de I’espéce, la date et lieu de récolte sont mentionnés. La poudre sera

utilisée dans les différentes analyses ultérieures.

Photo 8: Séchage et broyage d 'Urtica urens (Originale)

11.2.2.1.1.- Position systématique

Régne : Plantae

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Rosales

Famille : Urticaceae

Genre : Urtica

Espéce : Urtica urens (Arab, 2015)
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11.2.2.1.2.- Description botanique

L’ortie brhlante, ortie grieche ou Petite Ortie (Urtica urens) est une plante
annuelle, qui atteint rarement 50 cm, garnie de poils dont la piqdre est trés brdlante, a tiges
dressées et quadrangulaires, les feuilles sont vert clair, assez petites, ovales, profondéement
incisées-dentées, comprenant quatre stipules a chaque paire de feuilles supérieures. La
plante est monoique et porte donc sur le méme pied des fleurs staminées et pistillées,
réunies en grappes allongées ; le fruit est un akéne (DAOUDI et al., 2015; GHEDIRA et
al., 2009).

11.2.2.1.3.- Composition chimique

D'un point de vue chimique, les orties urticantes sont trés riches en minéraux,
notamment en calcium, potassium et silice, ce qui justifierait leur vertu reminéralisante.
Leur haute teneur en protéines et en acides gras de type oméga-3 est a remarquer. Dans
leur composition rentrent également de nombreux terpénes et composes phénoliques
(MAYLIE etal., 2006).

L’action urticante de 1’Ortie est due au liquide contenu dans ses poils. Ce liquide
renferme au moins trois composés qui pourraient étre a I’origine de ses réactions
allergiques : I’acétylcholine, I’histamine et la sérotonine. L’ortie constitue également une

importante source de chlorophylle (AIT HAJ et al., 2016).
11.2.2.1.4.- Domaines d’utilisation de I’ortie

L'ortie est un remede traditionnel utilisé depuis des années contre I'anémie et le
mangue d'énergie: c'est un excellent fortifiant grace a sa haute teneur en fer et autres
minéraux. Elle stimule les fonctions digestives (lourdeurs et crampes d'estomac)
(GUESSOUM et LECHEHEB, 2015). La feuille d’ortie a de nombreux effets sur la santé :
reconstituant, antihémorragique, antirhumatismal, diurétique, hypoglycémiante,
hypotenseur, bradycardisant (GHEDIRA et al., 2009). En ce qui concerne les pathologies
inflammatoires, les quelques études effectuées jusqu'a présent s'averent encourageantes.
Les feuilles d'ortie semblent améliorer les symptomes de la rhinite allergique. Les racines,
en particulier sont utilisées pour le traitement de I'hyperplasie bénigne de la prostate.
D'autre applications existent notamment comme plante a fibres, comme source de

colorants(E140), comme plante fourragere en alimentation animale, comme fertilisant et
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fongicide en agriculture (MAYLIE et al.,, 2006), ainsi que comme insecticide
(LAOUIRA, 2014).

11.2.2.2.- Cleome arabica L.

Cette plante porte le nom vernaculaire de Netile, la récolte de C. arabica L. a été
réalisée durant le mois de janvier 2019 pendant le début de la période de floraison
(photo9).

Photo 9: Cleome arabica (Sebseb, Ghardaia) (Originale)
Les feuilles de C. arabica sont débarrassées de toute impureté, rincées avec de
I'eau du robinet, séchées pendant 30 jours dans un endroit sec a température ambiante, a
I’abri du soleil et de la lumiéere, et broyées a I’aide d’un broyeur électrique, puis

conservées dans des bocaux en verre ( photo 10).

Photo 10: séchage et broyage de C. arabica (Originale)

11.2.2.2.1.- Position systématique

Régne : Plantes
Sous régne : Plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes
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Sous embranchement :  Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Pariétales

Famille : Capparidacées

Genre : Cleome

Espece: Cleome arabica L. (MADI et BELKHIRI, 2018)

11.2.2.2.2. - Description botanique

Selon CHEHMA (2006) les synonymes de Cleome arabica L. sont: Cleome
amblyocarpa Barr. & Murb., Cleome africana Botsch. Cleome arabica est une plante
vivace, ramifiée, d'un vert jaunatre de 10 a 40 cm de haut, a odeur fétide et désagréable,
tiges dressées, feuilles trifoliolées, folioles lancéolées, fleurs pourpres, grands nombre de
fruits en capsules allongées et velues. Elle se trouve dans les lits d'oueds a fond sableux, ou
elle peut coloniser de grandes surfaces. Elle est endémique du Sahara septentrional. C'est
une espece commune dans tout le Sahara septentrional, en Egypte et en Afrique tropicale.
La floraison est durant les mois de février-mars (CHEHMA, 2006 ; KEMASSI, 2012).

11.2.2.1.3.- Composition chimique

La famille des capparidacées est connue par sa richesse en métabolites
secondaires. Les triterpénes, les anthraquinones, les flavonoides, les saponines, les
stéroides, les résines, les lectines, les glycosides, les tannins, les alcaloides et les autres
composés phénoliques ont été isolés des différentes especes du genre Cleome (MADI et
BELKHIRI, 2018).

11.2.2.2.4.- Domaines d’utilisation de Cleome arabica

Les indigénes I’utilisent comme diurétique et contre les rhumatismes. Elle est
utilisée comme analgéesique des douleurs névralgiques, pour le traitement des douleurs
abdominales (SHARAF et al., 1992 ; TIGRINE, 2018).Parmi les activités biologiques de
C. arabica, on peut citer : I’effet anti-hyper cholestérolémique; 1’activité anticancéreuse;
I’activité antifongique; 1’activité anti-inflammatoire et I’effet insecticide (MADI et
BELKHIRI, 2018).
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11.2.3.- Matériel animal

Le choix de I’agent pathogéne porte sur I’insecte de la cochenille blanche du
palmier dattier Parlatoria blanchardi Targ. Issus d’un échantillon des folioles au niveau de

la couronne extérieure (photo 11).

Photo 11: Cochenille blanche Parlatoria blanchardi Targ., (Originale).
11.2.3.1.- Echantillonnage

Les insectes de la cochenille blanche sont obtenus a partir des feuilles d’un palmier
dattier atteints, de variétés Ghars en avril 2019. Nous avons prélevés a I’aide d’un sécateur
des folioles infestées a partir du palmier dattier, dans les directions Sud et Ouest. Elles sont
mises dans des sachets en papier kraft sur lesquels sont notées essentiellement les
informations relatives a 1’arbre; la date d’échantillonnage de la foliole. Les folioles sont
ramenées au laboratoire pour effectuer les différents tests de toxicité. Sur ces folioles, nous

délimiterons des carrés d'une surface de 1 cmzpour chacun.

Photo 12: Forte infestation des cochenilles blanches, Zelfana w. de Ghardaia ( Originale )
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11.3.- Méthodes d’extraction

Pour la présente étude deux extractions ont été réalisées, une extraction a reflux des
plantes U. urens et C. arabica et une extraction de I’enzyme cholinestérase a partir des
Partolaria blanchardi Targ.

11.3.1.- Préparation des extraits végétaux

La préparation des extraits aqueux foliaires d’U. urens et de C. arabica

est réalisée par une extraction a reflux.
11.3.1.1.- Principe

L’extraction a reflux est une méthode solide-liquide a chaud. Le reflux permet la
réalisation d'une extraction a une température constante (température de reflux) égale a la
température d'ébullition du solvant. Ainsi le solvant s’évapore et le réfrigérant recondense
les vapeurs qui retombent dans le ballon, permettant au solvant d’étre ainsi recyclé. Le
chauffage (augmentation de la solubilité et transfert de la matiere), I’ébullition (agitation)
et le reflux (recyclage du solvant) permettent une extraction efficace avec un appareillage
relativement simple. Le chauffage a reflux est utilisé pour extraire efficacement des
composes phytochimiques (BONY, 2013).

