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Résumé

La présente étude porte sur les effets toxiques des extraits foliaires aqueux de
Peganum harmala L sur I’activité de l'enzyme cholinestérase chez les individus adultes de la
Drosophile Melanogaster dans la région de Sebseb, Ghardaia. Les feuilles de P. Harmala sont
récoltées au Hay ELJADR et soumises a un séchage, broyage et une extraction a reflux. Les
tests de la toxicité sont réalisés a différentes doses de I’extrait aqueux de P.harmalaL, le
traitement in vivo, soit par contact(toxicité par contact et inhalation) ou par consommation de
nourriture mélangée avec 1’extrait foliaire (toxicité par ingestion), permet de déterminer des
parametres physiologiques (le temps létale 50 ou TLsp, le taux de mortalité et la dose 1’ étale
50 ou DLsp) et le traitement in vitro permet de déterminer des parameétres
biochimiques(l’activité cholinestérasique, 1’activité spécifique et le taux de protéines).Le
traitement in vivo révele un pourcentage de mortalité qui augmente en fonction de la
concentration en extrait appliquée soit 55,55 % pour traitement par contact a la dose 80%
d'extrait appliqué et 100% pour traitement par ingestion a la dose de 80%.Le temps létale 50
(TLso) enregistre  8.80 heures avec une dose létale de 0.03mg/ml par contact ,33.7 heures
avec dose de 0.005mg/mlpar ingestion, la toxicité de traitement par contact semble étre la plus
efficace. Cependant le traitement des individus des drosophiles in vitro par différentes doses
d’extrait de P.harmala montre une diminution importante de 1’activité cholinestérasique plus
perceptible a la dose la plus forte, 0.03+0.02 nanomole /mn/ml pour la dose 100%, ., par
rapport a l’activité cholinestérasique chez les individus témoins qui est égale a
3.39+1.24nanomole /mn/ml. Ainsi il apparait une diminution du taux de protéines pour tous
les lots traités, le maximum de diminution est noté a la dose pure, avec 10.5 + 6.71ug/ ml, de
méme une diminution de I’activité spécifique est notée, le maximum de diminution est a la
dose pure avec 0.068+ 0.048 nanomole /mn/pg.L’extrait foliaire aqueux de P. harmala
posséde des propriétés insecticides et anticholinestérasique chez la D. Melanogaster.

Mots clés: Cholinestérase, Mortalité, Drosophile Melanogaster, Peganum Harmala, extraits
foliaires, GHARDAIA.



Abstract

This study investigates the toxic effects of aqueous foliar extracts of Peganum
harmala L on the activity of the cholinesterase enzyme in adult Drosophila melanogaster in
the Sebseb region of Ghardaia. P. Harmala leaves are harvested at Hay ELJADR, and
subjected to drying, grinding and reflux extraction. Toxicity tests are carried out at different
doses of the aqueous extract of P.harmala L, treatment in vivo, either by contact (contact
toxicity and inhalation) or by consumption of food mixed with the leaf extract (toxicity by
ingestion ), Determines physiological parameters (lethal time 50 or LD50, mortality rate and
dose 50 or LD50) and the in vitro treatment makes it possible to determine biochemical
parameters (cholinesterase activity, activity The in vivo treatment revealed a percentage of
mortality which increased as a function of the extract concentration applied: 55.55% for
contact treatment at the dose 80% of applied extract and 100% for treatment with Ingestion at
a dose of 80%. The lethal time 50 (TL50) registers 8.80 hours with a lethal dose of 0.03mg /
ml per contact, 33.7 hours with a dose of 0.005mg / ml per Treatment, toxicity of contact
treatment seems to be the most effective.However, treatment of Drosophila individuals in
vitro with different doses of P.harmala extract shows a significant decrease in the more
perceptible cholinesterase activity at the highest dose, 0.03 £ 0.02 nanomole / min / ml for the
100% , In comparison with the cholinesterase activity in the control individuals, which is
equal to 3.39 = 1.24 nanomole / min / ml, thus showing a decrease in the level of proteins for
all batches treated, the maximum decrease being noted at A pure dose, with 10.5 £ 6.71ug /
ml, similarly a decrease in the specific activity is noted, the maximum decrease is at the pure
dose with 0.068 + 0.048 nanomole / mn / ug. The aqueous foliar extract of P. Harmala has
insecticidal and anticholinesterasic properties in D. Melanogaster.

Key words: Cholinesterase, Mortality, Drosophila Melanogaster, Peganum Harmala, leaf
extracts, GHARDAIA.
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Introduction

Les insectes sont tres étudiés en raison de leurs impacts sur la santé humaine et animale,
ainsi que sur les cultures et I’habitat et spécialement leurs dégats. Les diptéres regroupent un grand
nombre d'insectes qui causent un risque majeur pour la santé humaine, y compris la mouche des
fruits, Drosophila melanogaster (M.) (Dipteran, Drosophilidae). C'est une espece d'origine tropicale
(Afrique de I'Est), répartie dans le monde entier en raison des activités humaines et de I'abondance
est corrélée au degré d'urbanisation. Sa nuisance provient du fait qu'il est responsable de I'humidité
et de l'infestation des fruits par des champignons et des bactéries, de plus cette espece constitue un
modéle biologique de choix pour toute étude de toxicité en laboratoire (BOUHOUHOU,
2016).Les dégats imputés a ces ravageurs peuvent &tre comparés aux grands fléaux de 1’humanité et
leurs attaques attirent beaucoup 1’attention du public, pour minimiser les dégats causes par les D.
Melanogaster, plusieurs méthodes de lutte ont été utilisées; parmi celles-ci, la lutte chimique, les
insecticides utilisés en lutte sont généralement neurotoxiques, qui appartiennent aux groupes des
organophosphorés,  carbamates ou leur constitution appartient a l'un des deux
composants(SHOWLER et POTTER,1991).

L’acétylcholinestérase est la cible des organophosphorés et des carbamates. Cette enzyme
hydrolyse 1’acétylcholine pour stopper la transmission synaptique et réguler la concentration de ce
neurotransmetteur dans la synapse cholinergique. L’acétylcholine réagit avec les sites actifs de

I’AChE et subit une hydrolyse (BOUHOUHOU, 2016).

Cependant au cours des derniéres décennies, les problemes environnementaux, la
phytotoxicité, la toxicité des sols, des eaux, l'apparition des formes de résistances chez les
organismes ciblent, ont incité les organisations et les établissements de recherche pour développer
plus de méthodes biologiques, afin de limiter I'utilisation d’insecticide chimiques. (SHOWLER et
POTTER, 1991;KEMASSI, 2008).Une des méthodes biologiques est l'utilisation de composés
secondaires de plantes pour contréler les insectes nuisibles (SHOWLER et POTTER, 1991).Le
Sahara dispose d'une biodiversité floristique exceptionnelle, constituee d'environs 500 espeéces
végétales et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de pharmacopée traditionnelle. Plusieurs

especes sont connues par leurs propriétés thérapeutiques remarquables (OZANDA, 1991).

Les plantes médicinales sont de plus en plus présentes dans la politique de développement.
Leur utilisation et leur préservation sont un theme transsectoriel englobant, outre les soins de santé,
la protection de la nature, la biodiversité, la lutte biologique, ainsi que la promotion économique, le
commerce et divers aspects juridiques. Ces plantes sont reconnues par leur effet insecticide contre

plusieurs groupes zoologiques (ELBAH et al ., 2016).




Introduction

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis longtemps, en
effet le pyrethre, la nicotine et la roténone sont déja connus comme agents de lutte contre les
insectes. Dans des travaux encore plus récents, les propriétés insecticides de certaines plantes ont
été testées sur les insectes (ELBAH et al ., 2016).

Peganum harmala (L.) (Zygophyllaceae), est une des sources les plus importantes des
substances naturelles en raison de la diversité structurelle des alcaloides présents dans la plante et
de leurs bioactivitée. Il est abondant dans les zones arides mediterranéennes (Maroc oriental,
Septentrional Sahara, hauts plateaux algériens, Tunisie, Libye et Egypte). Beaucoup d'études ont
montrés les effets toxiques des substances extraites de P. harmala. Contrélent de plusieurs espéces
de l'insecte. (ELBAH et al ., 2016).

Face a ce constat, la présente étude recherche la toxicité de P. harmala L. plante spontanée
tres répondue dans la région du Ghardaia, sur la D. Melanogaster, les paramétres d’appréciation de
I’é¢tude de la toxicité, portent sur la mortalité, activité de cholinestérase, I’activité spécifique et le

taux de protéines.

Dans ce manuscrit, le premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique sur

I’enzyme cholinestérase et la toxicité.

Le deuxiéme chapitre (ou chapitre matériel et méthodes), présente les données
systématiques et biologiques sur le matériel végétal et animal utilisé sont présentées. De plus, le
matériel étudié et les méthodes suivies dans la réalisation de ce travail sont expliqués.

Les résultats obtenus sont présentés et discutés dans le troisieme chapitre, a la fin une

conclusion générale achéve ce travail.

-
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I.1.- Cholinestérases

1.1.1.- Historique

En 1914, alors qu’il isolait ’ACh, Henry Dale suspectait déja une enzyme d’étre
responsable de son élimination dans le systéme circulatoire. Il devait recevoir, conjointement
a Otto Loewi, le prix Nobel de meédecine en 1936 pour ses « découvertes relatives a la

transmission chimique de I'impulsion nerveuse ».

En 1932, une enzyme capable d’hydrolyser a la fois I’ACh et la butyrylcholine (BCh) fut
isolée dans le serum de cheval. Elle fut nommée choline-estérase(ChE). Il fut alors proposé pour la
premiére fois qu'une enzyme soit responsable de I’hydrolyse spécifique de I’ACh. En 1940, Alles
et Hawes furent les premiers a décrire les différences entre les cholinestérases du sérum et
celles des érythrocytes. Richter et Croft montrérent en 1942 que les ChE érythrocytaires
hydrolysent spécifiquement 1I’ACh . L’AChE fut isolée dans le cerveau des mammiféres en
1935. Dix ans plus tard, il fut montré que la ChE présente dans le cerveau des vertébrés était du
méme type que la ChE érythrocytaire. En s’appuyant sur sa spécificité pour 1’ACh, Augustins

son et Nachmannsohn baptisérent définitivement ’AChE en 1949.

A partir des années 50, la quéte de la compréhension du fonctionnement de 1I’AChE
a suscit¢é beaucoup d’efforts. Des études biochimiques et de biologie moléculaire ont permis

d’¢élaborer des modeles de plus en plus précis de sa structure et de sa cinétique (SANSON, 2009).

1.1.2.- Définition

Les cholinestérases forment un systéeme enzymatique complexe composé de nombreuses
isoformes capables de cliver les esters de la choline (CHIANEA et al ., 2001).est une des enzymes
les plus efficaces et les plus rapides connues actuellement (une efficacité d’hydrolyse de

1000 a 20 000 molécules /seconde selon I’espéce) (BENZIANE AHMED, 2014).

1.1.3.- Différents types de cholinestérases
Les cholinestérases sont des hydrolases de sérine qui agissent préférentiellement sur les
esters de choline, différentes types de cholinestérases sont traditionnellement distingués sur base de

leurs spécificité au substrat et par la cinétique d’hydrolyse (GHENABZIA, 2009).

Chez I’étre humain, il existe deux types de cholinestérase qui différent par leurs origines,
leurs structures, leurs lieux de synthese, leurs spécificités d’action et leurs fonctions physiologiques

(EZZAHER, 2012), tandis que les arthropodes possédent une seule enzyme, présentant les
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caractéristiques des deux types de cholinestérases. Il s’agit généralement de 1’acétylcholinestérase

(ISHAAYA, 2001 ; BOTTl et al ., 1999).

1.1.3.1.- L’ Acétylcholinestérase
Le terme acétylcholinestérase est donne par AUGUSTIN et NACHMANSON (1949) pour

décrire une enzyme capable d’hydrolyser rapidement 1’acétylcholine et d’autres esters de la choline.
Toutefois, c’est en 1964 que les commissions internationales de nomenclatures biochimiques
entérinent une distinction, en nommant la premiere enzyme contenue dans les érythrocytes, les
tissus nerveux et la jonction neuromusculaire, Acétylcholinestérase ou cholinestérase vraie avec le
numéro de code EC : 3.1.1.7. Car elle est intracellulaire (GHENABZIA, 2009).

1.1.3.2.- Butyrylcholinestérase ou cholinestérase sérique

Butyrylcholinestérase ou cholinestérase non spécifique, a porté de nombreux synonymes
comme cholinestérase sérique, plasmatique, pseudo cholinestérase; du fait quelle est
extracellulaire. Mais sa dénomination est acylcholineacyl hydrolase, avec le numéro code EC:
3.1.1.8 (GHENABZIA, 2009), présente dans le foie (si¢ge de sa synthése), le pancréas et I’intestin
(HUYNH-MOYNOT et al., 2013).

