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Introduction générale

Les dégats causés par les insectegradra) constituent certes un lourd préjudice pour
I'agriculture. La végétation et les cultures cég¥ak n’échappent pas a ces préjudices et se
trouvent en permanence confrontées a I'activitéeratigirice de divers ravageurs, dont les
sauterelles et les criquets. Ceux-ci ont la capadé former des essaims migrateurs
incroyablement denses, contenant de 40 a 80 nslliindividus (Steedman, 1988).

Les acridiens tels qu8chistocerca gregaridgForskal, 1775) eLocusta migratoria(Linné,
1758) revétent une importance particuliere de pampleur des dégats qu’ils peuvent
occasionner aux cultures des zones arides.

Le criquet migratelr. migratoria est I'acridien qui a la plasticité écologique &t |
distribution géographique les plus grandes (Lauhaing et Lecoq, 1993). Les dégats et les
ravages imputés a ces insectes résultent autdiactieité des larves que de celle des adultes.

La lutte antiacridienne demeure l'umes ghréoccupations majeures dans les stratégies
de protection des cultures des régions arideswtagdes déja soumises aux aléas du climat.
Pour minimiser les dégats causés par les acridiglnisjeurs méthodes de lutte ont été
utilisées. Parmi celles-ci, la lutte chimique alatplus exploitée pendant plusieurs décennies.
Les insecticides utilisés en lutte antiacridiennents généralement neurotoxiques, et
appartiennent aux groupes des organophosphoréqydéthrinoides et des carbamates, ou
sont constitués de mélanges de molécules appartanplus d'un de ces groupes (FAO,
1997).

Malheureusement, ce moyen de lutte n'est pas samdr deffets nocifs pour
'environnement et a la santé humaine. Notons piéguss que plusieurs des pesticides
disponibles ne sont pas sélectifs a I'égard desdians et éliminent des insectes non cibles,
dont certains sont bénéfiques.

Pour pallier aux insuffisances deutd chimique, les recherches récentes ont mis
'accent sur la mise au point d'alternatives deteluayant peu d’'incidence néfaste sur
'environnement, tout en apportant une solutionable au probleme acridien (Zakaria et
Sagnia, 2003).

Les interactions insecte-plante hotestituent un important domaine d’investigation
en écologie chimique et en lutte intégrée, en rad® ses intéressantes perspectives pour le
développement de nouveaux biopesticides d’origégetale. Ces interactions impliquent les
métabolites secondaires des plantes, lesquels peinterférer avec le comportement, la

métamorphose, la croissance, le développementeptaduction des insectes (Rharrabe



al., 2009). Les travaux de Cespestsal. (2005) ont montré que les métabolites secondaires
des plantes ont différents sites d’action et déffiées cibles moléculaires lorsqu’ils interferent
avec les enzymes et le processus de métamorpRase.de 2000 especes de plantes,
provenant des quatre coins du monde, possedemirdesétes insecticides (Klocke, 1989 in
Tewaryet al, 2005).

L’endocrinologie des insectes est égalet un autre domaine auquel les biologistes
et les protectionnistes se sont beaucoup intérekséscriquets comme toutes les espéces
d’arthropodes se développent par des mues. Le delewue est contrdlé par trois types
d’hormones : les hormones cérébrales, I'hormonérjile JH et les ecdystéroides. Chaque
mue est déclenchée en réponse a I'élévation tles tles ecdystéroides hémolymphatiques,
et la présence de I'hormone juvénile pendant ge¢téode du cycle sera responsable du
maintien des caracteres larvaires lors de la mueuste (Ridifford, 1994). En revanche, la
disparition de la JH crée un nouveau contexte hoahqui induira, en présence des
ecdystéroides seuls, un engagement des tissudag@ogrammes de type imaginal (Truman
et Riddiford, 2002). Dans ces conditions, les et@gides sont définis comme des
déclencheurs de la mue alors que I’hormone juvél@termine par sa présence ou absence la
nature de la mue (Riddiford, 1996).