11.3.1.2.- Mode opératoire

Une quantité de 100 g de poudre végétale subit une extraction par chaleur a reflux
(50°C) pendant 6 heures de temps dans une solution aqueuse de méthanol (2:1), (2/3 de
méthanol et 1/3 d’eau distillée) (photo 13).

Photo 13: Montage de I’extraction par chauffage a reflux (originale)
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Apres filtration a 1’aide d’un papier filtre, le filtrat recueilli est soumis a une
évaporation sous vide a 50°C dans un rotavapor type Heidolph, pour éliminer le méthanol.
La durée d’évaporation dépend de la quantité initiale du filtrat, elle est contrblee par les
gouttes récupérées de réfrigérant (photo 14).

Photo 14: Montage de rotavapor (originale )

L’extrait aqueux est conservé dans des bouteilles sombres hermétiquement

fermées, étiquetées et maintenues a 4° C dans l'obscurité jusqu'a I’ utilisation.
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l| 100 g de la plante étudiée en poudre \l

:' 500 ml de méthanol + 250 ml d’eau
: distillée

E Filtration

"

Filtrat \

v

Evaporation a I’aide d’un
rotavapeur a 50°C

‘ Extrait aqueux |

Figure 10: Protocole de la préparation d'extrait methanolique par reflux

26



Chapitre 11.- Matériel et méthodes

11.3.2. - Extraction d’enzyme cholinestérase

L’extraction de l'enzyme permet la libération de 1’enzyme cholinestérase des
compartiments cellulaires et le dosage enzymatique et protéique chez les cochenilles

blanches.
11.3.2.1.- Principe

L’extraction est réalisée selon la méthode de Lui et al., (2011). Les étapes doivent
étre réalisées a froid afin d’éviter I’altération de I’enzyme. L’extraction d’une enzyme
contenue dans un tissu commence par la destruction
des cellulaires par broyage, ultrasons, lyse des parois..., cependant
I’extraction des enzymes membranaires pose des problémes spécifiques et nécessite
I’emploi de détergents (neutres ou ioniques) pour les solubiliser aprés dissociation des
membranes.  L’acétylcholinestérase  est  présente en  forte  concentration
au niveau du cerveau, notamment dans le réseau de neuropile (HAMID OUDJANA, 2017).
11.3.2.2.- Mode opératoire

Les étapes d’extraction doivent étre réalisées a froid afin d’éviter 1’altération de
I’enzyme. Les insectes sont amputés et homogénéisés dans un mortier porté a ’avance
dans un congélateur. L’homogénat est récupéré avec 0,5 ml d’eau glacée et 1 ml d’un
mélange de 0,1M tampon phosphate (pH 7.4) (annexe 1) contenant 0.1% d’un détergent :
le triton X-100, afin d’éliminer les impuretés et les lipides membranaires détruits par le
détergent, une sédimentation est effectuée par centrifugation a 10.000 g pendant 20 mn
dans une microcentrifugeuse réfrigérée de type SIGMA 1-16. Le surnageat renfermant
I'enzyme est récupéré a 1’aide d’une micropipette.

11.4.- Tests biologiques
11.4.1.- Etude de la toxicité

La dilution des extraits végétaux est faite par 1’eau distillée pour les concentrations :
80%, 60%, 40% et 20%, avec un extrait brut (100%) et un témoin (0%) prépare par I’eau
distillée. Ainsi le traitement est réalisé sur les larves fixes, les femelles et les males, avec

trois répétitions pour chaque lot.
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11.4.1.1.- Test de la mortalité naturelle de la cochenille blanche

Vue que la cochenille blanche est une espece piqueuse suceuse qui s'alimente sur la
séve élaboré du palmier dattier, la séparation des folioles de leurs pieds mere fait
interrompre
I'apport de cette séve ce qui va provoquer la mort de ce ravageur. Pour cela, il est
nécessaire
de procéder a faire un test de mortalité naturelle sans apport du bio-pesticides et cela pour

fixer la durée maximale a maintenir apres I'application du traitement.

Le test s'est réalisé comme suit: des morceaux de folioles de 1 cmzont été mis dans
des boites de pétrie sur un coton imbibé d'eau pour éviter leur desséchement. Les boites ont
été déposées dans des conditions ambiantes au laboratoire, et le comptage des cochenilles
blanches mortes a été effectué a I’aide d’une loupe binoculaire (Grossissement x40) chaque

24 heures jusqu’a a la mortalité totale des individus.
11.4.1.2.- Test de la mortalité

La technique de test de la toxicité est suivant le test de sensibilité normalisés par
I’Organisation Mondiale de la Santé OMS, adoptée pour tester la sensibilité des larves vis -
a-vis des insecticides utilisés en campagnes de lutte (ALAOUIBOUKHRIS, 2009).

Les folioles sont coupées a des tranches de 5 cm et déposées dans des boites de

Pétri muni d’un tulle humide et mises a température ambiante de laboratoire.

Dans chaque tranche, nous avons délimité un carré de 1 cm? au milieu puis
effectué une pulvérisation de 100 ul d’extrait végétal pour chaque concentration, avec 3
répétitions. Le comptage des individus (males, femelles et larves fixes) morts et vivants
des cochenilles blanches est réalise sous une loupe binoculaire avant et apreés traitement. La
préparation des individus et le traitement sont réalisés pour chaque observation : aprés une
heure, deux heures et trois heures de traitement, vu que 1’observation des insectes vivants
et morts sous la loupe binoculaire exige I’enlevement de la couronne extérieure de 1’insecte
ce qui provoque la mort de I’insecte vivant aprés quelques minutes. Le nombre total des

tranches de folioles est de 648 unités.
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Lot témoin ] [ Lots traités ]
A
A 4 .
Addition de 100l Ad‘fd'tt'or?tde,lc,’to*l"
d’eau distillée extrait vegeta
H_/ — _
) ] y
[
T | | | |
Eau distillée Dilution Dilution Dilution Dilution Extrait pur
Témoin 20% 40% 60% 80% 100%

! b b

—

Une foliole dans chaque boite de Pétri

1

Observation sous la loupe binoculaire

Figure 11 : Protocole de test de la mortalité

11.4.2.- Etude de I’activité d’enzyme cholinestérase chez les cochenilles blanches aprés

traitement

Pour I’é¢tude de D’activité de cholinestérase, les lots sont préparés de la méme
méthode de préparation dans le test de la toxicité, 1’incubation des lots traités ainsi que les
lots témoins est réalisée a la température ambiante pendant deux heure, apres, I’insecte est
sacrifié afin de réaliser ’extraction et le dosage avec trois répétitions pour chaque dose et

stade, soit un total des individus égal a 108 individus pour les deux plantes testées.
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11.4.2.1.- Principe

L’activit¢ de I’AChE résiduelle est mesurée par dosage colorimétrique selon le
protocole d’Ellman et al., (1961) (MOHAMED,2011).