1.1.4.- Structure de Cholinestérase

La premiére structure tridimensionnelle d’'une AChE a étre résolue fut celle d’une raie du
pacifique, Torpedo californica (Tc) (SANSON, 2009). Les domaines catalytiques de ces enzyme
sont organisés comme un ensemble globulaire de feuilles B et d’hélices a (poli o /B) qui est partagé
avec d’autres estérases et protéines non catalytiques, telle que la glutactine de drosophile la
neurotactine et la neuroligine des mammiferes (HARRY et al, 2003).

La structure atomique de I’AChE a permis de mettre en évidence deux régions
essentielles a I’enzyme, situées de part et d’autre de la gorge(Figurel) qui pénétre ’enzyme jusqu’a

son centre : le site actif au fond, et le site périphérique a I’entrée (SANSON, 2009).
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Figure 1 :Diagramme du ruban de la tridimensionnelle structure d’AChE (HARRY et al ., 2003).

AChE et BChE présentent un Amphiphilique ou soluble similaire Formes moléculaires dans
les tissus et les fluides corporels.

Les formes homomeres I'AChE existent typiquement sous forme de dimeéres et de tétrameéres ;
on trouve aussi des especes monomeres (TAYLOR, 1991). Les formulaires sont résumés comme
suit :

Dérivés amphiphiles de type I: Glycophosphatidyl les dimeéres ancrés a I'inositol aux membranes
plasmatiques. C’est une forme abondante d'AChE.

Monomeres et dimeres amphiphiles de type Il: Distingué du type | en raison du manque de
glycolipides Ancrer et ne pas agréger en l'absence defd Détergents. lls sont solubilisés par des
solutions salées. Celles-ci Les formes sont abondantes dans les cerveaux, les muscles et les muscles
des mammiferes. Intestin pour les deux cholinestérases.

Tétrameres a queue hydrophobe: ancrés au plasma Membranes par une longueur hydrophobe, 20
k Dalton sous-unité de polypeptide. Ce formulaire est abondant pour AChE dans systéme nerveux
central des mammiféres.

Formes a queue de collagene ou formes asymétriques : ceci la forme est caractérisée par la
présence d'un collagene queue pour ancrage a la lame basale. 1l est formé par la triple structure
hélicoidale de trois sous-unités collagéniques Q, chacun associé a un (A4), deux (A 8) ou trois
(A12) Les tétrameres des cholinestérases. Il est plus abondant pour ACHE que BChE dans les
jonctions nerveuses-musculaires.

Forme tétramere soluble (G4): Composé de quatre monomeres identiques et stabilisés par

hydrophobe Interactions d'acides aminés hydrophobes au niveau du terminal C des monoméres.
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Cette forme est abondante pour BChE dans Fluides corporels et dans la fraction soluble de
Homogénats de tissus (fig 2)(NESE COKUGRAS, 2003).

X 000

i i1 st QH #F tétrameére
HEMEH AN ‘é';“::g';"es LUEAN soluble (G4) soluble G1
Amphiphiles e p 3
3e t[\, epl (type II) Tetraméres a S
Yp queuehydrophobg, o zZ
Ga asymeétriques §

Figure 2: :formes moléculaires des sous unités ACHET de I’acétylcholinestérase

(MASSOULIE et al, 1999)

1.1.5.- Site actif de ’acétylcholinestérase

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 I’enzyme. Ce site actif de
I’AChE posséde un site catalytique qui peut étre décomposée en 2 parties :
le site estérasique, contenant la triade catalytique Ser200, His440 et Glu327 (numérotation
d’aprés la séquence de I’AChE de Torpedo californica qui est la premiére structure
tridimensionnelle résolue), Cette triade est localisée a la base d’une gorge étroite de 20 A°
de profondeur et qui est alignée de 14 résidus aromatiques. 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 1’oxygene négativement chargé du
carbonyle de I’ACh. L’His 440 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 cavité hydrophobe appelée, poche acyle, qui stabilise le groupement méthyle de la partie
acétate et confére un réle 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. (BENZIANE AHMED, 2014).
le site anionique : est constitué des residus Trp84, Glul199 et Phe330. Bien que le Glu199 contribue
de maniére électrostatique a la stabilisation de la charge positive de 1’ACh, celle-ci est
essentiellement assurée par les électrons m du Trp84, ainsi que ceux de la Phe330 dans une moindre

mesure. Ainsi, le groupement choline de I’ACh peut établir des interactions de type cation-m avec
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les résidus aromatiques du site anionique. Le sous-site anionique est également impliqué dans la
liaison a des inhibiteurs du site actif de 1’AChE. ce site permet des affinités beaucoup plus
élevées que celles de I’ACh: I’affinit¢ de 1’analogue de substrat m-(N,N,N-trimethylammonio)-
2,2,2-trifluoroacetophenone (TMTFA) est 10% fois plus élevée que celle de 1’ACh. Ce site joue
¢galement un grand role dans la spécificité¢ de I’AChE (SANSON, 2009).

En plus de ce site, I'enzyme possede également un second site actif, appelé "site
périphérique anionique” comportant des groupements périphériques secondaires qui permettent la
fixation de ligands (BENZIANE AHMED, 2014).

L)I)/I 1S

Ala201

. Gly117
§ Trp84
[ =
Y 7 Glu199

Trp233

Phe288

Phe330 @ 2

Figure 3 :Le site actif de la TCAChE. Les résidus de la triade catalytique, du trou oxyanion, du site

Phe330

anionique et de la poche acyle sont représentés par des batonnets jaunes, orange, cyan et vert,
respectivement. Les liaisons hydrogene qui assurent le maintien de la triade catalytique sont
représentées par des tirets noirs. (SANSON, 2009).

1.1.6.- Réle physiologique des cholinestérases

L’ AChE est exprimée dans de nombreux tissus. Mais c’est a la jonction neuromusculaire ou

dans les synapses reliant certains neurones qu’elle remplit son réle le mieux connu.

Une synapse cholinergique fonctionne schématiquement en quatre temps. Le
neurotransmetteur, I’ACh, est d’abord libéré, diffuse a travers la fente synaptique, se lie
réversiblement au récepteur nicotinique et est finalement hydrolysé (Fig5).C’est lors de cette
derniere étape qu’intervient I’AChE. Elle remplit sa fonction cholinergique en assurant la
terminaison de la transmission de l'influx nerveux au sein des jonctions neuromusculaires et
des synapses cholinergiques (SILMAN et SUSSMAN , 2005). Ses principal réle biologique est la
fin de terminaison d'impulsion transmission aux synapses cholinergiques par hydrolyse rapide du

neurotransmetteur ACh a l'acétate et a la choline. L’AChE a une remarquablement haute activité
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catalytique spécifique, spécialement pour une hydrolase de la sérine, chaque molécule d’AChE
dégrade au sujet de 25000 molécules d'ACh par seconde (MIRJANA, 2013).

w
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Figure 4: Hydrolyse de I’acétylcholine par I’AChE au niveau de la synapse
cholinergique(BENZIANE AHMED, 2014).
Le rble physiologique de la Butyrylcholinestérase demeure incertain: elle pourrait participer
a I’hydrolyse du neurotransmetteur pendant la différenciation cellulaire au cours du développement
embryonnaire, & la transmission nerveuse lente ou encore a la régulation de la concentration
plasmatique de la choline (HUYNH-MOYNOT et al, 2013).

1.2.- L’acétylcholine

L’ACh est distribuée largement au sein du system nerveux, au niveau périphérique, elle est
impliquée au niveau des plaques motrices, des ganglions périphériques et du systéeme nerveux
autonome parasympathique. C’est également un neurotransmetteur majeur au sein de SNC .La
transduction de 1’information cholinergique implique les récepteurs nicotiniques (N, a activité
rapide) et muscariniques (M, a activité plus lente) (BROWN, 2006).Elle est 1’ester acétique de
choline, (GUILLET, 2007), synthétisee, stockee et sécrétee a partir des synapses cholinergiques
(MEDJBER, 2012).

CHs
[+ 'l

CHg—NI—CHg—CHz—O—C—CHa

CH,

Figure 5: Structure moléculaire de L’acétylcholine
(GUILLET, 2007).
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1.2.1.- Synthése et stockage:

L’acétylcholine est synthétisée dans la terminaison axonales a partir de la choline et de
I’acétylcoenzyme A (Acétyle CoA). La choline est captée par les terminaisons axonales
cholinergiques par le transporteur de choline (ChT) via un mécanisme de transport actif Na
dépendant (facteur limitant de la vitesse de synthés de I’acétylcholine) a haute affinité, saturable et
localise spécifiquement au niveau des cholinergiques. La choline de a une origine a la fois
exogene par 1’alimentation et endogeéne par biosynthése a partir de la glycine. Acétyle CoA est
présent dans les mitochondries ; il provient du métabolisme des glucides (WEISS, 2006).La
synthése de I’acétylcholine est catalysée par la choline acétyltransférase (ChAT) enzyme

cytoplasmique selon la réaction suivante :

O
CH
| | . / 3
CHs < S CoA + HO CH> CHo N'\ CH;
Acétyl CoA Choline CH 5
Choline Acétyle CoA transférase
O
CH5
CH3 C—O—CHx CHb> N CH, + HS—CoA
Acétylcholine CH3

Figure 6:Biosynthése de I’acétylcholine (GHENABZIA, 2009).

L’acétylcholine, synthétisée dans le cytoplasme des terminaisons axonales, est transportée
activement dans des vésicules synaptiques ou elle est stockée, grdce au Transporteur de
1'Acétylcholine Vésiculaire (VAChT)qui utilise I’énergie du gradient de protons H',dans les
terminaisons axonales, 1’acétylcholine est présent dans les vésicules et dans le cytoplasme, ces deux
compartiment étant en équilibre 1’'un avec ’autre. On estime 4300 000 le nombre de vésicules

d’une terminaison présynaptique, contenant chacune environ 5000 molécules d’ACh (WEISS,
2006).

1.2.2.- Liberation

L’ACh est libérée dans I’espace synaptique, sous forme des quantités. L’ ACh exerce son action
via des récepteurs muscariniques métabotropiques (MAChRs) et nicotiniques (NAChRs) localisee
sur les éléments pré-synaptique post-synaptique. Deés sa libration, environ la moitié de ACh libérée
est tout de suite hydrolysée par D’acétylcholinestérase (AChE) présent a la membrane

postsynaptiques, en acétate et en choline (fig 8) (WEISS, 2006).
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Figure 7:Libération de la choline a partir de 1’acétylcholine (SONOIS, 2007).
La choline est ensuite capturée via un transporteur de choline a haute affinité (ChT1) et est
recyclée a I’intérieur de la cellule pour étre réutilisée (MEDJBER, 2012). Le temps d’inactivation
de I’AChE est tres rapide, de I’ordre de 100 msec pour une molécule d’ACh .cette hydrolyse permet

I’arrét de la réponse postsynaptiques dans le cas des récepteurs nicotiniques se désensibilisant
lentement (WEISS, 2006).

1.2.3.- Récepteurs de I’acétylcholine
L’acétylcholine interagit avec 2 classes de récepteurs cholinergiques qui se distinguent par
les molécules naturelles qui les activent, a savoir la muscarine pour les récepteurs

muscariniques et la nicotine pour les récepteurs nicotiniques (MEDJBER, 2012).

1.2.3.1.- Récepteurs Nicotiniques de I’ Acétylcholine (nAChRs)

Les nAChRs sont des récepteurs canaux situés au niveau des synapses cholinergiques. Ils
contribuent, avec 1’acétylcholinestérase (AChE), a réguler I’intensité et la durée du signal. Ils sont
des pentameres composés de sous unités homologues qui s’arrangent symétriquement autour d’un
axe perpendiculaire a la membrane.

Ils sont présents a la fois dans le systeme central et le systeme périphérique. (ALEXANDRE
,2004).

1.2.3.2.- Récepteurs muscariniques de I’Acétylcholine (mAChRs)

Les récepteurs muscariniqgues (MAChRs) sont des récepteurs métabotropiques
appartenant a la super famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (MEDJBER ,
2012).1ls sont des récepteurs membranaires de 1’acétylcholine, présent au niveau de certain
synapses du systeme nerveux central, des ganglions du systéeme nerveux végétatif et au niveau des
effecteurs du systeme parasympathique (GUILLET, 2007). IIs sont constitués d’une extrémité
extracellulaire qui fixe le ligand, de 7 domaines transmembranaires et d’une extrémité
intracellulaire couplée aux protéines G (Ga s, Ga i, Ga g et Ga 12). Le couplage des mAChRs a ses
effecteurs cellulaires se fait par I’intermédiaire des protéines G. Leur activation par I’ACh,

induit la contraction du muscle lisse bronchique (MEDJBER, 2012).
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1.3.- cholinestérase chez les insectes :

Chez I’insecte, I’AChE est une protéine complexe qui possede un site de liaison anionique,
un site estérasique, une multitude de sites périphériques et de nombreux domaines hydrophobes
(FUKUTO, 1990). Le site actif de I’enzyme contient le site anionique, qui fixe les groupements
cationiques du substrat (OPS et carbamates) et le site estérasique (qui posséde une sérine), dont le
groupement OH est acylé pendant la réaction d’hydrolyse (Figure 9)(MOHAMED, 2011).
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Figure 8 : Structure de I’AChE chez les insectes. Asp. : aspartique ; Glu. : Glutamique ; Tyr. :
Tyrosine ; His. : Histidine ; Ser.: sérine (MOHAMED, 2011).