L'AChE catalyse la réaction d'hydrolyse de l'acétylcholine en choline et acide
acetique. Elle est spécifique des esters de l'acide acétique et si, physiologiquement, son
substrat est I'acétylcholine, elle catalyse I'acétylthiocholine (ATCh). Dans ce cas, les
produits de la réaction d’hydrolyse sont ’acide acétique et la thiocholine. La méthode
spectrophotométrique d’Ellman (1961) utilise cette propriété de I’AChE en faisant interagir
les groupements thiols ainsi rendus disponibles dans le milieu avec le DTNB pour donner
du TNB (coloré en jaune) (MOHAMED, 2011).
11.4.2.2.- Mode opératoire

Le mélange réactionnel est réalis¢ directement dans la cuve de dosage. L’activité
est évaluée contre un blanc a 25°C, dans un tampon phosphate de sodium (0.1 mol?, pH
7.4) en présence d’un volume de substrat (acétylthiocholine) et de DNTB (500ul) et d’un
volume d’échantillon (500ul). L’absorbance est mesurée a 412 nm pendant 5 min avec un
intervalle de 60 s entre chaque mesure sur un spectrophotométre type BIOTECH
ENGINEERING MAGEMEMENT CO. LTD. (UK) modele SpectroScan 40.

L’activité enzymatique se calcule par la formule suivante :

_ ADOV
(t2—t1).edx

A: Activité enzymatique (en nanomole /min /mg)

ADQ: variation de la densité optique a 412nm durant t2-t1 min,

t1: temps initial de la lecture,

t2: temps final de la lecture apres un interval de 60 s,

&: coefficient d’extinction spécifique du DNTP a 412nm pour une réponse en pmoles
transformés, € =1,36 .104 (M.cm-).

d: épaisseur de la cuve.

V: volume du milieu d’incubation dans la cuve en millilitre (ml),

X : prise d’essai en millilitre (ml),

A : en nanomole /min /mg.
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11.5.- Exploitation des résultats

11.5.1.- Taux de mortalité
Le pourcentage de mortalité est calculé a I’aide de la formule suivante (KORICHI-
ALMI, 2016) :
Nombre d’individus morts
Taux de mortalité(%) = ---------==-mmmmmmmmmmm e x 100

Nombre total d’individus

Le pourcentage de mortalité observé est corrigé par rapport au témoin selon la formule de
Schneider (KORICHI-ALMI, 2016) : MC =[(M2 - M1) / (100 - M1)] X 100

MC : taux de mortalité corrigé

M2 : taux de mortalité dans la population traitée

M1 : taux de mortalité dans la population témoin.
11.5.2.- Dose létale 50 (DLso)

La toxicité d’un extrait peut étre fixée par la détermination de la dose létale 50
(DL50). Une estimation statistique d’une dose unique de produit supposée tuer 50 % des

insectes testés est effectuée (HILAN et al., 2009).

11.5.3.- Temps létal 50 (TLso)

Le temps létal 50 (TLso) correspond au temps nécessaire pour que périssent 50%
des individus exposés a une dose ou a une concentration déterminée. Il est calculé a partir
de la droite de régression des probits correspondant aux pourcentages des mortalités
corrigées en fonction des logarithmes des temps de traitement. On utilise la formule de
Schneider et la table de probits (KEMASSI et al., 2012).
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Chapitre I11.- Résultats et discussion

Le présent chapitre vise a présenter les résultats sur I’effet biologique des extraits
foliaires aqueux obtenus par une extraction a reflux de C. arabica et U. urens sur les
cochenilles blanches Parlatoria blanchardi Targ. Les paramétres mesurés sont la mortalité,
les doses létales 50 (DLso), les temps létaux 50 (TLso) des extraits et I’activité de la

cholinestérase.

I11.1.- Evaluation de la mortalité naturelle de la cochenille blanche Parlatoria

blanchardi Targ.

Les taux de la mortalité naturelle de P. blanchardi Targ. apres 1’échantillonnage

sont représentés dans le tableau (2).

Tableau 2- Mortalité naturelle des P. blanchardi Targ.

Stades de Apres ‘ ‘
développement | la recolte 1% jour 2 Jour 37 Jour 4°™€ jour
Larves fixes 21,73 % 33,33 % 73,91 % 97,50 % 100 %
Males 12,5% 37,25 % 66,66 % 95,83 % 100 %
Femelles 1025% | 13,73% 53,79 % 94,62 % 100 %
Total 12,80% 23,89% 62,40% 95,61% 100%

A partir des résultats obtenus, nous avons constatés que apres 24 heures de
prélevement des folioles infestées de leurs pieds mere (palmier dattier), un total de
23,89 % de cochenilles blanches ont mour(t. Apres deux jours, le taux de mortalité
enregistré est de 62,40%. Au troisieme jour, la mortalité est de 95,61%, elle est totale

(100%) le quatrieme jour et les cochenilles n’ont pas résisté au manque de la seve elaboré.

Les cochenilles blanches s'alimentent exclusivement au dépend de la seve élaborée
(BOUCHOUL et IDDER, 2017). La séparation des folioles de leurs palmes a provoqué une
interruption de cette séve, et la quantité restante au niveau des lcm: n'est suffisante a
l'alimentation des cochenilles que pour une journée (24 heures) seulement.
Les résultats de ce test nous ont permis de ne pas dépasser la durée de 24 heures a prendre
en considération pour avoir l'effet de l'extrait végétal sur ce ravageur sans confrontation

avec la mortalité naturelle due au manque d'alimentation.
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111.2.- Effets des extraits végétaux sur le comportement de I’insecte

Aprés les traitements aux extraits aqueux des feuilles d’U. urens et de C. arabica, il
est a noter que les boucliers des individus larves fixes, males et femelles de P. blanchardi
Targ. commencent a régir dans les extraits, et deviennent plus fragiles par rapport aux
individus témoins (photo 15, 16 et 17). Ces boucliers sont de nature cireuses et leurs
solubilité est plus rapide dans I’extrait de C. arabica comparant a ’extrait d’U.urens. Ainsi
il est remarqué le détachement des insectes de leurs folioles. Ce qui indique la mort des

individus traités.

L’intensité des symptomes différe d’un individu a un autre, toutefois les
individus femelles semblent étre plus résistants que les individus males et les larves fixes

du P. blanchardi Targ. traités par les extraits aqueux foliaires d’U. urens et de C. arabica.

Il semble que la taille joue un réle dans la résistance des individus puisque les
femelles présentent une longueur de 1,2 mm par rapport aux males qui ont 0,8 mm de
longueur, ainsi la présence d’une haute teneur de la substance cireuse au niveau du
follicule des femelles qui lui donne une résistance vis-a-vis a la perméabilité des
insecticides de nature aqueuse (GASSOU et SAGGOU, 2015).

Les femelles sont généralement morphologiquement de plus grandes tailles par
rapport aux males et aux larves fixes. L’absorption étant un phénomeéne de surface, les
petits individus ayant un rapport surface/masse supérieur aux individus de grande taille
absorbent toute chose égale par ailleurs, une plus grande quantité d’insecticide par rapport
a leur poids. L’absorption d’un composé toxique, est supposé proportionnelle a sa
concentration en solution, et son élimination proportionnelle a sa concentration interne
(HAMID OUDJANA, 2009).

Photo 15 : Cochenilles temoins (Originale)
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Ay ,,.,xi"

Photo16 : Cochenilles imprégnées par Photo 17: Cochenilles imprégnées par
I’extrait d’U. urens (Originale) I’extrait de C. arabica (Originale)

111.3.- Effet de I’extrait aqueux foliaire d’U. urens sur Parlatoria blanchardi Targ

Les individus des cochenilles blanches traités par I’extrait aqueux
foliaires d’U. urens montrent des changements physiologiques et neurochimiques
probablement dus a I’effet toxique des substances contenues dans I’extrait de cette

plante (photo 18).

Femelle sans bouclier

Photo 18: Cochenilles traitées par 1’extrait d’U. urens (Originale)
111.3.1.- Effet de I’extrait aqueux foliaire d’U. urens sur la mortalité

Les résultats relatifs aux taux de la mortalité cumulée observée aprés 3 heures chez
les individus (larves, males et femelles) de P. blanchardi Targ. au niveau des différents

lots témoin et traités par I’extrait foliaire aqueux d’U.urens, sont regroupeés sur la figure 11.

34



Chapitre I11.- Résultats et discussion

100
8 888
0
—~ 80 e —
S
[J]
2
§ 60 - —
-g M Larves
‘o
£ 40 - —  EMales
8
o Femelles
2 )0 - |
n
00
.rﬁ
—
0 i T T T T T
Témoin  20% 40% 60% 80% 100%
Doses (%)

Figure 11: Taux de la mortalité cumulée observée apres 3 heures chez les individus

de P. blanchardi Targ. traités par les extraits foliaires aqueux d’U. urens.

Le taux de la mortalité observée varie selon les individus et les concentrations; la
mortalité augmente en fonction de la concentration en extrait appliqué, les valeurs
rapportées chez les larves fixes sont plus élevées que celles notées chez les males et les
femelles. Le pourcentage de la mortalité chez les individus témoins est de 19,42 ; 19,35 ;
13,85 respectivement, chez les Larves fixes, les males et les femelles. La mortalité totale
des larves fixes est enregistrée a partir de la dose 60%, ensuite les males et les femelles

enregistrent une mortalité totale a partir de la dose 80%.

GASSOU (2015) note le taux de mortalité le plus élevé chez les individus de P.
blanchardi Targ. traités par les extraits aqueux de poivre noir (Piper nigrum) et de I'Arghel
(Gomphocarpus fruticosus). Ce taux augmente avec 1’augmentation des concentrations et

varie selon les individus, il était pour le poivre noir de 91,35% et de 85.46 % pour 1’ Arghel

a 10% de concentration.
111.3.2.- Effet de ’extrait aqueux foliaire d’U. urens sur la cinétique de la mortalité

Suite a I’exposition des individus de P. blanchardi Targ. aux différentes
concentrations d’extrait aqueux d’U. urens, un suivi expérimental pendant 3 heures est
réalisé. Les figures 12, 13, 14 illustrent la cinétique de la mortalité cumulée au niveau des
différents lots traitées et témoin.
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Figure 12: Cinétique de mortalité cumulée observée chez les larves fixes témoins et

traitées par I’extrait foliaire aqueux d’U. urens
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Figure 13: Cinétique de mortalité cumulée observée chez les males témoins et traitées par

I’extrait foliaire aqueux d’U. urens
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Figure 14: Cinétique de mortalité cumulée observée chez les femelles témoins et traitées

par I’extrait foliaire aqueux d’U. urens

Au vu des résultats, le taux de mortalité augmente en fonction des doses et du

temps d’exposition le taux de mortalité est maximal 100% chez tous les individus traités
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par Iextrait pur de 1’U. urens (100%) aprés 3 heures d’exposition. En effet, les taux de
mortalité cumulée augmentent avec I’augmentation de la concentration et le temps pour

atteindre un taux maximal a 100% (effet cumulatif).

Les études précédentes n'ont pas abordé la cinétique de mortalité chez Parlatoria
blanchardi Targ. Les tests biologiques de TOUBAL et al. (2019) ont montré que 1’extrait
aqueux de ’ortie a une activité larvicide et une toxicité élevée contre les Culex pipiens. Le
taux de mortalité des larves augmente en fonction des doses et du temps d’exposition, il
atteint 100% apres 48 h chez les individus traités a la dose 5 % et apres 24 h chez les
individus traités a la dose 10 %.

ZEGOUBA et LAHLAH (2018) notent des résultats similaires en utilisant ’extrait
aqueux de I’Ortie a différentes concentrations, avec un taux de mortalité de 100% apres 9 h
chez les individus traités par 1’extrait pur et aprés 72 h chez les individus traités par
Iextrait dilué a 20%. LAOUIRA (2014) a évalué I’effet insecticide de la poudre des
feuilles de quelques plantes contre les adultes de Drosophila melanogaster et confirme la

toxicité de ’ortie avec un taux de mortalité¢ de 10% apres 4h qui augmente a 77,5% apres
48 h.

Le travail d’AIT TAADAOUIT et al. (2012) qui a étudié I’effet des extraits
vegétaux de certaines plantes marocaines sur Tuta absoluta, montre une augmentation du

taux de mortalité avec le temps, il atteint 55% aprés 72 h pour I’extrait initial de 1’ ortie.
111.3.3.- Dose létale 50 (DLso) de I’extrait aqueux foliaire d’U. urens

L’estimation de la dose létale 50% (DLso) est effectuee en dressant la droite de
régression des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en
fonction des logarithmes des concentrations (mg/ml) en extraits aqueux appliqués
d’U. urens (fig. 15). Au vu des résultats, il est noté que la DLs est de 0,070 g/ml (tab.3).
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Figure 15 : Relation entre la mortalité corrigée des individus de P. blanchardi et la
dose de I’extrait aqueux foliaire d’U. urens

Tableau 3: La dose létale 50 de I’extrait foliaire aqueux d’U. urens

Equation de régression Coefficient de regression Dose létale 50(g/ml)
y = 3,1529x% - 0,8277 R2=0,9719 0,070
0.1 -

0.08 -
T 0.06 -
SN
= 0.04 - 0.075 0.084
2 0.02 - 0.04

0 T T 1
Larves Males Femelles
Individus

Figure 16: Dose létale 50 chez les individus de P.blanchardi Targ. traités par ’extrait

aqueux d’U. urens

La DLso différe selon I'individus, elle est plus faible chez les larves fixes
(0,040g/ml), et augmente chez les adultes ; 0,075g/ml chez les males et 0,084 g/ml chez les
femelles (fig. 16).

111.3.4.- Temps létal 50 (TLso) de ’extrait aqueux foliaire d’U. urens

Les calculs de temps létal 50 (TLso) ont été effectués en dressant la droite de
régression des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en
fonction des logarithmes des temps de traitement. Les résultats sont illustrés dans le

tableau 4 et la figure 17.
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Tableau 4: Equations des droites de

régression,

coefficients de

régression et

les valeurs de TL50 pour I’extrait foliaire aqueux d’U. urens chez les larves fixes, les
males et les femelles de P.blanchardi Targ.

Concentration Individus Equation de Coefficient de régression TL =0
(%) régression (R?) (H)
20 Larves fixes | y=2,9526x + 4,3255 0,9039 1,69
Males y=1,8746x + 4,4922 0,9595 1,87
Femelles y=1,944x + 4,091 0,6534 2,93
40 Larves y = 3,0436x + 5,0722 0,9364 0,95
Males y=2,1454x + 4 ,8894 0,8721 1,13
Femelles y=2,7069x + 4,4752 0,8427 1,56
60 Larves y =4,9853x + 5,5971 0,8724 0,76
Males y=2,1527x + 5,2408 0,8487 0,77
Femelles y=3,0774x + 4,6368 0,9295 1,31
80 Larves y = 4,2375x + 5,899 0,8724 0,61
Males y=3,6198x + 5,6809 0,8834 0,65
Femelles y=4,7672x + 4,6031 0,9412 1,21
100 Larves y =1,9488x + 6,8231 0,8724 0,12
Males y=3,547x + 5,9595 0,9993 0,54
Femelles y=6,0753x + 4,744 0,9999 1,1

Au vu des valeurs de la TLso de chaque concentration de I’extrait, il apparait que le

temps de mortalité (TLso) des individus diminue & tous les stades au fur et a mesure de

I’augmentation de la dose de traitement, le maximum de diminution est enregistré chez les
individus traités a la dose (100%) avec 1,1h (66 min), 0,54h (32,4 min) et 0,12 h (7,2 min)

respectivement chez les femelles ,

les males et les larves fixes, il semble que les individus

les plus petits (larves fixes) sont plus sensibles a I’extrait de I’U. urens (fig. 18, 19, 20).
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Figure 17: Temps létale de 50% des cochenilles blanches traités par différentes doses de