Le site anionique contient des charges négatives, qui proviennent du groupement COO™ des
chaines latérales des acides aminés aspartique ou glutamique. Ce site anionique permet la fixation
des charges positives portées par I’ammonium quaternaire de 1’ACh. L’AChE est une sérine
hydrolase essentielle pour réguler ’effet du neurotransmetteur excitateur ACh dans le SNC des
mammiferes et des insectes. Chez les insectes, I'AChE est principalement localisée dans le SNC ou
elle est présente sous une seule forme moléculaire, un dimére amphiphile ancré dans la membrane
par un glycolipide glycosylphosphatidylinositol (GPI). L’AChE est largement distribuée dans le
cerveau, les segments thoraciques et abdominaux et les ganglions abdominaux. Les distributions
préférentielles inclus les neuropiles du SNC tels que neuropilesprotocérébral et tritocérébral, le
lobule et la moelle des lobes optiques, I'organisme central, I'intérieur des calices et les glomérules
antennaires (MOHAMED, 2011).

1.4.- Toxicité et cholinestérase

1.4.1.- Définition de la toxicité

Une substance est dite toxique lorsque, apres pénétration dans I'organisme par quelque voie
que ce soit, a une dose plus ou moins élevée, en une ou plusieurs fois tres rapprochées ,ou par

petites doses longtemps répétees, elle provoque de fagcon passagere ou durable, des troubles d'une
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ou de plusieurs fonctions. Des troubles pouvant aller jusqu'a leur suppression compléte, et par la
suite entrainer la mort, la toxicité ou propriétés d'une substance toxique, est donc étroitement liée a
la dose ayant pénétré dans I'organisme en une ou plusieurs fois, mais aussi au mode de pénétration
dans I'organisme (GHNABZIA, 2007).

Pour tout étre vivant, il faut distinguer trois voies principales de pénétration d'une toxine :

-Voie digestive: l'intoxication peut se produire apres la consommation d'aliments contenant
des substances toxiques ou ayant été en contact avec des substances toxiques.

-Voie pulmonaire: l'intoxication peut étre provoquée par produits volatiles ou ayant une
tension de vapeur élevée, ou par des particules sous formes de poussieres ou encore par des
gouttelettes de liquides finement pulvérisés appelés aérosols, pendant les manipulations .ces risques
de toxicité par inhalation sont d'autant plus grands que la température est élevée .les particules de
poudre les plus tenus lors des traitements "par atomisation” ou “par nébulisation "sont
particulierement dangereuses (BOURON ,1977).

-Voie cutanée : Certaines substances peuvent traverser I'épiderme et gagner la circulation
sanguine .c'est le cas d'un nombre d'insecticides organiques de synthese solubles dans les graisses
que la peau renferme en quantités suffisantes .le contact avec est muqueuses est encore plus
dangereux (BOURON ,1977).

1.4.2.- Différentes formes d’intoxication

1.4.2.1.- Toxicité aigue

Ses effets de produisent apres pénétration dans un organisme d'une substance vénéneuse, a
une dose relativement élevée en une seule ou plusieurs fois tres rapprochées est la plus connue, et
celle qui est plus souvent envisagée, puisque ses effets apparaissent peu de temps apres I'absorption
de la substance responsable (BOURON, 1977).

La toxicite aigue est aussi qualitative et quantitative des phénomeénes toxiques qu’il est
possible de rencontrer aprés l'administration de la substance active. Cette étude décrit les

symptémes observeés, y compris les phénomeénes locaux.
1.4.2.2.- Toxicité a long terme

C'est I'exposition a de tres faibles concentrations, parfois méme infimes, a des substances
dont la répétition d'effets cumulatifs finit par provoquer des troubles beaucoup plus insidieux et
irréversibles (BOUSSAHEL, 2011).1l est & signaler que des troubles de toxicité se manifestent
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souvent apres une longue imprégnation de I’organisme. Des essais de toxicité par administration
.chez D’animal  sont toujours effectués lorsqu’une molécule présente un éventuel intérét

thérapeutique.

La toxicité a long terme differe de la précédente (toxicité aigué) par le fait qu'une
proportion significative de la population peut survivre a l'intoxication, bien que tous les individus
aient présenté des signes cliniques se produisant a court terme sur des organes cibles, parfois
réversibles et découlant de I'absorption répété du toxique, mais a des dose plus faible que celle de
la toxicité aigué (BOUSSAHEL, 2011).

1.4.3.- Inhibiteurs de cholinestérase

D'aprés le mode d'action, les inhibiteurs de la ACh peuvent étre divisé en deux groupes: et
réversible et irréversibles (MIRJANA et al, 2013).
1.4.3.1.- Inhibiteurs réversibles

Les inhibiteurs réversibles, qui inhibe I’enzyme d’une fagon transitoire, tant que leur
concentration est suffisante sont utilisée en thérapeutique, et pour la plupart d’entre eux connus
depuis longtemps (LAOUAR , 2015).

1.4.3.2.- Inhibiteurs irréversibles

Les organophosphate sont des inhibiteurs irréversibles de I’AChE. Ils créent une
Iésion biochimique en phosphorylant le site estérasique de 1’enzyme, s’opposant a
I’hydrolyse de 1’acétylcholine. Par conséquent, Une liaison covalente est formée entre le
groupement phosphate et le résidu Ser 200 du site actif de I’enzyme. Dans un deuxieme temps,
une déalkylation va rendre irréversible cette phosphorylation entrainant le vieillissement de

I’enzyme ce qui correspond a une inactivation quasi-définitive(LAOUAR , 2015).
1.4.4.- Mécanisme d’action des inhibiteurs de cholinestérase

1.4.4.1.- Cas des organophosphorés

L’inhibition de I’AChE se fait en deux étapes. Dans un premier temps, I’OP se fixe a la
sérine catalytique, en résultat d’une attaque nucléophile de type SN2, avec départ concomitant

du groupement partant, et inversion de la stéréochimie de 1’OP.

Dans un second temps, 1’un des substituant de I’OP est clivé (cela correspond en général a
une déalkylation). Cette seconde réaction aboutit a une enzyme « vieillie » : I’AChE est alors

irreversiblement inhibée. La létalité des OP provient de la ressemblance entre la réaction
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catalytique et la réaction d’inhibition par les OP : en quelque sorte, cette derniére est une hydrolyse

incompléte. Aucune molécule connue ne permet de réactiver une AChE vieillie.

L’AChE peut toutefois étre réactivée avant le vieillissement (fig 11). En pratique,
I’inhibition de I’AChE par les OP aboutit a ’accumulation d’ACh dans les synapses cholinergiques
réponse des

et les jonctions neuromusculaires, et provoque en conséquence la exagéree

récepteurs cholinergiques (nicotiniques et muscariniques). (SANSON, 2009).

1. Liaison AChE/ OP 2. Hydrolyse
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Figure 9:Mécanisme d’action d’un organophosphate sur I’activité de I’AChE (LAOUAR, 2015).
1.4.4.2.- Cas des carbamates

Les carbamate possedent un effet neurotoxique, aussi bien chez les insectes. Ils inhibent
I’enzyme vitale ; D’acétylcholinestérase (AChE) dans le systéme nerveux. Dans les conditions
normales, 1’acétylcholinestérase hydrolyse rapidement et efficacement 1’acétylcholine (ACh)

dans la fente synaptique des neurones cholinergiques (MOHAMED, 2011).

L’inhibition de D’activit¢ de D’acétylcholinestérase par les carbamates résulte par des

niveaux accrus d’acétylcholine. En conséquence perturbant la fonction synaptique normale du nerf.
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Figure 10:Mécanisme d’action d’un carbamate sur I’activité de I’AChE (MOHAMED, 2011).
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I1.- Matériel et Méthodes

I1.1.- Principe adopté

Notre étude a pour but de déterminer les effets toxiques des extraits foliaires aqueux
de Peganum harmala L sur quelques parametres physiologiques et biochimiques notamment
sur l'activité d’enzyme cholinestérase, chez les adultes de la Drosophile Melanogaster ,qui est

abondante dans la région de SEBSEB, wilaya de Ghardaia.

11.2.- Matériel
11.2.1.-Matériels de laboratoire : (Annexe-I)

11.2.2.- Matériel biologiques
Le matériel biologique de notre étude se compose del’insecte Drosophile

Melanogaster et de la plante Peganum harmala L.

11.2.2.1.- Choix de la matiere végeétale

L’¢étude porte sur la plante Peganum Harmala L, la récolte est réalisée dans la région

de Hay ELJADR (SEBSEB)de la wilaya de Ghardaia au mois de Novembre (photo01).
. r 3 . — +

.

My .

o W ~ .
“—FIL1 et BEN DAHOU, 2016)

Photol:Peganum harmala L. (Hay ELJADR Sebseb, Ghardaia.

11.2.2.1.1.- Présentation de la région d’étude
SEBSEB est située dans la wilaya de GHARDAIA a 60 km du chef-lieu. Elle

est limitée au Nord par la commune de METLILI CHAANBA, au Sud par la commune
d’AIN BEIDA relevant de la wilaya ’OUARGLA, a I’Ouest par la commune de BRIZINA
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relevant de la wilaya d’EL BAYADH et enfin a I’Est par la commune de MANSORAH
(HOUICHITI, 2009)(Figure 11).
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Figure 11 : Carte de l'oasis de Sebseb, Wilaya de Ghardaia (HOUICHITI, 2009).
11.2.2.1.2.-Présentation et description de la plante

Peganum harmala L.est une plante herbacée glabre et pluriannuelle qui peut atteindre
70 cm d’hauteur. Elle est caractérisée par des tiges trés rameuses et des feuilles divisees en
étroite laniére (photo2) Cette espéce a plusieurs noms vernaculaires. Comme* Harmel ou
Harmal El sahari’ en Algérie et en Afrique du Nord, ‘Rue sauvage’ en France, ‘African

rue ou Syrian rue’ en Etats Unis et ‘Espand’ en Iran * Harmel .

L’Harmel est une plante vivace a tige ascendante. Ses feuilles alternes, sessiles,
dissequées irrégulierement en laniere étroitement linéaire aigués. Ses grandes fleurs sont
blanches avec 5 sépales linéaires, 5 pétales ovales ou elliptiques et fleurissent de février a

juin. Le fruit capsulaire déprimé mesuré de 6 a 7 mm de longueur. Il contient des petites
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graines anguleuses, grisatres. L’odeur de cette plante est forte et désagréables, sa saveur

ameére (BOUZIANE, 2012).

Photo 2: Différentes parties de I’espece Peganum harmala L
(IMAMI et TOUIRAT, 2016).

11.2.2.1.3.- Classification botanique

Régne : Plante

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dieotylédones

Sous classe : Malvides

Ordre : Sapindales

Famille : Nitrariacées

Genre : Peganum

Espeéce : Peganum harmala L(OZANDA, 1991);(BOUZERIDAet
al., 2016)

11.2.2.1.4.-Répartition géographique (habitat)
Espéce cosmopolite trés commune sur les sols sableux et un peu nitrés, Elle pousse en
Europe australe et austro-orientale, Asie mineure, Tibet, Iran, Turkestan, Syrie, Arabie,

Egypte et en Afrique du Nord. En Algérie, P. harmala L. est commune aux hauts plateaux, au
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Sahara septentrional et méridional, et aux montagnes du Sahara central. 1l est réputé pour les
terrains sableux, dans les lits d'oued et a l'intérieur des agglomerations (BOUZIANE, 2012).

11.2.2 .1.5.-Composition chimique de Peganum harmala

Peganum harmala contient des acides aminés (valine, proline, thréonine, histidine,
acide glutamique, I’aniline, N-phénylformamide, et N-acétylaniline phénylalanine), des
carbohydrates, des flavonoides, des coumarines, des bases volatiles, des tanins, des stérols, et
des triterpénes(TAHROUCH et al, 1998).

Une recherche sur les qualités organoleptiques de 1’huile des graines de Peganum
harmala a montré qu’elle était comestible, Cette huile, composée majoritairement d’acide
oléique, linoléique et palmitique constitue 10 a 12% des graines. Par ailleurs, la recherche sur
les substances volatiles et les pigments reste trés limitée (TAHROUCH et al, 1998). Cette
plante est réputée pour sa richesse exceptionnelle en alcaloides particuliérement dans les
graines et racines [2—7%] (FRISON et al, 2008) par rapport aux tiges [0,36 %] et feuilles
[0,52 %]. Ces alcaloides sont de type b-carbolines [Harmaline ou harmidine (Ci3 His Nyo),
Harmine ou banistérine (C13 Hi2 N2o), Harmalol (Cy2 Hiz Nag), et Harmane (Cq2 Hig No),et des
dérivés quinazolines [vasicine Ci3HisON, (peganine) et vasicinone Ci1Hi1002N;]
(MAHMOUDIAN etal., 2002).