I’extrait aqueux d’U. urens
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Figure 18 (A, B, C, D, E) : Action de I’extrait aqueux foliaire d’U.urens sur les larves
fixes de P. blanchardi Targ
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Figure 19 (A, B, C, D, E) : Action de I’extrait aqueux foliaire d’U.urens sur les males de

P. blanchardi Targ
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Figure 20 (A, B, C, D, E) : Action de I’extrait aqueux foliaire d’U.urens sur les
femelles de P. blanchardi Targ
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D’aprés ZEGOUBA et LAHLAH (2018), la valeur de TLso chez les larves de Culex
pipiens traitées par I’extrait aqueux foliaire de I’ortie diminue avec I’augmentation des
concentrations, elle est respectivement de 21,6 h; 9,79 ; 1,65 h; 0,35 h; 0,03 h pour les
doses 20 %, 40%, 60 %, 80 % et I’extrait brut 100%. La valeur de TLso enregistrée par
LAOUIRA (2014) chez les drosophiles nourries par la poudre de I’ortie est de 28,93 h.

111.4.- Effet de I’extrait aqueux foliaire de C. arabica sur P.blanchardi Targ.

L’extrait aqueux foliaire de C. arabica montre des changements physiologiques et
neurotoxiques chez les cochenilles blanches par rapport aux individus témoins (photo 19).

Femelle avec son

bouclier a ’envers

Photo 19: cochenilles traitées par I’extrait de C. arabica (Originale)

111.4.1.- Effet de I’extrait aqueux foliaire de C. arabica sur la mortalité

Les résultats relatifs aux taux de la mortalité cumulée observée apres 3 heures chez
les individus larves, males et femelles de P. blanchardi TARG pour les lots témoins et

traités par I’extrait foliaire aqueux de C. arabica, sont regroupés sur la figure (21).
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Figure 21 : Taux de mortalité cumulée observée aprés 3 heures chez les individus
de P. blanchardi TARG. traités par les extraits foliaires aqueux de C. arabica
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Le taux de la mortalité varie selon les individus et les concentrations ; les valeurs
rapportées chez les larves fixes sont plus élevées que celles notées chez les méles et chez
les femelles. Le pourcentage de la mortalité augmente en fonction de la concentration en
extrait appliqué ; avec 71,43%, 70,15% et 67,44% respectivement chez les larves, les
males et les femelles du lot 20%, pour arriver a 100% de mortalité chez tous les individus
du lot traité par I’extrait pur (100%). Toutefois les larves fixes enregistrent 100% de
mortalité & partir de la dose (60%).

Plusieurs travaux ont étudié I’effet des extraits aqueux sur le taux de mortalité chez
les cochenilles blanches. BOUCHOUL (2017) a signalé que les extraits aqueux
d’Eucalyptus a 3%, le ricin a 3%, le laurier rose a 1% et la coloquinte fruits sans graines a
1% ont provoqué des taux de mortalité de la cochenille respectifs de 77,12% ; 77,08% ;
73,85% et 73,60%.

D’aprés BEN BADA (2015), I’extrait aqueux foliaire de Datura stramonium et les
huiles fixes de ses graines présentent un fort pouvoir insecticide vis-a-vis des cochenilles

blanches avec un taux de mortalité variable.
111.4.2.- Effet de ’extrait aqueux foliaire de C. arabica sur la cinétique de la mortalité

Suite a I’exposition des individus de P. blanchardi aux différentes concentrations
d’extrait aqueux de C. arabica, un suivi expérimental pendant 3 heures est réalisé. Les
figures (22, 23, 24) illustrent la cinétique de la mortalité cumulée au niveau des différents

lots traités et témoin.
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Figure 22: Cinétique de mortalité cumulée observée chez les larves fixes témoins et

traitées par I’extrait foliaire aqueux de C. arabica
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Figure 23: Cinétique de mortalité cumulée observée chez les males témoins et traitées par

I’extrait foliaire aqueux de C. arabica
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Figure 24: Cinétique de mortalité cumulée observée chez les femelles témoins et traitées

par I’extrait foliaire aqueux de C. arabica

Au vu des résultats, le taux de mortalité est maximal 100% chez tous les individus
traités par I’extrait pur (100%) aprés 3 heures. En effet, les taux de mortalité cumulée

augmentent chaque heure pour atteindre un taux maximal 100% (effet cumulatif).

KORICHI-ALMI et al. (2016) notent une évolution temporelle du taux de mortalité
cumulée de larves L1 d’Ectomyelois ceratoniae Zeller traitées par les extraits aqueux de
C.arabica. Le suivi chronologique de I’effet de I’extrait de C. arabica & 5% montre une
augmentation du taux de mortalité de 2,2% apres 48h jusqu'a 22,2% a 120 h. Cependant, a
la concentration 15%, la mortalité & 24h correspond a 4,44% et atteint 48,9% aprés 168 h

de traitement.

Les tests biologiques de HAMID OUDJANA (2017) ont montré que I’extrait brut

de C. arabica a une activité insecticide et une toxicité élevée contre les individus femelles
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et méles de Schistocerca gregaria. Le taux de mortalité atteint 100% aprés 135 min chez les

males et apres 185 min chez les femelles.

KEMASSI (2012) a enregistré 1’action de I'extrait acétonique brut foliaire de C.
arabica par ingestion sur la mortalité cumulée des larves L5 et des individus adultes de S.
gregaria, soit 16,66% pour les larves apres 8 jours et 33,33% pour les adultes aprés 18
jours. Toutefois, la pulvérisation directe des huiles essentielles brutes foliaires sur les
larves L5 et les individus adultes, entraine des taux de mortalité de 100% au bout de 12min
10’ chez les larves L5 et au bout de 128min 40’ chez les adultes. Pour les huiles
essentielles brutes la DL50, elle est de I’ordre de 09 minl7' pour les larves L5 et pour les
adules de 41min 50"

111.4.3.- Dose létale 50 (DLso) de I’extrait aqueux foliaire de C. arabica

L’estimation de la dose I¢tale 50% (DLso) est
effectuée en dressant la droite de régression des probits correspondants
aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des logarithmes des

concentrations (mg/ml) en extraits aqueux appliqués de C. arabica (fig. 25).
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Figure 25: Relation entre la mortalité corrigée des individus de P. blanchardi et la
dose de I’extrait aqueux foliaire de C.arabica

Au vu des résultats, il est noté que la DLsg est de 0,119 g/ml (tab 5).

Tableau 5: La dose létale 50 de I’extrait foliaire aqueux de C. arabica

Equation de régression Coefficient de régression Dose létale 50(g/ml)

y = 3,1369x - 1,5146 R2? = 0,8446 0,119
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La DLso différe
(0,106g/ml), et augmente chez les adultes: 0,119 g/ml chez les males et 0,120 g/ml chez les
femelles (fig 26).
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Figure 26: Dose létale 50 chez les individus de P.blanchardi Targ. traités par 1’extrait

aqueux de C. arabica

111.4.4.- Temps létal 50 (TLso) de ’extrait aqueux foliaire de C. arabica

selon l’individus, elle est plus faible chez les larves fixes

Les calculs de temps létal 50 (TLso) ont été effectués en dressant la droite de

régression des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en

fonction des logarithmes des temps de traitement. Les résultats sont illustrés dans le

tableau 6.

Tableau 6:

les valeurs de TLso pour I’extrait foliaire aqueux de C. arabica

Equations des droites de régression, coefficients de régression et

Concentration Individus Equation de regression Coefficient de régression | TL 5o

(%) (R?) (H)
20 Larves fixes | y=1,8564x +4,4702 0,9971 1,72
Males y=0,9099x +4,4731 0,9372 1,76
Femelles | y=3,2825x + 3,7475 0,9951 2,41
40 Larves y =0,9773x + 5,1791 0,9999 0,66
Males y=0,5815x +5,1674 0,9149 0,72
Femelles | y=1,7372x +4,7008 0,8872 1,49

60 Larves y =2,668x + 6,0652 0,7163 0,4
Males y=1,5883x + 5,5623 0,9873 0,44
Femelles | y=2,2843x + 5,067 0,7975 0,93
80 Larves y =2,402x + 6,6402 0,8724 0,21
Males y=1,6548x + 5,9586 0,7993 0,26
Femelles | y=2,4035x + 5,3964 0,9967 0,68
100 Larves y =1,6542x + 6,9421 0,8724 0,07
Males y=1,9188x + 6,5508 0,8169 0,14
Femelles | y=3,2145x +5,7549 0,7235 0,58
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Au vu des valeurs de la TLso de chaque concentration en I’extrait, il apparait que
Iextrait pur (100%) présente le maximum des valeurs minimales de TLso avec 0,58h,
0,14h et 0,07 h; respectivement chez les individus femelles, méles et larves fixes, cela
signifie une rapidité d’action sur les individus des cochenilles blanches. Pour les autres
concentrations le TLso augmente avec la diminution de la dose (fig. 27).

2.41
2.5 '}
2 1.76
1.72 1.49
— 15 -
L
‘I’% 0.93 Larves
= L ) 0.68 Males
‘ . 0.58 Femelles
0.5 -

- ; Femelles
0

Males
20% 40% Larves

60%

80%
Doses(%) 100%

Figure 27: Temps létale de 50% des cochenilles blanches traités par différentes doses de

I’extrait aqueux de C. arabica

Ainsi les résultats obtenus font apparaitre que les larves et les adultes sont
influencés par les extraits aqueux de C. arabica. Cette action est plus rapide sur les larves

comparativement aux males et sur les individus adultes males par rapport aux femelles a
I’extrait pur (100%) (fig. 28, 29, 30).

48




Chapitre I11.- Résultats et discussion

5.6
y = 1.8564x + 4.4702

5.4 R2=10.9971
5.2 /

048
4.6
44 T T T !
0 0.2 0.4 0.6
Log T

57 1= 0.9773x + 5.1791
56 R:=0.9999
. 55
S 54 ol
%53
5.2
5-1 T T T 1
0 02 04 06
Log T

Action de I’extrait a la dose 20 %

»

dans le temps

B- Action de ’extrait a la dose 40%

dans le temps

8 l/

6 <
= _
[ y =2.668X ¥ 6.0652
o ) R2=0.7163

0 T T 1

0 0.2 0.4 0.6
Log T

0 0.2 0.4 0.6
10g T

C- Action de ’extrait a la dose 60 %

dans le temps

D- Action de I’extrait a la dose 80%

dans le temps

. >

274
o]

y =1.6542x + 6.9421

R2=0.8724

0 0.1

Log T

0.3 0.4 0.5

E- Action de I’extrait a la dose 100 % dans le temps

Figure 28 (A, B, C, D, E) : Action de I’extrait aqueux foliaire de C. arabica sur

les larves fixes de P. blanchardi Targ
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Figure 29 (A, B, C, D, E) : Action de I’extrait aqueux foliaire de C. arabica sur

les méles de P. blanchardi Targ
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D’aprés KORICHI-ALMI et al. (2018), les valeurs des TL so montrent un effet
sur les larves d” Ectomyeloisceratoniae Zeller méme a la plus faible concentration. Le
TL50 diminue avec I’augmentation des concentrations. Le TLsg le plus faible (8,91 jours)

est enregistré a la concentration 15%.

La wvaleur de TLso enregistrée par KEMASSI (2012) chez les
larves L5 de de Schistocerca gregaria nourries par [’extraits foliaire  bruts
acétoniques de C.arabica est de 24,80 jours et de 45,86 jours pour les adultes. Apres le
traitement par les huiles essentielles brutes foliaires, les TL50 sont de I’ordre de 09 min 17

pour les larves L5 et pour les individus adules de 41 min 50'.

Le pouvoir insecticide de C. arabica est prouvé grace aux métabolites secondaires,
dont I’enquéte phytochimique a conduit a l'isolement de composés phénoliques, des
alcaloides et de triterpene. Ces composes, capables de provoquer des perturbations
physiologiques. C’est le cas des alcaloides qui dissuadent les insectes phytophages,
affectent le systéme nerveux et la division cellulaire et ont une propriété toxique et
paralysante sur les insectes (KORICHI-ALMI et al., 2016).

I11.5.- Effet des extraits aqueux foliaires de C. arabica et d’U. urens L. sur P’activité

d’enzyme cholinestérase chez Parlatoria blanchardi Targ

Apres 2 heures d’incubation des lots témoins et traités par les différentes
concentrations des extraits aqueux foliaires des deux plantes U. urens et C. arabica, il est

noté une variation cholinesterasique entre les individus de P. blanchardi Targ.

I11.5.1.- Effet de P’extrait aqueux foliaire d’U. urens L. sur Dactivit¢é d’enzyme

cholinesterase chez Parlatoria blanchardi Targ.

Les  résultats  relatifs a  D’étude de  lactivit¢ de  I’enzyme
cholinestérase chez les individus traités par 1’extrait aqueux des feuilles d’U. urens, sont

regroupés sur la figure (31).

Il apparait, des variations de I’activité cholinestérasique entre les individus
femelles, males et larves témoins de P. blanchardi qui sont respectivement de 1,05 + 0,10
nanomole /min /ml ; 0,74 £ 00 nanomole /min /ml et 0,63 + 0,06 nanomole /min /ml. Les
femelles présentent une activité cholinesterasique plus élevé que les autres stades de P.

blanchardi Targ.
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Chez les individus traités par I’extrait aqueux brut des feuilles de C. arabica, le
maximum de diminution de D’activité d’acétylcholinestérase est enregistrée chez les
individus traités par la dose la plus concentrée (100%), elle est de 0,55 + 0,14 nanomole
/min /ml pour les individus femelles, de 0,32 nanomole /min /ml pour les individus males
et 0,59 nanomole /min /ml pour les larves avec, respectivement, une diminution par
rapport au témoin de 47,57% ; 56,02% et 06,29 % pour les femelles, les méles et les larves

fixes.
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2
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o £
- A
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Figure 31 : Activité d'enzyme cholinestérase chez les individus de

Parlatoria blanchardi Targ traités a difféerentes doses de U. urens L.

111.5.2.- Effet de I’extrait aqueux foliaire de C. arabica et sur D’activité d’enzyme
cholinesterase chez Parlatoria blanchardi Targ.
Les résultats d’étude de I’activité cholinestérasique traités par 1’extrait aqueux des

feuilles a différentes concentrations de C. arabica, sont regroupés sur la figure (32).

Il apparait, des variations de I’activité cholinestérasique entre les individus
femelles, males et larves témoins de P. blanchardi Targ. qui sont respectivement de 1,05

nanomole /min /ml ; 0,74 nanomole /min /ml et 0,63 nanomole /min /ml.

Chez les individus traités par ’extrait aqueux brut des feuilles de C. arabica,
I’activité d’acétylcholinestérase diminue, elle est de 0,37 nanomole /min /ml pour les

individus femelles, de 0,25 nanomole /min /ml pour les individus males et
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0,37 nanomole /min /ml pour les larves, avec une diminution par rapport au témoin de

65,04%; 66,68 % et 41,43% pour les femelles, les méles et les larves fixes respectivement.
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Figure 32 : Activité d'enzyme cholinestérase chez les individus de Parlatoria blanchardi

Targ. traités a différentes doses de C. arabica.