Leur teneur s'éléve brusquement en été, durant la phase de mdrissement du fruit, au
moment de la récolte de la graine. L'harmaline est un méthoxy-harmalol et une
dihydroharmine, elle constitue les 2/3 des alcaloides totaux de la graine (TAHROUCH etal.,
2002).

11.2.2.1.6.-Toxicité de P. harmala

Toutes les parties de la plante sont toxiques. L'injection intraveineuse d’harmine et
d'’harmaline (9 mg / kg) dans des effets toxiques tels que I'accélération de la respiration et le
pouls et les spasmes musculaires clonigues MAHMOUDIAN et al., (2002).

11.2.2.1.7.-Intérét socioéconomique

Parmi les différentes especes du genre Peganum, I'harmal est utilisé par les
populations locales en fumigation pour dissiper les troubles et traite les convulsions des

enfants; en decoction et pommade pour le traitement des fievres et en frictions pour soigner

.
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les rhumatismes. P.harmala présente des propriétés anthelminthique, antipaludique,
antispasmodique, enivrante et sudorifique (BOUZIANE, 2012). Ainsi la plante Peganum
harmala est tres utilisée en meédecine traditionnelle algérienne et maghrébine pour traiter
différents troubles Gynécologiques (emménagogue, abortif, stérilité féminine), Généraux
(hypnotique, antipyrétique, antalgique, et antitussif ), digestifs (coliques, troubles digestifs),
Cutanés (antiseptique, cicatrisant, contre les dermatoses (eczémas), brilures, conjonctivites
purulentes, blépharites, et alopécie), Infectieux (tétanos néonatal; anthelminthique (ascaris,
ténia) et autres troubles sudorifiques, dépuratifs...ctc(AITFELLA,2012).

Les graines de Peganum harmala ont fait I’objet de nombreux travaux mettant en
évidence des activités variées; La majorité d’entre elles sont concernées surtout des effets:
Anti-nociceptive Hypoglycémiante, Antifongique, Antibactérienne, Antiparasitaire,
Cytotoxique, Antioxydante, Vaso-relaxante (CHOPRA et al., 1960).Les extraits de cette
plante sont utilisés pour le traitement du diabéte et 1’hypertension artérielle (AITFELLA
,2012). lls posseédent une activité anti inflammatoire, antioxydant, hypothermique,
analgesique, anti tumorale, vasodilatatrice, antispasmodiques, abortive, antidépressive, et
surtout des effets hallucinogénes (FAROUK et al., 2008).

Les alcaloides sont connus pour leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, et
antivirales (MAHMOUDIAN et al.,2002 ).lls possédent également une activité anti-
protozoaire notamment contre la leishmaniose, la theileriose méditerranéenne et tropicale, le
paludisme, ainsi qu’un pouvoir insecticide sur Schistocerca Gregaria et nématicide contre
Meloidogynessp., nématodes a galles (AITFELLA ,2012 ; KEMASSI, 2008 )

11.2.2.2.- Choix de I’insecte

L’insecte utilisé au cours de I’expérimentation se compose des adultes femelles et
males de la Drosophila melanogaster issus d'un élevage de masse réalisé au laboratoire
pédagogique de 'université de Ghardaia (Algérie).Les souches étudiées sont obtenues apres
un piégeage des individus a I’intérieur des boites remplies de vinaigre et de pommes pourries

dans une palmeraie dans la région de Ghardaia.

11.2.2.2.1.- Choix des stades de la Drosophila melanogaster

Le choix des individus adultes se justifie, car c’est le stade ou I’insecte est le plus a
craindre a cause de ’amplitude de ses déplacements et pour des raisons de commodité au
laboratoire, les adultes sont d’usage facile et pratique (OULD EL HADJ et al., 2006).

.
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Drosophila melanogaster(Meigen, 1830)est un organisme modeéle pour I’étude de
nombreux mécanismes développementaux et cellulaires; son cycle de reproduction court, la
drosophile est néanmoins capable de comportements complexes, tels que la parade nuptiale, la
synchronisation de ses cycles jour/nuit (rythmes circadiens), et bien évidemment la mémoire.
Son systeme nerveux est composé de cellules gliales et de neurones dont le fonctionnement
est trées proche de celui des mammiféres. Par ailleurs, une grande majorité des
neurotransmetteurs, impliqués dans la communication entre les neurones sont identiques et
pres de 50% des génes humains comptent un candidat orthologue chez la drosophile
(JULIEN, 2009).

11.2.2.2.2.-Cycle de vie de la drosophile

D. melanogaster (Meigen, 1830),est un insecte diptere holométabole, son
développement comprend un stade embryonnaire, trois stades larvaires, un stade pupal avant
¢éclosion de la mouche adulte. Ainsi, apres la fertilisation de I’ovocyte (AF), ’embryon, d’une
taille de 500 um, va se développer pendant 20 a 22 heures avant d’éclore et donner une larve
de premier stade. La larve va se nourrir et grandir continuellement. Elle subira deux mues
successives pour donner le deuxieme (2 jours AF) puis le troisiéme stade larvaire (4 jours
AF). Enfin, a 6 jours AF la larve s’immobilise et forme une prépupe. Ce stade prépupal dure
environ 12 heures pendant lesquels de nombreux organes larvaires sont hystolysés avant le
stade pupalqui se poursuit alors pendant 6 jours et est caractérisé par la formation des organes
adultes de la drosophile qui va éclore 10 jours AF. Ces jeunes mouches seront fertiles 6
heures aprés leur éclosion. Les durées indiquées pour ce cycle sont valables pour un
développement a 25°C mais a 18°C, la durée de chaque étape du cycle de vie est doublée
(SCHAERLINGER, 2004)

Les femelles sont plus grandes que les males ainsi I'abdomen de la femelle est de
forme pointue, avec des segments terminaux de couleur claire. L'abdomen du male est plus

arrondi, avec des segments terminaux trés foncés (Photo 4).

e
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Photo 3: Cycle de vie de la drosophile (SCHAERLINGER, 2004).

Photo 4: D.melanogaster (Meigen, 1830) adulte : femelle et male (BOUHOUHOU et
CHORFI, 2016)

11.2.2.2.3.-Position systématique

Reégne : Animalia

Embranchement : Arthropodes

Classe : Insecta

Ordre : Diptera

Sous-ordre: Brachycera

Famille : Drosophilidae

Sous-famille : Drosophilinae

Genre : Drosophila

Espéce : Melanogaster (BOUHOUHOU et CHORFI, 2016)
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11.2.2.2.4.-Elevage

La drosophile s'¢leéve facilement en laboratoire sur un milieu artificiel; 1’¢élevage des
drosophiles en laboratoire est réalisé a une température de 25°C et une hygrométrie comprise
entre 60% et 70%. Le milieu nutritif artificiel préparé au niveau de notre laboratoire est un
milieu gélosé a base de farine de mais (33,3g), de 1’Agar-agar(4,8 g),de la levure de
biére(33,3g), de vinaigre rouge (Sml) et d’eau distillée ( 623ml),le mélange est porté a
ébullition pendant 1h, en agitant sans arrét pour ne pas accrocher au fond de bicher , aprés un
refroidissement avant de déposer les souches de la drosophile. Les drosophiles sont élevées

dans des flacons en plastiques et bouchés par un tissu trés fin (photo5).

Milieu nutritif /

f

Buccal en plastique

(FIL1 et BEN DAHOU, 2017)

Photo5: Elevage de la Drosophile melanogaster au laboratoire

11.3.- Préparation des extraits végetaux

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de feuilles de Peganum
harmala L. Nous avons coupé les plantes a 5 cm du sol a I’aide d’un ciseau a arbre. La plante
recueillie présente un feuillage trées dense et porte des fruits verts de différentes tailles.
Nous avons remarqué que les espéces associées avec P. harmala sont tres rares, si elles
existent, elles sont de petites tailles. Les échantillons ont été rinces et étalés dans une chambre
aérée sur du papier pendant 45 a 60 jours. Lorsque les feuilles sont complétement séchées,
nous avons séparé les feuilles et les graines de P.harmala L. Nous avons éliminé aussi les
feuilles qui portent des signes d’attaques par les ravageurs ou les microorganismes. Nous
avons initialement coupé les tiges, feuilles et les graines de P. harmala en petits morceaux

afin de faciliter leur broyage. Le broyage a été réalisé avec un broyeur puis le broyat obtenu

E
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est conservé dans des flacons hermétiques jusqu'a I’'utilisation, chaque flacon porte le nom, la
date et le lieu de récolte. Le broyat constitue le matériel végétal final que nous avons utilisé

pour la préparation des extraits aqueux.
11.3.1.-Extraction par reflux

11.3.1.1.-Principe de I’extraction

L’extraction par reflux est une méthode d’extraction 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
condense les vapeurs qui retombent dans le ballon, permettant au solvant d’étre ainsi recyclé.

Le chauffage (augmentant solubilité et transfert de 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 composés
phytochimiques (BONYS, 2013).

11.3.1.2.-Mode opératoire

Les extraits aqueux sont obtenus par solubilisation des fractions actives dans de 1’eau
distillée et de méthanol. 100 grammes de la poudre végétale est misent dans un ballon de
1000 ml de capacité, sur monté d'un réfrigérant, avec un mélange hydro alcoolique
(Méthanol / eau ; 500 / 250 ;2V / V). Le mélange est porté a ébullition a 50°C pendant
6heures (photo 6) Les vapeurs hétérogénes sont condensées en contact de la paroi refroidi

(une surface froide) tout les composeés sont refluent dans le ballon (BONYS, 2013).

Photo6 : Montage d'extraction a reflux

24
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L'homogénat est refroidi et filtré a I'aide d’un papier filtre. Pour éliminer le méthanol,
le filtrat est soumis a une évaporation sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif muni d’une
pompe a vide a une température de 55°C pendant 2 a 3 heures (photo 7).Le produit obtenu,

est un extrait aqueux qui servira par la suite aux tests biologiques.

(kb BENDAHOL, 2007)

Photo 7: Montage de rota vapeur pour 1’élimination du solvant.

Les solutions (les extraits aqueux des feuilles) sont conservées dans des bouteilles bien
fermées et étiquetées, nous avons noté sur chaque bouteille le nom de I’espéce et la date de

préparation.

E
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100g de la poudre de la plante étudiée

500 ml de méthanol +250ml |
d’eau distillée |

_______________________

Extraction a reflux (6 heures) a 50°C

Filtration

Filtrat Résidu végétal

Evaporation a aide d’un Rota vapeur a 55 °C

Extrait aqueux

Figure 12 :Protocole utilisé pour I’extraction du principe actif a partir des parties aériennes

de la plante Peganum Harmala L(Originale)

11.4.- Etude de la toxicité

Chez un organisme vivant, généralement 1’exposition a une substance toxique peut
produire des effets biochimiques, histologiques ou morphologiques, se traduisant par des
altérations spécifiques d’un organe, d’un systtme ou d’une fonction (fonctions de
reproduction par exemple), ou d’un processus biochimique ou biologique (la mue, la
digestion, etc.). Ces effets varient selon I’intensité, la voie, la fréquence et la durée de
I’exposition mais aussi en fonction de D’espece, du sexe, de ’dge et du stade de
développement de I’espece. Ils peuvent étre réversibles ou irréversibles, immédiats ou différés
(KEMASSI, 2014).L’étude de la toxicité permet d’évaluer I’effet toxique d’un extrait aqueux
récupérer par une méthode d’extraction a reflux de la plante P.harmala sur la D.
Melanogaster ; pour cela deux modes in vivo de traitement sont utilisés, 1’un par contact et
’autre par ingestion, de méme des mesures biochimiques in vitro sont réalisés a fin d’évaluer

I’effet toxique des substances actives issues de la plante sur ’activité cholinestérasique, le

.
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taux de protéines et ’activité spécifique. Au cours de ’expérimentation les individus témoins

et les individus traités sont manipulés dans les mémes conditions de température, humidité. ..

11.4.1.-Etude in vivo

Les extraits de P.Harmala sont pulvérisés directement sur les adultes de
D.Melanogaster, afin d’étudier leurs actions par contact et inhalation. Pour évaluer I’action de
I’extrait foliaire par ingestion, il est mélangé avec le milieu nutritif. L’étude est suivie jusqu’a

la mort des individus.

11.4.1.1.-Toxicité par contact

Pour cette étude 108 individus sont utilisés, soit six lots contenants six individus
adultes de la Drosophila melanogaster, dont un lot témoin qui ne recoit que 500 pl d’eau
distilléeet cing lots des individus traités par 500 ul d’extrait aqueux de Peganum harmala, soit
pur 100% ou dilué a 80%,60%,40% et 20%. Pour cette expérimentation trois répétitions sont
préparées (figurel3).

Le fond de chaque lot est tapissé d’un papier filtre pour absorber le liquide en exces, a

fin d’éviter la noyade des individus.

g
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Figure 13:Protocole d’étude de la toxicité par contact(Originale).
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11.4.1.2.- Toxicité par ingestion

L’étude de la toxicité par ingestion a nécessitée 108 individus, soit six lots contenants
six individus adultes de la Drosophila melanogaster, dont un lot témoin qui ne re¢oit que 500
ul d’eau distillée et cinq lots d’individus traités par 500 pl d’extrait aqueux de Peganum
harmala, soit pur 100% ou dilué a 80%,60%,40% et 20%. Pour cette expérimentation trois
répétitions sont préparées, 1’extrait de plante pour les individus traités et 1’eau distillée pour

les individus témoins sont mélangés avec 1g de milieu nutritif.

11.4.2.-Etude in vitro

Pour 1I’étude in vitro chaque individu de la Drosophila melanogaster est soumis a une
extraction, a fin d’obtenir un surnageant contenant les biomolécules a étudier, le surnageant
préparé a partir du lot témoin est mélangé avec 500ul d’cau distillée puis incuber pendant
lheure, mais le surnageant des lots traités et incuber avec 500ul de l’extrait aqueux de
P.harmala, soit pur a 100% ou dilué a 80%, 60%, 40% et 20% respectivement, chaque lot
contient six individus, soit un ensemble de 36 individus pour cette expérimentation (Figure
14)

.
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B Broyage de I’insecte dans
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¥

= Centrifugation J

XL
500 pl de surnageant

Incubation pendant 1h avec 500 pl
d' extrait de P.harmala

Eau J Dilution J Dilution J Dilution J Dilution J Extrait
distillée 20% 40% 60% 80% pur
v S— ==

| |
T :
a £ ;_L \; (= U=

Lo 500 pl de réactif Lots traites + 500 pl de réactif d'ELMAN
e 8 d'ELMAN
temoin ' ’ ' v
\* - i — - j

Figure 14: Protocole d’étude de la toxicité in vitro(Originale)

11.4.2.1.-Préparation de I’homogénat

L’extraction est réalisée selon la méthode décrite par Liu et al., (2007). Les étapes
doivent étre réalisées a froid afin d’éviter 1’altération I’hydrolyse de I’enzyme au cours de
I’extraction.  Pour la préparation de I'AChE, les individus sont broyés et homogénéisé
manuellement dans du tampon phosphate 0,1 M (PH 7,5, contenant 0,1% [v / v] de Triton X-
100). Tous les procédures ont été effectuées sur de la glace. Homogénat a été centrifugés al0
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000 g pendant 20 min a 4 ° C en utilisant une centrifugeuse. Les surnageant ont ensuite été
utilisés pour déterminer 1’activité totale et 1’activité spécifique de I’enzyme AChE et pour

déterminer la teneur en protéine.

11.4.2.2.-Dosage de protéines

11.4.2.2.1-Principe de dosage

Le taux de protéine est déterminé selon la méthode de Bradford (1976), une méthode
qui implique I'agglutination de Commassie G-250 Bleu brillant a la protéine. L'agglutination
de la teinture a protéine cause un changement dans le maximum de l'absorption de la teinture
de 465 a 595 nm, et c’est 'augmentation dans absorption a 595 nm qui sont dirigés. Cet essai
est trés reproductible et rapide avec la teinture processus obligatoire pratiquement complet

dans approximativement 2 min avec bonne stabilité de la couleur pour 1 hr.

La lecture de la coloration est faite a 595 nm pour le maximum de sensibilité,
I’intensité de couleur développée, mesurée spectrometriquement, est proportionnelle a la
concentration en protéines. La teneur en protéines est exprimée en pg /ml est obtenue gréce a
une courbe d’étalonnage réalisée (annexell), en utilisant le sérum albumine bovine (BSA)

dans les mémes conditions expérimentales.

11.4.2.2.2-Mode opératoire

200 pl de I'échantillon a doser (contenant au maximum 50 pg de protéines) est ajouter
a 500ulde réactif au bleu de Commassie (Annexe-I11), la lecture des absorbances est réalisée a
la longueur d’onde 595 nm apres 2mn. Le taux de protéines est déterminé a I’aide d’une

gamme étalon (0a100pug de protéines) avec le sérum albumine bovin (BSA) (Annexe-V1)
11.4.2.3.-Mesure de I’activité de cholinestérase

11. 4.2.3.1.-Principe de la méthode

La mesure de ID’activité enzymatique de cholinestérase repose sur la méthode
d’ELLMAN et al. (1961) par spectrophotométre, le substrat de 1’enzyme dont on veut
mesurer 1’activité est constitué de 1’acétylcholine, et d’'un DTNB, dans une réaction
d’oxydoréduction consécutive a la réduction enzymatique de 1’acétylcholine en thiocholine et
acetate .le groupement thiol de la thiocholine réduit le chromogéne DNTB en TNB (acide 5-

thio(2-nitrobenzoique ),composé jaune qui possede une absorbance maximale entre 412-415

-
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nm. L’augmentation de la coloration dans le temps indique la formation de thiocholine qui est
le reflet de I’activité de 1’enzyme.

Selon la méthode d’ELLMAN [P’activité cholinestérasique moyenne des témoins sont
considérée comme un taux de base car le niveau d’activité est considéré comme

100%.(GHENABZIA, 2009).

0 O
A R AChE Hy&Q S
HaC S/l_xl:J_CH:i"_") C/N"'/'\/:H .
CH, HC o, HC OH
L’acétylcholine Thiolcholine Acide acétique
HOOC COOH
ol e
DNTB
HOOC | COOH
Mélangé disolphigue Jaune acide 5-thio 2 - nitrobenzoique (TNB)

Figure 15: Réaction d'Ellman (ELLMAN et al. 1961)..

11.4.2.3.2.-Mode opératoire

Le mélange réactionnel est réalisé directement dans la cuve de dosage. 1’activité est
évaluée contre un blanc a 25°C, dans un tampon phosphate de sodium (0.1 mol ™, p H 7.4) en
présence d’un volume de substrat et de DNTB (500ul) et d’un volume d’échantillon
(500ul).I’absorbance est mesurée a 412 nm pendant 10 mn avec un intervalle de 60 S entre
chaque mesure sur un spectrophotometre. L’activité enzymatique se calcule par la formule

suivante

ADOV
A=(t2—t1).e.d.x

ADO : variation de la densité optique a412 nm

t; : temps initial de lecture

t : temps final de lecture aprés un intervalle de 60 s

¢ : Coefficient d’extinction spécifique de 1’acide dithiobis-nitrobenzoique a412 nm pour une

réponse en nanomoles transformés, estimé & 13,6.10°mol™ .cm *
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d : épaisseur de la cuve 1 cm

V : volume de milieu d’incubation dans la cuve en ml

x: prise d’essai en ml

A : Activité enzymatique en nanomoles .min*.ml™.

L’activité enzymatique spécifique qui désigne 1’activité cholinesterasique par rapport a

la quantité de protéines dans le milieu se calcule suivant 1’équation :

As=A/ P
As: Activité enzymatique spécifique en nanomoles .min™.pug de protéine.
A: Activité enzymatique en nanomoles .min™.ml™.

P : concentration en protéine (ug/ml).
I1. 5. Méthode exploitation des résultats

Il. 5.1.- Taux de mortalité

La mortalité est le premier critere de jugement de [D’efficacité d’un traitement
chimique ou biologique. Le pourcentage de la mortalité observée chez les adultes témoins et
traités par I’extrait végétal, est estimé en appliquant la formule suivante:

Mortalité observée = [Nombre de morts/Nombre total des individus] x 100

(OULD EL HADJ et al ., 2006).

I1. 5.2.- Temps de mortalité (TLsg)

Le temps létal 50 (TL50), correspond au temps nécessaire pour que 50%  des
individus d’une population morte suite a un traitement par une substance quelconque. Il est
calculé a partir de la droite de régression des probits correspondants au pourcentage
de la mortalité corrigée en fonction des logarithmes du temps de traitement. Il y est utilisé, la
formule de SCHNEIDER et la table des probits (KEMASSI, 2014)

Formule de SCHNEIDER: MC = [M2-M1/100-M1] x 100
- MC :% de mortalité corrigée;
- M2 : % de mortalité dans la population traitée;

-M1: % de mortalité dans la population témoin.

I1. 5.3.- Dose I’étale (DLs)
Les lettres DL50 désignent la « Dose létale », la DLsg est la quantité d'une matiére,

administrée en une seule fois, qui cause la mort de 50% (la moiti€) d'un groupe traite.

.
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La CE50 est une fagon de mesurer le potentiel toxique a court terme (toxicité
aigué) d'une matiére. Pour la présente étude, la méthode des probits est suivie (KEMASSI,
2014)

e
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I11.- Résultats et discussion

Le présent travail vise a étudier ’effet insecticide des extraits aqueux obtenus par une
extraction a reflux des feuilles de P. harmala. Les paramétres mesurés sont la mortalité, la dose
létale 50 (DL s0) et les temps létaux 50 (TLso) de ’extrait. Le travail réalisé porte aussi 1’étude de

I’activité de cholinestérase, I’activité spécifique et le taux de protéines.
I11.1.-Etude de la toxicité par contact d’extrait aqueux de P.harmala

111.1.1.-Effet de I’extrait aqueux sur la mortalité
Le taux de la mortalité cumulée observée de D. Melanogaster témoins et traités par les
extraits de P. harmala, est présenté dans le tableau 2. Il apparait une variation de taux de mortalité
entre les lots traités par différentes concentrations testées soit 100% ,80%, 60%,40% 20%, par
rapport aux témoins.
Tableau 1- Taux de mortalité cumulée observé chez les adultes de D.melanogaster témoin et

traitées par 1’extrait aqueux des feuilles de P.harmala.

Lots expérimentaux

D.melanogaster témoins et traitées par ’extrait
Temps

Témoins aqueux de P. harmala
(heurs) Doses

20% 40% 60% 80% 100%
1 0 0 0 0 0 16.66
2 0 0 0 0 0 16.66
3 0 0 0 16,66 0 33.33
4 0 0 0 16,66 0 44.44
5 0 0 16.66 33,33 16,66 50
6 0 0 44.44 55.55 16,66 100
7 0 0 44.44 55.55 33.33 100
8 0 0 50 66.66 33.33 100
9 0 44.44 50 72.22 50 100
10 0 66.66 50 72.22 72.22 100
11 0 7177 66.66 83.33 94.44 100
12 0 100 83.33 100 100 100
13 0 100 100 100 100 100
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Ainsi en vue des résultats, il est noté que les valeurs rapportées pour le lot témoin sont plus
faible que celles notées pour les lots traités. Aucune mortalité n’est notée au niveau du lot
témoin avant six heurs. L’extrait aqueux de P.harmala engendre une mortalité totale (100%) chez
les adultes D.melanogaster, pour les lots traités par I’extrait aqueux pur des feuilles de P.harmala.
Les autres lots traités, montrent un pourcentage de mortalité qui augmente en fonction de la
concentration en extrait appliqué, un pourcentage de mortalité de 55,55 %, 44,44% et 16,16%
respectivement est noté au niveau du lot traité par I’extrait des feuilles a 80%, 60% et 40% de
concentration et aucune mortalité n’est notée au niveau du lot traité par I’extrait des feuilles a

20% de concentration avant six heures.

De méme les résultats relatifs a la cinétique de mortalité selon différentes doses dans le
temps révelent un taux de mortalité maximale 100% chez les individus adultes de D.melanogaster

traités par les extraits aqueux non dilués (100%) (figurel6).

En effet les taux de mortalité des adultes augmentent chaque heure pour atteindre un taux
maximal (effet cumulatif, la mort se produit aprés [’accumulation d’une certaine
quantité de I’extrait dans le corps des insectes). Un taux de mortalité de 100% est atteint au bout de

6 heures.

120
¥ 100 9—0—0—0—0— QP
/ = 0,
5 ° @ :r %20
£ o0 e o 7
3 i o, %40
S a0 4
% o >4 —o—%60
'g 20 o) o Y o 2 *—w —o—%80
2 0 & & & & ¢ ¢ 8 e——e——e—9 ©-%100
0 2 4 6 8 10 12 14
Temps (h)

Figure 16 :Cinétique de la mortalité cumulée observée chez les adultes de D.melanogaster témoin

et traitées par I’extrait aqueux des feuilles de P.harmala.

111.1.2.-Dose létale (DL50) d’extrait foliaire de P. harmala sur les adultes de
D.melanogaster

Pour estimer la dose létale 50 (D50) a partir duquel on obtient 50% de la mortalité, il a été
procédé a la transformation des pourcentages des mortalités corrigées en probits, et a la

transformation en logarithme décimale des doses appliquées (tableau 2): Ces transformations nous

.
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permettent d'établir des équations des droites de régression des probits en fonction de log de la dose
(tableau 3, figure 17) (CAVELIER, 1976).