Un abaissement de I’activité cholinestérasique apres traitement chez les individus
femelles, larves et les méles, est noté. Cette diminution est inversement proportionnelle a la

dose de I’extrait aqueux regue.

Les résultats du dosage de cholinestérase montrent clairement que les extraits
aqueux de C. arabica et U. urens diminuer I’activité de la cholinestérase. Le dosage des
cholinestérases sert a détecter une anomalie de ces enzymes due a des facteurs acquis ou
suite a D’exposition aux pesticides (BENZIANE, 2014). En effet, les inhibiteurs
d’acétylcholinestérase sont lipophiles, franchissent aisément toutes les barrieres
biologiques et se fixent de facon covalente aux cholinestérases de la jonction synaptique
des fibres du systéeme nerveux central. Ils se fixent également aux acétylcholinestérases et
font Dinhibition de cette enzyme (BENZAIANE, 2014). Les inhibiteurs des

cholinestérases, conduisent & une accumulation synaptique d’acétylcholine.

D’apres les résultats il semble que les extraits aqueux de C. arabica et U. urens
franchissent les barrieres biologiques de Parlatoria blanchardi Targ. Une diminution de

I’activit¢ de I’enzyme entraine une augmentation d’acétylcholine a ces extrémités
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nerveuses. Cela peut entrainer une hyperstimulation (excitation) des nerfs de I’organisme
(LAUWERYS ,1999; BENZIANE, 2014).

Les femelles présentent un taux d’inhibition plus important que les males, cela peut
étre d0 a la susceptibilité des femelles de fixer le xénobiotique dans leurs ovocytes, qui
semble présenter un milieu riche en lipides. Le principe actif prend la place de
I’acétylcholine et se fixe a son site d’interaction. I1 en résulte un blocage des sites
acétylcholinestérasiques car la composition moléculaire de métabolite ne permet pas
I’hydrolyse qui normalement libérerait le site enzymatique et I’amorce d’une nouvelle

réaction (HAMID OUDJANA, 2017).

MADACIT (2008) a noté que Comparativement aux témoins, 1’extrait de Nerium
oleander laurier rose influe de manicre trés significative sur I’activité enzymatique de
I’acétylcholinestérase chez larves de Rhizotrogini traités, avec une diminution de
0,032 £ 0,005 nanomole/min/ml pour les témoins a 0,017 + 0,006 nanomole/min/ml pour

les individus traités.

L’étude de HAMID OUDJANA (2009) preuve qu’aprés 24h de traitements a
différents doses chez les individus femelles et males de S. gregaria, a enregistré un taux
moyen de 24,81+4,91 nanomole/min/ml chez les individus femelles et un taux moyen de
cholinestérase de 28,99+8,00 nanomole/min/ml chez les individus méales ayant recu la dose

de 2g de Malatox EC50/I, un insecticide organophosphoré inhibiteur de cholinestérase.

D’aprés GHENABZIA (2009), Pactivité de I’acétylcholinestérase étudiée chez des
individus femelles et males de Schistocerca gregaria exposés au Kuik 200 SL (un
insecticide), sont effectués a différentes durées d’expositions et a concentrations de
I'insecticide de 2g ,4g et 8g de Kuik 200 SL/I. Une inhibition de [Dactivité
cholinestérasique est notée pour les différentes doses de Kuik 200 SL, avec un maximum
d’inhibition a la dose de 8g de Kuik 200 SL/I, I’activité cholinestérasique n’est que de
3,81£3,68 nmol/min/ml pour les individus males de S. gregaria, et de 5,6+5,98
nmol/min/ml pour les individus femelles. Cette inhibition de I’activité cholinestérasique

peu persiste 24 heures apres traitement.

Selon LE BRAS (1990), la quantité d’insecticide pénétrant dans les individus
soit fonction a la fois du poids et (ou) du métabolisme, et de sa concentration dans

le milieu. Dans le cas des faibles concentrations c'est la variation des parametres
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biologiques qui va faire la différence d'un individu a l'autre, alors que pour les
concentrations élevées cette variation métabolique devient négligeable par rapport a
la quantité d’insecticide présente dans le milieu. L’intoxication comporte une phase
d’hyperexcitation suivie d’une phase d’incoordination des mouvements et d’ataxie
locomotrice ce qui signifie que I’activité cholinestérasique augmente au début avant
d’arriver au stade de diminution qui résulte d’une inhibition irréversible de I’enzyme

cholinestérase (HAMID OUDJANA, 2017).
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L’amélioration de la production des dattes en quantité et en qualité demande une
action intégrée pour minimiser les conséquences des différentes contraintes, entre autres,
les conditions écologiques, les maladies et les ravageurs. La cochenille blanche Parlatoria
blanchardi Targ. compte parmi les déprédateurs les plus redoutables du palmier dattier qui

ne cesse de prendre de I’ampleur dans les oasis en causant des dégats importants.

L’étude de l'effet toxique et insecticide des extraits aqueux foliaires de Cleome
arabica (Capparidaceae) et de Urtica urens (Urticaceae), deux plantes spontanées du
Sahara septentrional Est algérien sur la mortalité et I’activité cholinestérasique, chez les
cochenilles blanches Parlatoria blanchardi Targ. du palmier dattier, a porté sur les

individus méles, femelles et larves de ce parasite.

Les résultats obtenus sur I’influence des différentes doses des extraits végétaux sur
la mortalité de la cochenille blanche Parlatoria blanchardi Targ., montrent que les deux
extraits de C. arabica et d’U. urens donnent des taux de mortalité élevés qui arrivent

jusqu'a 100% pour les doses 60%,80% et 100% apres trois heures de traitement.

Les tests de mortalité effectués au laboratoire, nous ont permis de constater que les
individus larves et méales sont les plus sensibles aux traitements par les extraits végétaux.
Les femelles sont les plus résistantes vues la présence d'une couche cireuse qui enveloppe
le bouclier et qui géne la pénétration du produit. Le taux de mortalité enregistré par
I'utilisation des deux extraits montre que le C. arabica a donné une efficacité plus rapide a
celle d’U. urens, le temps le plus cours est enregistrés chez les larves fixes traités par
I’extrait aqueux de C. arabica avec 0,070 h (4,2 min). Ainsi la dose létale 50 la plus faible
est enregistrée chez les larves fixes de Parlatoria blanchardi Targ., traitées par I’extrait

aqueux d’U. urens avec 0,040g/ml.

Les résultats du dosage de cholinestérase montrent clairement que les substances
naturelles (les métabolites secondaires) des extraits aqueux de C. arabica et d’U. urens

influencent sur I’activité de I’AChE et diminuent généralement leur activite.

Cette inhibition est plus marquée chez les individus traités par la dose pure (100%)

et les individus males traités par C. arabica a cette dose sont les plus sensibles.

Ceci nous améne a dire que les extraits affectent la cochenille comme bio pesticides
et ouvre des perspectives dans le domaine de la lutte biologique qui concernant la

récupération et valorisation de la matiere végétale abandonnée (C. arabica et U. urens) qui
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est généralement perdu dans la nature ou trés peu exploité et d'étudier la composition
chimique de leur métabolites secondaires pour cibler les molécules responsables de I'effet
insecticide et de sa toxicité.