Tableau 2- Mortalité corrigée et probits correspondants en fonction de la concentration de 1’extrait

appliqué
Doses Mortalité corrigée
Pourcentage Concentration  Log [Cing/mi] Pourcentage Probits
(%) (mg/ml) (%)
100 0,053 -1,2757 100 7,614
80 0,042 -1,3768 55.55 5.13826
60 0,031 -1,5086 44.44 4.84926
40 0,021 -1,6778 16.16 4.0264
20 0,01 -2 0 -

Tableau 3- Equation de régression, coefficient de régression et les valeurs de DL50 pour I’ extrait

aqueux de P.harmalal

Dose létale 50
Coefficients de

Equation de régressions ) ) [mg /mi]
Organe régressions
DL5,%
Feuilles y =7.8529x + 16.87 R2=0,781 0,030
8
y=7.8529x+16.87 7
R?2=0.781 6
5
& 4
o 3
o 2
1
0
2.5 -2 -1.5 -1 -0.5 0

log C (mg/ml)

Figure 17 : Relation entre la mortalité corrigée de D.melanogaster et la dose de 1’extrait aqueux des
feuilles de P.harmala.
Les tests de D’effet des extraits de P.harmala ont été effectués sur les adultes de

D.melanogaster, afin d’estimer les doses entrainant une mortalité de 50% d’individus selon le
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modeéle des Probits. Au vu des résultats, il ressort que les concentrations qui cause la mortalité de

50% des adultes par I’extrait aqueux des feuilles sont de I’ordre DLsy = 0,030 mg/ml.

111.1.3.-Temps létal 50 (TLso) d’extrait foliaire de P. harmala sur les adultes de

D.melanogaster

Les calculs de temps létal 50% (TL50) ont éte effectués en dressant la droite de régression
des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des logarithmes
des temps de traitement. Les données sont groupées en classe de temps, dans cette étude en heure.
Les méthodes d'analyse de survie permettent d'associer la fréquence et le délai de survie de

I'événement étudié qui est la mort des insectes.

Le temps qui s'écoule entre le début du traitement et la date de la derniére observation est
étudiée. A la derniére heure du comptage le nombre de survivants, est noté. Les mortalités et les
probits correspondants sont illustrées dans le tableau 4, ainsi les droites de régressions

correspondants sont illustrés dans le tableau 5.

Tableau 4- Probits correspondants aux pourcentages de la mortalité corrigée en fonction du temps
enregistrés chez D.melanogaster traitées par I’extrait aqueux P .harmala a différentes

concentration.

Probits de pourcentages de la mortalité corrigée chez les D.melanogaster

traitées par ’extrait de P .harmala a différentes concentration

Log de Doses
tMPS 10096 80% 60% 40%  20%
1 0 4,0264 - - -
2 0,30 4,0264 - - -
3 0,47 4,5603 4,0264 - -
4 0,60 4,8493 4,0264 - -
5 0,69 5,0000 45603 4,0264 4,0264
6 0,77 7,6140 5,1383 4,8493 4,0264 -
7 0.84 7.6140 5.1383 484926 456028 -
8 0.90 7.6140 5.4262 5 456028 -
9 0.95 7.6140 5.5833 5 5 4.84926
10 1.00 7.6140 5.5833 5 55833  5.42628
11 1.04 7.6140 5.9544 542628  6.55586  5.75534
12 1.07 7.6140 7.6140 5.95440 76140  7.61400
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13 1.11

7.6140

7.6140 7.61400

7.6140 7.61400

Tableau 5- Equation des droites de régression, coefficients de régressions et les valeurs de TL50

¢valuées pour les cinq concentrations de 1’extrait aqueux

Temps létal 50

] Equation de Coefficient de
Concentration (%) ) ] . ] (TL50)
régression régression
(en heure)
100 y =5.318x + 2.271 R2=0.816 2,67
80 y = 5.286x + 0.952 R2=0,804 5,82
60 y = 5.805x —0.125 R2=0.658 7.64
40 y = 9.388x —3.272 R2=0,848 7.52
20 y =19,24x - 13,72 R2=0,893 8.80

Au vu des valeurs de la TL50 de chaque concentration en extrait aqueux vegeétal de

Peganum harmala présenté dans la figurel9 et la droite de régression des probits en fonction du

logarithme des durées de traitement présenté dans la Figure 18, il apparait que les extraits foliaires

de P.harmala a 100% et 80 % présentent une valeur minimale de TL50 avec respectivement 2,67 et

5,83, donc semblent les plus toxiques que les autres concentrations. Cela signifie une rapidité

d’action particuliére vis-a-vis les adultes de D.melanogaster.

Pour les autres concentrations le

temps létale pour 50% des individus augmentent avec la diminution de la dose, il est de 7,64 pour la

dose 60% , de 7,52 pour la dose 40%, cependant la valeur maximale de TL50 corresponde a la dose

la plus faible de 1’extrait aqueux de 20% soit 8,80
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Figure 18 A, B, C, D, E Action de I’extrait des feuilles de P.Harmala sur les adultes de D.melanogaster



Chapitre 111 Résultats et discussion

TI50 (h)
O = N WP UM GOS0

8,80
7.64 7.52
5.826
) l
100 80 60 40 20

Doses (%)

Figure 19 : Temps létale de 50% des individus (LT50) a différentes doses de I’extrait aqueux de

Peganum harmala
I11.1.4.- Discussion

D’aprés BOUNECHADA et ARAB (2011), la poudre de P. harmala a donné un bon
résultat pour sa toxicité sur les individus de Tribolium castaneum, cette efficacité est
confirmée par lamort des larves et des adultes de ce ravageur. La mort de la totalité des

individus (100%) est attribuée a la dose 30% pour les deux stades de développement .

Les résultats enregistrés montent que la mortalité est significative avec les différentes
concentrations de traitement par rapport au témoin. Le pouvoir insecticide de cette plante serait
du a la présence des alcaloides indoliques de type [3-carbolines (la harmine, harmaline et harmol),
qui ont été identifiés dans les extraits alcooliques des feuilles de Peganum harmala par ABBASSI
et al.,(2005) et dans les extraits huileux par Idrissi Hassani et al., 2002. L'effet insecticide
de P.harmala sur Triboliumcastaneumest confirmé par JBILOU et al., (2006) qui ont utilisé
des extraits méthanolique de cette plante. P. harmala est trés réputé pour sa richesse
exceptionnelle en alcaloides surtout au niveau des fruits et des racines (MAHMOUDIAN et
al., 2002). Il esta signaler que les graines mares sont plus riches en alcaloides par rapport
aux immatures (MAHMOUDIAN et al., 2002). L’action dans le temps d’une substance vis-a-
vis d’un organisme vivant, varie en fonction de la dose, la fréquence et le mode d’application,

I’espéce test et son stade de développement (SANCHEZ-BAYO, 2009).
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111.2.-Etude de la toxicité par ingestion d’extrait aqueux de P.harmala

111.2.1.- Action sur la mortalité

Le taux de la mortalité cumulée observée chez D.melanogaster témoins et traités par les
extraits de P.harmala sont présenté dans le tableau 6. Il apparait une variation de taux de mortalité
entre les lots traités par déférentes concentration testés soit 100% ,80%, 60%,40% et 20%, par
rapport aux témoins.

Tableau 6- Taux de mortalité cumulée observé chez les adultes de D.melanogaster témoin et

traitées par 1’extrait aqueux des feuilles de P.harmala.

Lots expérimentaux

D.melanogaster témoins et traités par I’extrait aqueux de

Temps P.harmala
(heurs) Doses

Teémoins  100% 80% 60% 40% 20%
6 0 16.16 16.16 16.16 16.16 16.16
12 0 27.6 27.6 27.6 21.88 21.88
24 16.16 33.16 44.44 27.6 27.6 27.6
36 21.88 33.33 50 38.88 44.44 44.44
48 38.89 66.66 66.66 49.99 50 50
60 38.89 88.88 71.77 72.22 66.66 61.1
72 55.55 94.44 94.44 72.22 88.88 83.33
84 77.77 100 100 94.44 88.88 83.33

Au vu des résultats de taux de la mortalité noté pour les adultes de D.melanogaster
traités par ’extrait aqueux des feuilles, il est noté que le taux de la mortalité varie selon les
concentrations. Les valeurs rapportées pour le lot témoin (77,77%) sont plus faible que celles notées
pour les lots traités. Ainsi il apparait que le taux de la mortalité maximal 100% est rapporté pour
les extraits 100% et 80% apres 84 heures.

.
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De méme la cinétique de la mortalité cumulée présentée dans la figure20 signale que les
taux de mortalité des adultes augmentent chaque 6 heures pour atteindre un taux maximal (effet
cumulatif, la mort se produit aprés 1’accumulation d’une certaine quantité¢ de I’extrait dans
le corps des insectes). Ainsi il ressort que pour les autres lots de traitement, les pourcentages de
mortalité augmente en fonction de la concentration et de temps d’exposition, pour Ia
concentration 60 % ;40 % ; 20%, un taux de mortalité est atteint au bout de 84 heures
94.44% ; 88.88%; 83.33% respectivement.

L’étude de la toxicité comparée entre la toxicité par contact d’extrait aqueux de P.harmala
et par ingestion, a fait ressortir leur action sur la mortalité. 1l est noté que les individus étudier par
ingestion possede un taux de mortalité (100%) dans un temps plus long arrive a 84 heures par

rapport aux individus traités par contact qui enregistre (100%) de mortalité au bout de 6 heures.
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Figure 20 : Cinétique de la mortalité cumulée observée chez les adultes de témoins et traitées par

de I’extrait aqueux des feuilles de P.harmala a différentes concentrations.

111.2.2.- Dose létale 50 (DLsg) d’extrait aqueux de P. harmala sur les individus adultes

de D.melanogaster

Pour estimer la dose létale 50 (DLso) a partir duguel on obtient 50% de la mortalité, il a été
procédé a la transformation des pourcentages des mortalités corrigées en probits, et a la
transformation en logarithme décimale des doses appliquées (tableau 7). Ces transformations nous
permettent d'établir des équations des droites de regression de log de la dose en fonction des probits
(tableau8) (CAVELIER, 1976).
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Tableau 7- Mortalités corrigée et probits correspondants en fonction de la concentration de 1’extrait

appliqué
Doses Mortalité corrigée
Pourcentage Concentration Pourcentage )
% [mg /mi] Log [Cingimi] % Probits
100 0,053 -1,2757 100 7.614
80 0,042 -1,3768 94.44 7.614
60 0,031 -1,5086 94.44 6.55586
40 0,021 -1,6778 88.88 6.20152
20 0,01 -2 83.33 5.9544

Tableau 8- Equation de régression, coefficient de régression et les valeurs de DL50 pour 1’extrait

aqueux de P.harmala

_ o Dose létale
Equation de Coefficients de
N o [mg /ml]
Organe régressions régressions
DL50%
Feuilles Y=2.4988x+ 10.706 R2=0.8238 0.005
8
7 y = 2.4988x +10.706
R = 0.8238

6

5
2 4
Q
e 3
o

2

1

0

0 -0.5 -1 -1.5 -2 -2.5
Log temps(h)

Figure 21: Relation entre la mortalité de la D.melanogaster et la dose de 1’extrait aqueux des

feuilles de P.harmala

Selon les résultats obtenus, la dose 1’étale pour 50 pour cent des individus (DLsp), notée dans
I’¢tude de la toxicité par ingestion, est de 0,005 mg/ml, cette valeur apparait moins que la DLsg

enregistrée dans 1’é¢tude de la toxicité par contact soit 0,030 mg/ml.
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111.2.3.- Temps létal 50 (TLsg) d’extrait foliaire de P. harmala sur les adultes de D.

melanogaster

Les calculs de temps létal 50% (TLsp) ont été effectues en dressant la droite de régression
des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des logarithmes
des temps de traitement. Les données sont groupées en classe de temps, dans cette étude en heure.
Les méthodes d'analyse de survie permettent d'associer la fréquence et le délai de survie de

I'événement étudié qui est la mort des insectes.

Le temps qui s'écoule entre le début du traitement et la date de la derniére observation est
étudiée. A la derniére heure du comptage le nombre de survivants, est noté. Les mortalités et les
probits correspondants sont illustrés dans tableau 9, qui présente les valeurs de la TLso d' extrait
veégétal testé et la droite de régression des probits en fonction du logarithme des durées de

traitement.