Ces résultats préliminaires sont tres encourageants et meérite d'étre suivis par
d'autres essais, en utilisant d'autres plantes qui présentent I'effet insecticide. Il faut élargir
aussi les traitements sur d'autres variétés de dattes vu que le taux d'infestation par la
cochenille blanche présente une relation étroite avec la composition variétale,
l'organisation et I'entretien d'une palmeraie et enfin une étude statistique est souhaitable,
permettant d’analyser et confirmer nos résultats.
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Annexe |
Préparation du tampon phosphate de sodium: pH 7.4
Réactifs
Acide citrique : 2.10 g

Phosphate disodique : 7.16 g.

Préparation
2.10 g d'acide citrique(CsHgO7) (0.1M) dans 100 ml d'eau distillée.
7.16 g de phosphate disodique (Na2HPO.12H,0) (0.2M) dans 100 ml d'eau distillée.

M¢élanger I’acide citrique et le phosphate disodique pour obtenir le tampon phosphate de

sodium pH 7,4.
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Annexe Il
Activité enzymatique : méthode d’ELMAN 1961

Réactifs
Acétylcholinestérase 1g, DNTB (acide 5-thio (2-nitrobenzoique), I’eau distillée.
Préparation des réactifs (milieu d’ELMAN)

- Iodure d’acétylcholine (P.M. 289.18)

Dissoudre 0.5g dans 12.5 ml d’eau distillée.

Faire des aliquotes de 0.5 ml.

- DNTB (P.M. 396.35)

Dissoudre 0.4g dans 20 ml de tampon phosphate (2.10 g d’acide citrique, 7.16 g de
phosphate disodique (NaHPO. 2H20) 0.25M, pH7

Faire des aliquotes de 1 ml.
Mélange réactionnel ’ELMAN

- 0.5 ml de solution d’acétylcholine
- 1 mldesolution de DNTB
- 10 ml de tampon phosphate 0.5 M pH 7

- Compléter a 100 ml d’cau distillée.
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Annexe Il : Photos de Parlatoria blanchardi Targ.

Femelle pondeuse (fin du cycle)
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Séchage des plantes

Fruits de C. arabica Graines de C. arabica

Appareils utilisés au laboratoire

Broyeur electrique Loupe binoculaire Spectrophotométre
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Annexe IV : Test de mortalité

Tableau 1 : La mortalité des cochenilles blanches traités par ’extrait aqueux de C. arabica
apres une heure

Avant le | Témoin Couchaille blanche traités par I’extrait aqueux de

traitement (%) C. arabica aprées une heure
par Doses
Pextrait 20% 40% 60% 80% | 100%
Larves fixes | 1432 17,65 | 42,42 | 6500 | 9124 | 9532 | 97,18
Male 12,27 1351 | 5500 | 62,04 | 7567 | 86,66 | 9392
Femelles 07,89 08,95 | 19,15 | 41,48 | 60,79 | 69,38 | 84,89
total 11,63 12,23 | 4359 | 5537 | 69,00 | 86,23 | 94,45

Tableau 2 : La mortalité des cochenilles blanches traités par 1’extrait aqueux de C. arabica
apres deux heures

Avant le | Temoin Couchaille blanche traités par 1’extrait aqueux de

traitement (%) C. arabica apreés deux heures

par Doses

Pextrait 20% 40% 60% 80% | 100%
Larves fixes | 15,33 1885 | 59,12 | 7433 | 93,62 100 100
Male 13,66 1552 | 68,18 | 70,37 | 86,67 | 90,32 | 97,00
Femelles 09,67 10,40 | 4347 | 6875 | 70,77 | 87,14 | 88,89
total 12,89 1597 | 57,14 | 72,63 | 7931 | 90,31 | 9553

Tableau 3 : La mortalité des cochenilles blanches traités par ’extrait aqueux de C. arabica
apres trois heures

Avant le | Témoin Couchaille blanche traités par I’extrait aqueux de
traitement (%) C. arabica apres trois heures
par Doses
I extrait 20% 40% 60% 80% | 100%
Larves fixes | 18,77 19,77 | 71,43 | 78,94 100 100 100
Male 16,07 1807 | 7015 | 7241 | 923 | 9714 100
Femelles 10,25 11,11 | 67,44 | 6956 | 91,67 | 9508 100
total 15,43 16,24 | 69,41 | 7297 | 9211 | 96,77 100
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Tableau 4 : La mortalité des cochenilles blanches traités par ’extrait aqueux d’U. urens
apres une heure

Avant le | Témoin Cochenilles blanches traités par I’extrait aqueux
traitement (%) d’U. urens apreés une heure
par Doses

P extrait 20% 40% 60% 80% 100%
Larves fixes | 11.24 13,33 | 37,29 | 61,97 | 70,37 80 96,96
Male 13.33 17,65 | 44,35 | 5829 | 69,55 82,86 | 86,36
Femelles 08.23 10,97 | 30,26 | 41,48 | 4561 | 46,08 | 46,66
total 10.29 15,77 | 33,71 | 50,09 | 56,49 | 59,88 | 68,04

Tableau 5 : La mortalité des cochenilles blanches traités par ’extrait aqueux d U. urens
apres deux heures

Avant le | Temoin Cochenilles blanches traités par I’extrait aqueux
traitement (%) d’U. urens apres deux heurs
par Doses

Pextrait 20% 40% 60% 80% | 100%

Larves fixes | 12,14 1754 | 57,14 | 81,48 100 100 100
Male 17,62 19,23 | 5833 | 6952 | 79,23 | 9333 | 9836
Femelles 10,37 12,5 33,33 | 5567 | 68,04 79,2 94,35
total 13,52 17,29 | 4483 | 60,84 | 7317 | 86,74 | 96,75

Tableau 6 : La mortalité des cochenilles blanches traités par ’extrait aqueux d U. urens
apres trois heures

Avant le | Témoin Cochenilles blanches traités par I’extrait aqueux
TRT (%) d’U. urens apres trois heures
par Doses
I extrait 20% 40% 60% 80% | 100%
Larves fixes | 13,33 | 1942 85 95,74 100 100 100
Male 1723 | 1935 | 73,08 87,5 93,93 100 100
Femelles 1167 | 1385 | 6571 | 8524 | 90,69 | 98,08 100
total 1461 | 193 | 7284 | 8965 | 9615 | 99,37 100

\



Annexes

Annexe V

Transformation de pourcentages en probits

Tableau : Transformation de pourcentage en probits
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Abstract

Our work is aiming to study natural extracts in order to eliminate white mealybugs
(Parlatoria blanchardi Targ) and to find new natural inhibitors of acetylcholinesterase. To do
this, we prepared the aqueous extracts of Cleome arabica and Urtica urens, two spontaneous
plants harvested in the northern Algerian eastern Sahara, on some neurochemical and
behavioral parameters in white scale Parlatoria blanchardi Targ. after treatment. These
solutions were tested in five doses at 20%, 40%, 60%, 80% and 100% on the white scales of
the palm tree. These tests showed that Cleome arabica and Urtica urens showed significant
toxicity against P. blanchardi with very high mortality in terms of dose and time of exposure.
The minimum duration of mortality (TLso) was recorded with Cleome arabica after 4,5 min.
The minimum lethal dose (LDso) is 0.070 g / ml in individuals treated with Urtica urens. In
order to determine the effect of aqueous extracts on the enzyme cholinesterase, we studied the
cholinesterase activity of this enzyme in different doses over a period of three hours after
treatment. We found a lowering of cholinesterase activity after treatment in P. blanchardi
Targ. individuals. This means that the aqueous extracts of Cleome arabica and Urtica urens
cause almost complete inhibition of the white scale (Parlatoria blanchardi Targ.).

Key words: Urtica urens, Cleome arabica, leaf extracts, Parlatoriablanchardi Targ.,
toxicity, mortality, acetylcholinesterase.
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