Tableau 9- Probits correspondants aux pourcentages de la mortalité corrigée en fonction du temps
enregistrés chez D.melanogaster traitées par 1’extrait aqueux de P .harmala a différentes

concentrations

Probits de pourcentages de la mortalité corrigée chez les

D.melanogaster traitées par I’extrait de P .harmala a différentes

Log de concentration
temps Doses
100% 80% 60% 40% 20%

6 0 4.0264 4.0264 4.0264 4.0264 4.0264
12 0,30 4.4023 4.4023 4.4023 421134 421134
24 0,47 4.56028 4.84926 4.4023 4.4023 4.4023
36 0,60 4.56028 5 4.70826 4.84926 4.84926
48 0,69 5.42628 5.42628 4.98775 5 5
60 0,77 6.20152 5.75534 5.5833 5.42628 5.27926
72 1.85 6.55586 6.55586 5.5833 6.20152 5.9544
84 1.92 7.614 7.614 6.55586 6.20152 5.9544

Au vu des valeurs de la TLsy de chaque concentration en extrait végétal des tiges testé
(Figure22) (22, 31 ; 22,62 ; 30,04; 30,69 ; 33,73) et la droite de régression des probits en fonction
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du logarithme des durées de traitement (Figure 21 A, B, C, D,E), il apparait que I’extrait de
P.harmala a 100%, 80 % semble plus toxique que les autres concentrations. Montrent que 1’extrait
de P.harmala a 100, 80, % montre une rapidité d’action particuliére vis-a-vis les imagos de
D.melanogaster. pour les autres concentrations, il apparait que les résultats il est de 1’ordre
60% avec 30,04 et 40 % avec 30,69, pour la derniere concentration soit 20% le TL50
rapporté est de 33,73h.
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Figure 21: A, B, C, D, E Action de I’extrait des feuilles de P.Harmala sur les adultes de D.melanogater
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Figure 22 : Courbe de TLso pour le test de toxicité par ingestion
111.2.4.- Discussion

Les tests de I’effet des extraits aqueux de P.harmala ont été effectués sur les individus
adultes de D.melanogaster, afin d’estimer les doses entrainant une mortalité de 50% d’individus
selon le modéle des probits. Au vu des résultats de (tableau 9) et la (figure 21), il est noté que les
concentrations qui cause la mortalité de 50% des imagos par ’extrait aqueux des feuilles sont de

I’ordre DLsp = 0,005 mg/ml.

L’évaluation des temps létaux 50 (TLsp), montre que I’étude par contact est plus sensible a
I’effet toxique que 1’étude par ingestion. Les TLso de ces derniers sont plus court que 1’étude par

ingestion.

On fait comparé notre résultat par des études de méme que notre objectif, HABBACHI et al
(2013) note que les extraits de P. Harmala provoquent une mortalité chez les larves de D.
melanogaster. Cette mortalité est fonction de la dose et du temps d’exposition. Ces extraits aqueux
perturbent fortement la durée de développement des larves de D. melanogaster et ce qui influe
sur le nombre de pupes. Il est enregistré un blocage total des mues imaginales. Les extraits de
graines et de feuilles présentent également une toxicité non négligeable pour les larves du
dernier stade des Drosophiles.

BOUNECHADA et ARAB (2011) ont étudier I’Effet insecticide de Peganum harmala
sur Tribolium castaneum .ont rapporté que la poudre de P. harmala a donné un bon résultat
pour sa toxicité sur les individus de Tribolium castaneum, cette efficacité est confirmée par

E
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la mort des larves et des adultes de ce ravageur. La mort de la totalit¢ des individus
(100%) est attribuée a la dose 30% pour les deux stades de développement. Le temps létal
50 (TL s0) le plus court est enregistré apres 3,9 jours chez les larves et 4,3 jours de traitement

chez les adultes.

Les analyses statistiques ont montré que la mortalité est significative avec les différentes
concentrations de traitement par rapport au témoin. Le pouvoir insecticide de cette plante serait

du a la présence des alcaloides indoliques de type R-carbolines (la harmine, harmaline et harmol).

KEMASSI (2008) a étudier I'effet toxique de différentes plantes acridifuges sur les adultes et
les larves L5de S. gregaria, rapporte que les individus nourris par des feuilles extraits de feuilles de
Peganum harmala, une mortalité de 16,66% est atteinte a partir du 14ejour de traitement chez les
larvesL5. Elle est de 1’ordre de 16,66% au bout de 12°%jour, pour les adultes. ABBASSI et al. (2003),
dans leurs études sur I’effet de I’extrait éthanolique de Peganum harmala au stade fructification sur
les adultes du Criquet pélerin, rapportent que 1’extrait alcaloidique de Peganum harmala cause une

mortalité imaginale chez S. gregaria de 37% au bout de 30 jours.

BOUZIANE (2012) rapporté que les larves L5, alimentées par des feuilles de B. oleacera
traitées par I'extrait acétonique de Peganum harmala, une amélioration progressive de poids est
rapportée. Il est a signalé qu'aucune mortalité n’est enregistrée chez les larves LS5, alors que chez les

adultes, un taux de mortalité moyen est noté.

Selon LAOUIRA (2014) confirmé I’effet insecticide des poudres des feuilles de quatre
plantes testées, dont laurier rose est classé premier de point de vue toxicité, suivit
respectivement par I’Eucalyptus, 1’Ortie et le Faux poivrier .les résultats indiquent que les poudres
des feuilles de ces plantes se sont avérées trop toxiques vis-a-vis des adultes de Drosophila
melanogaster avec des taux de mortalité trés élevés par rapport au myrte et a 1’olivier, qui pour
notre cas, se sont avéerés sans effet significatif sur la mortalité des adultes de Drosophila

melanogaster.

Par ailleurs, La valeur de TLsg la plus courte est enregistrée chez Drosophila melanogaster
nourrie par la poudre de Laurier rose soit 14,21 heures. Elle est suivit par les poudres du Faux
poivrier, d’Eucalyptus et de 1’Ortie respectivement avec des durées de 17,38 heures, 17,56
heures et 28,93heures. Alors que le TL50 le plus long s’observe pour la poudre du myrte avec
56,83 heures, soit 2 jours et 10 heures, suivit en fin, par la poudre d’olivier représentée par

120,82 heures, soit 5 jours et 2heures. Ainsi I’analyse de la variance a deux facteurs (temps et dose),
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montre des différences significatives aussi bien pour le facteur temps ainsi que pour le facteur

dose.

111.3-Etude de I’effet toxique des extraits aqueux de P.harmala sur P’activité

d’enzyme cholinestérase

Les résultats de D’action de différentes doses d’extrait de P.harmala sur [Dactivité
cholinestérasique chez les individus adultes de drosophile melanogaster sont illustres dans la
figure23.11 semble que la diminution de D’activit¢é d’enzyme cholinestérase est inversement

proportionnelle a la dose de I'extrait.

Ainsi il apparait des variations trés importantes de 1’activité cholinestérasique entre les individus
témoins qui sont de 3.39+1.24nanomole /mn/ml et les individus traités. Les valeurs sont de 0.12+
0.04 nanomole /mn/ml pour les individus traités par la dose 20%, de 0.1+0.09nanomole /mn/mi
pour les individus traités par la dose 40% , de 0.05+0.02nanomole /mn/ml pour les individus traites
par la dose 60% et de 0.04+0.04 nanomole /mn/ml, pour les individus traités par la dose 80%,

I’activité cholinestérasique la plus faible est de 0.03+0.02 enregistré pour la dose 100%.
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Figure 23 : Activité cholinestérasique chez les individus adultes de D.melanogaster témoins et
traités par différentes dose d’extrait de P.harmala

Les mesures neurochimiques laissent apparaitre que I’inhibition de la cholinestérase, dépend du

temps d’exposition, de la dose de l'extrait de P.harmala appliquée ainsi que les conditions du

milieu. Les extraits traités a differentes doses de I'extrait, montrent une diminution plus importante

a la dose la plus forte, la diminution de la cholinestérase a différentes concentrations, est plus

marquée chez les individus traités a concentrations basse de 20%.
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La protéine la mieux connue en tant que cible des organophosphorés et des carbamates est
I’acétylcholinestérase. Cette enzyme est indispensable au bon fonctionnement des synapses

cholinergiques. Chez les insectes, elle se trouve essentiellement dans le systeme nerveux central.

Les travaux de HAMID OUDJANA (2009) observés, 24h aprés traitements a différentes doses
chez les individus de S.grégaria, apparait semblable aux valeurs notées avant 24 h, une activité 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 males ayant recu la dose de 2g de Malatox EC50/I

de pesticide, un insecticide organophosphorés.

L'intoxication comporte une phase d'hyperexcitation suivie que l'activité cholinestérasique
augmente au début avant d'arriver au stade de diminution qui résulte d'une inhibition irréversible
d'enzyme. Les enzymes de détoxification comme les estérases, les oxydases ou les transférases
semble encore actifs et capables de dégrader l'insecticide apres 30min d'exposition avant l'arrivée
du toxique aux cholinestérases (HAMID OUDJANA, 2009).

GHNABZIA (2009) montre différentes doses de Kiuk 200SL (inhibiteur de type carbamate),
entrainent une inhibition de l'acétylcholinestérase, chez le criquet pelerin (Schistocerca grégaria).
L'activité cholinestérasique pour la dose 8g de Kiuk 200SL est de 3.81 £3.68 nmole/min/ml pour les
individus males et 5.6 + 5.98 nmole/min/ml pour les femelles par rapport aux individus témoins
males et femelle avec respectivement 43.65+£13.69 nmole/min/ml et 84.73+24.26 nmole/min/ml;

I'inhibition persiste 24 heures apres traitement.

ERIC et MARCEL (1998) identifies que le réle de [’acétylcholinestérase est d’hydrolyser
I’acétylcholine ce qui permet la fermeture des canaux associés au récepteur du neurotransmetteur.
Si I’action de cette enzyme est bloquée, la membrane post-Synaptique se trouve continuellement
excitée. Les organophosphorés et les carbamates agissent en inhibant 1’activité catalytique de
I’AChE. IIs se fixent en effet sur le site actif de I’enzyme, a la place de 1’acétylcholine.
L’accumulation de I’ACh dans la région synaptique provoque une hyperexcitation des liaisons

cholinergiques causant finalement la mort de 1’insecte.

Chez certains insectes comme Culex pipiens, de fortes concentrations d’organophosphorés et de
carbamates, avoisinant parfois méme la limite de solubilité, n’inhibent plus I’AChE. Ce mécanisme
a été également identifié chez d’autres acariens et insectes : Musca domestica ,Spodoptera ,littoralis
Anopheles albimanus, Drosophila melanogaster, Leptinotarsa decemlineata et Rhyzopertha

dominica
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D'apres MIRJANA, et al (2013).Les insecticides organophosphoré et carbamate sont de forts
inhibiteurs de l'acétylcholinestérase, mais D'autres produits chimiques peuvent entrainer une

inhibition in vitro (extrait de P. harmala un de ces produits)

Le mécanisme de l'action des insecticides OP est basé sur I’inhibition irréversible d’AChE dans
un corps d'insecte, résultant dans la transmission neuronale interrompue et la conséquence déces.
Cependant, les OP ne sont pas sélectifs pour les espéces d'insectes, Mais ils ont le méme mécanisme
d'action pour les organismes du sang chaud, y compris les humains qui peuvent aussi étre vivre. En

fait, les OP inhibent de maniére irréversible I'AChE humaine.

BENALI (2007) obtient une résultats plus élevée de I'AChE qui est de 43.61 nmole/min/ml est
retrouvée au niveau des branchies des moules sauvages de Kristel, tandis que la valeur minimum
5.52 nmole/min/ml ; globalement les concentration de I'AChE Varient de 9.89 nmole/min/ml a

43.61 nmole/min/ml au niveau de branchie et 5.52 a 14.99 au niveau de I'homogénat .

EN-BO, et al , (2003) montré que I'inhibition de l'activité enzymatique par certains substrats a
des concentrations plus élevées sont typiques phénoméne pour AChE et est probablement dd a la
liaison du substrat en exces au site anionique périphérique pour former un complexe enzyme-
substrat. Comme dans de nombreux autres insectes, Acétylthiocholine iodée a des concentrations

plus élevées a montré une importance.

Une telle inhibition s'est produite & des concentrations relativement faibles pour AChE. Ces
résultats a indiqué que AChE a été purifiée a partir du HUANGHUA Et les populations de poulets
PINGSHAN étaient significativement différentes en fonction de différentes concentrations de

substrats.

[11.4-Etude de ’effet toxique des extraits aqueux de P.harmala sur le taux de protéines
Les résultats relatifs aux taux de protéines chez les individus adultes de drosophiles témoins

et traités a différentes concentration de 1’extrait foliaire de P. harmala sont présentés dans la figure

24. Les individus témoin enregistré un taux de protéines egal a 49.9 + 35.28ug/ml.

Il apparait une diminution du taux de protéines chez les individus traités, les valeurs sont de 10.5 +

6.71ug/ml a la dose 100%, de 16.1+ 10.81 pg/ml a la dose 80% ,de 20.1+ 13.75ug/ml pour la dose

60%, et de 29.4+ 20.50 pg/ml pour la dose 40% et de 20,79+14.55ug/ml
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Figure 24: Taux de protéines chez la D.melanogater traités a différentes doses de 1’extrait des

feuilles de P.harmala

L’intensité de ces processus est en relation avec 1’ état
physiologique de I’insecte qui dépend de plusieurs facteurs dont la température favorable chez

I’insecte et la dose d’insecticide (HAMID OUDJANA, 2009)

Selon MORETAU, (1991) la toxicité des insecticides organophosphorés semble étre a
I’origine d’une altération des protéines. Le mode d’action du lindane qui est un insecticide de
synthese neurotoxique, chez le criquet migrateur Locusta migratoria, se traduit par des altérations
importantes touchant, le réticulum endoplasmique lisse et des altérations ultra structurales
observées au niveau des feuillets des glandes suggerent. Le lindane, lors d’une intoxication aigué,

provoque une inhibition de 1’activité glandulaire.

HAMID OUDJANA (2009) rapport que ’intensité des processus d’altération des protéines
est en relation avec 1’état physiologique de I’insecte qui dépend de plusieurs facteurs dont la
température favorable chez I’insecte et la dose d’insecticide et le référendum thermique, semble étre
un optimum en dessus ou en dessous duquel les réactions biochimiques subissent des perturbations

chez I’insecte.

-
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[11. 5.- Etude de ’effet toxique des extraits aqueux de P.harmala sur ’activité

Spécifique

Les résultats de D’action de différentes doses d’extrait de P.harmala sur [Dactivité
cholinestérasique spécifique chez les individus adultes de drosophile melanogaster sont illustres

dans la figure25.

Il apparait des variations de I’activité¢ entre les individus témoins qui sont respectivement de
0.068+ 0.048 nanomole /mn/ug. Aprés traitement par I’extrait de P.harmalaa a la dose 20%,
I’activité spécifique est de 0.004+ 0.138 nanomole /mn/pg, la dose 40% I’activité spécifique est de
0.003+ 0.280 nanomole /mn/ug, la dose 60% 80%, 1’activité spécifique est de 0.002+ 0.422 et
0.002 * 0.564 prospectivement nanomole /mn/pg, pour la dose 100% I’activité est 0.003+0.704

nanomole /mn/ug.  L'activité spécifique est inversement proportionnelle a la dose de I'extrait.
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Figure 25,: Cinétique de I’activité spécifique cholinestérasique chez les D.melanogater traités a différentes doses

de extraits des feuilles de P.harmala

Selon HAMID OUDJANA (2009) I’activité spécifique semble étre lier au taux de protéines
et a l’activité cholinestérasique qui est inversement proportionnelle a la dose de la toxine,
GALGANI et al., (1983) montre que I’inhibition d’enzyme ainsi que 1’altération de protéines

peuvent induire une chute d’activité spécifique .

GHNABZIA (2009) constaté que la diminution de I’activité spécifique coincide avec la
chutte de l'activité cholineterasique cérébrale, l'inhibition de I'acetylcholeneterase provoque une
accumulation anormale de I'acétylcholine dans les tissus, les recepteurs étant, saturé en
acétylcholine, la membrane demeure dépolarisée ce qui a pour effet de stopper la transmission

nerveuse dans la portion cholinergique de systéme nerveux.
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Conclusion générale

Ce modeste travail de recherche a pour but I’étude de la toxicité des extraits foliaires de
Peganum harmala récoltée a la région Sebseb wilaya de Ghardaia sur les adultes des mouches de

vinaigres Drosophiles melanogaster.

Chez les D. melanogaster le taux de mortalité cumulée varie selon les concentrations, au
niveau des lots traités par 1’extrait aqueux par un traitement en contact de P.harmala , le taux de
mortalité noté est de 100% au cours du temps. Les pourcentages de mortalité observes diminués en
fonction de la concentration en extrait appliquée, un pourcentage de mortalité de 55.55 % est noté
au niveau du lot traité par I’extrait a 80% de concentration, alors que pour les deux autres
concentrations soit 60% et 40% il est de 44.44% et 16.66% respectivement et pour 1’extrait aqueux
de cette plante saharienne, un pourcentage de mortalité de 0 % est noté au niveau des lots traités par
I’extrait 4 20% de concentration. Le traitement par ingestion montre une mortalité totale chez les
individus traités a la dose 100% et 80%. Pour les autres lots traités, les pourcentages de mortalité
observés diminue en fonction de la concentration en extrait appliquée, un pourcentage de mortalité
de 94.44 % est noté au niveau du lot traité par ’extrait a 60% de concentration, alors que pour les
deux autres concentrations soit 40% et 20% il est de 88.88% et 83.33% respectivement. La toxicité

par ingestion semble plus long que la toxicité par contact avec I'extrait de P.harmala.

Le temps létale 50 (TLso) le plus cours est enregistré chez les individus traités par la dose
100%, pour le traitement par contact, avec une dose létale 50 (DLsg) de 0.03 mg/ml. De méme la
dose 100% présente un temps létale 50 (TLso) plus cours pour le traitement par ingestion 22.31h.

avec une dose létale 50 (DLsp) de 0.005mg/ml respectivement.

L’augmentation de la dose entraine une diminution du taux de mortalité, alors que ce temps
est beaucoup plus court a la toxicité par contact, qu’a la toxicité par ingestion. L’extrait aqueux des

feuilles de Peganum harmala L montre un effet inhibiteur sur I’enzyme cholinestérase.

Les mesures neurochimiques : I'activité cholinestérasique et I'activité spécifique et le taux de
protéines laissent apparaitre que I’inhibition de la cholinestérase, dépend de la dose de l'extrait de
P.harmala appliquée sur I’extrait brut de la drosophile. Les individus traités a différentes doses de
I'extrait de P.harmala, montrent une diminution plus importante a la dose la plus

forte (0.03£0.02 nanomole /mn/ml pour la dose 100%) .

Parallélement, le taux de protéines enregistre une diminution pour toutes les doses

appliquées avec un maximum de diminution a la dose 100%, de: 10.5 = 6.71ug/ml. De méme les




Conclusion générale

activités spécifiques montrent une variation inversement proportionnelle a la dose de I'extrait

administré, cette valeur est de 0.003+0.704 nanomole /mn/ug ,a la dose 100%.

En perspective, pour une meilleure poursuite de la recherche des molécules actives de

plantes de Sahara septentrional Algérien, de la présente étude, il est souhaitable de :

- Utiliser d’autres parties d'extrait végétal de P.harmal

- Chercher I’effet toxique de P.harmal sur d’autres insectes nuisibles

-Utiliser des solvants organiques a polarité différente pour I’extraction afin d’augmenter le
rendement d’extraction.

-Passer a I’étude in vivo de I’effet inhibitrice des extraits aqueux.




* il
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Annexe | : Matériels de laboratoire

Tableau 10: Matériels et produits utilisés dans le laboratoire.

Matériels

Produits

Ballon , Becher , Fiole , Eprouvette , une
pince, Papier filtre ,magnétique ,
Coupant de disque , Etuve , une balance
de précision pour peser , Spatule , Papier
aluminium , Flacon ,Tubes a essai ,
Montage de I’extraction a reflux
,Montage d’évaporation rotative

spectrophotométrie,

Eau distillée, Ethanol, DNTB,
acétylcholine, Titron -X100-, acide
citrique, phosphate disodigue,
Commassie Brillant Bleu, éthanol,
acide phosphorique (H3zPO,), d'acide
phosphorique ,

-




Annexe Il : Extraction d'enzyme :
1-Réactifs :
- Détergent : Triton X-100
- Tampon phosphate: acide citrique2.10g, phosphate disodique7.16g

2- Mode opératoire:

e [L’extraction est réalisée par les étapes doivent étre réalisées a froid afin d’éviter I’altération de
I’enzyme. Les tétes sont amputées et homogénéisées dans un mortier porté a I’avance dans un
congélateur.

e [’homogénat est récupéré avec 0,5 ml d’eau glace et 1 ml d’'un mélange de 0,1M tampon
phosphate (pH 7.4) 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 pendant 20 mn dans une centrifugeuse. Le surnageat renfermant I'enzyme est
récupéré a I’aide d’une micropipette.

* Tampon phosphate de sodium: pH=7.4

A)2.10g d'acide citrique(CsHgO7)(0.1M) dans 100ml d'eau distille

B) 7.16g de phosphate disodique (Na,HPO.12H,0) (0.2M) dans 100md'eau distille




Annexe I11 : Dosage des protéines par méthode de Bradford(BSA)
1-Reactifs:

- Coomassie Brillant Bleu10mg, éthanol5ml, acide phosphorique (H3PO,4) 10ml

dissoudre 10mg de Commassie Brillant Bleu G-250 dans 5ml d'éthanol a 95%
agiter énergiquement pour favoriser la dissolution du colorant.
ajouter ensuite 10ml d'acide phosphorique a85%

ajuster le volume a 100ml avec I'eau distillée.

filtrer pour éliminer le colorant non dissout .la solution est stable 142 semaine au froid.

2- Mode opératoire:

e réaliser une gamme étalon (0a100ug de protéines) avec le sérum albumine bovin (BSA)

e prélever 0.2ml de I'échantillon a doser (contenant au maximum 50 g de protéines)

e ajouter 5ml de réactif au bleu de Coomassie et lire I'absorbance a595 nm aprés 2mn.




Annexe VI : Gamme d’étalonnage

Tableau 11: Gamme d’étalonnage de protéines

Tube n® 0 1 2 3 4 5 échantillon

Etalon 0 0.02 0.025 0.1 0.175 0.2
(100 pg /ml)

Eau distillée 0.2 0180 0175 0.1 0025 0
(mi)

Concentration 0 10 25 50 75 100
finale

(kg /ml)

Bleu de 5

Commassie

Temps de 2mn

repos

Asgs 0 0.158 0.217 0.499 0.524 0.525




Annexe V : Courbe étalonnage

absorbance a 595 nm

o o o
o8] - (=]

[an]

courbe d'etalonnage de protéines

R?= 0,970 P

e

0

/ * Sériel

—— Linéaire (Sériel)
10 20 30 40 50 60

concentration de BSA
(ng /ml)

-



Annexe VI : Activité enzymatique : méthode d'ELLMAN

1- Principe de la méthode :

L’acétylcholinestérase hydrolyse ’acétylcholine iodée en thiolcholine et acétate .la thiocholine
réagit avec DNTB et le produit de la réaction prend une coloration jaune pouvant étre mesurée au
spectrophotometre 8412 nm; le taux auquel la couleur est produite représente 1’activité é de
I’acétylcholine

2- Réactifs:
Acétylcholine 1g,DNTB(acide 5-thio (2-ntrobenzoique)).
3- Mode operatoire:

» preparation des reactifs ( milieu d’ELLMAN)
— iodure d’acétylcholine(P.M.289.18).
Dissoudre 0.5 g dans 12.5 ml d’eau.
Faire de 0.5 ml.
— DNTB (P.M.396.35)
Dissoudre 0.4 g dans 20ml de tampon phosphate 0.25M, pH 7
Faire des aliquotes de 1 ml
M¢élange réactionnel ’ELLMAN
— 0.5 ml de solution d’acétylcholine
— 1ml de solution de DTNB
— 10ml de tampon phosphate 0.5 M pH 7

Compléter a 100ml d’eau distillé.

Le mélange réactionnel est réalisé directement dans la cuve de dosage .I’activité est évaluée contre
un blanc a 25°C, dans un tampon phosphate de sodium (0.1 mol -1, pH 7.4) en présence d’un
volume de substrat et de DNTB (500ul) et d’un volume d’échantillon (500ul).I’absorbance est
mesurée a 412 nm pendant 10 mn avec un intervalle de 60s entre chaque mesure sur un
spectrophotomeétre

Activité enzymatique :

ADOV

L’activité enzymatique se calcule par la formule suivante A=———
(t2—tl).ed.x




Annexe VII: Extraction des feuilles de Peganum harmala L.

Le rendement d’extraction varie en fonction de l’espéce végétale, 1’organe utilis¢ dans
I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espéce en métabolites (de son
métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans I’extraction ou fractionnement et de
sa polarité.

Les rendements d’extraction correspondent au pourcentage du principe actif dissout dans le
solvant organique utilisé pour 1’extraction par rapport au poids du végétal utilisée pour I’extraction.
(KEMASSI, 2014)

L’extraction des feuilles de P. harmala a ¢été réalisée par le méthanol 80% et par I’eau
distillée. Aprés I’extraction et 1’élimination de toute trace de solvant.

Le rendement d’extraction est exprimé en pourcentage du poids net de 1’extrait sec par
rapport au poids net de matériel végétal soumis a I’extraction, le rendement est calculé selon la
formule ci-dessous et le résultat obtenu est présentés dans le tableaul2.

Tableau 12:Rendement d’extraction en métabolites secondaires de P. harmala.

Extraite Feuilles

Rendement (%) 53

m
(R%) =——100
my

AVec :

R(%): le rendement

m: la masse d’extrait obtenu en g.

Mp:poids de la biomasse végétale en g.

VIl