La vitellogénese est également sous I'étroit coatd@ I’hormone juvénile (Dhadialla
et Wyatt, 1983 ; Wyatt, 1988) et/ou des ecdyst&®iet de neurohormones (Giraréieal.,
1998). Le réle gonadotrope de I'hormone juvénilesdéa régulation de la vitellogénése est
bien documenté chez les insectes (Dhadialla et WW¢883 ; Wyattet al., 1987). Cette
hormone stimule la production des vitellogéninasgipalement dans le corps gras mais
aussi dans les cellules folliculaires chez les fmweadultes, par l'activation de la
transcription des génes de vitellogénine (Hartigld2000). L’hormone juvénile a été
longtemps considérée comme étant I'unique (majelioenone contrdlant la vitellogénése
chez les Orthoptéres, jusqu'a la caractérisationedheurohormone gonadotropique, la Ovary
Maturating Parsin (LorR©OMP) chezL. migratorig laquelle aurait un effet stimulant sur la
production de la vitellogénine et la vitellogénebez les femelles adultes He migratoria,
indépendamment de I'hormone juvénile (Girardie ea@ie, 1996 ; Girardietal., 1998).lI
a été suggéré que Lom-OMP stimule la vitellogénélsez L. migratoria via un effet
ecdysteroidogénique (Girardi¢al., 1998).

Les cellules folliculaires sont le sile production de ces ecdystéroides chez les

femelles adultes de plusieurs espéces d’orthopt€es-ci sont incorporés dans les oeufs a



95 % sous forme de conjugués (Laguetal., 1977, 1981), polaires ou apolaires (Gande et
Morgan, 1979 ; Hagedorn, 1985), pouvant méme &ised des protéines telles les vitellines
(Hoffmann, 1980 ; Hagedorn 1985 ; Tawft al, 1999). Ces conjugués représentent une
source d’ecdystéroides durant 'embryogenése (Lagetal., 1977). Leur hydrolyse dans les
ceufs est responsable des pics d’ecdysone libre ndssedurant le développement
embryonnaire (Laguewet al, 1981), ou ils seraient impliguées dans [initati des
mouvements morphogénétiques et I'induction de lcalogenése (Lagueust al., 1979).
L’implication et le role des ecdystéroides dansitallogénese et le développement ovarien
chez L. migratoria n'ont été considérés qu’aprés la découverte deelaohormone Lom-
OMP (Girardie et Girardie, 1996). Girardet al. (1998) suggérent que les ecdystéroides
exercent un «priming effect » préparant l'inductidle I'expression des genes de la
vitellogénine (Vg) par I’hormone juvénile. La 2@droxyecdysone (20E) n’est pas nécessaire
pour la production de Vg chez les adultes. Tousefelle semble potentialiser la transcription
des génes de Vg par I'hormone juvénile.

Le développement, la reproduction et l&gulation hormonale constituent des cibles
potentielles pour les insecticides et représerdentperspectives intéressantes pour une lutte
bio-rationnelle. Au cours des derniéres années, des connaissanosglérables ont été
accumulées sur la physiologie et I'endocrinologs thsectes ; celles-ci ont permis de mettre
au point des procédures visant a sélectionner dekcoles qui interferent avec le
développement des insectes, et ciblant les mécarmisendocriniens qui en assurent la
régulation (Dhadialleet al., 2005). La recherche agrochimique a mené au dgwetoent
d’'une catégorie d'insecticides connue sous le nem tégulateurs de croissance d’insectes »
(insect growth regulators ou IGRSs), lesquels iatenfit avec le développement et la
croissance des insectes en perturbant les titresédiateurs endocriniens ou la synthése de
chitine. Parmi ces molécules, on compte les analoge I'hormone juvénile, les agonistes et
les antagonistes de I'ecdysone et les inhibiteersadsynthese de chitine (Dhadiaital.,
1998 ; Dhadiallaetal., 2005).

Les benzoyl phenyl urées (BPUs) pedntlde développement normal des insectes et
réduisent leur viabilité a chaque mue, en agissantme inhibiteurs de la biosynthese de
chitine (Cohen, 1987 ; Graf, 1993). Les études mergur le diflubenzuron, le premier
représentant des BPUs, ont montré que cette meléigcte également la reproduction chez
les femelles adultes, des réductions de féconditdeefertilité ayant été décrites par de

nombreux auteurs (Lim et Lee, 1982 ; Soltani, 198@ltani et Soltani-Mazouni, 1992).



Toutefois, le mécanisme par lequel ces moléculessagt sur la reproduction n’a pas encore
été completement élucidé. L’hypothése de linteniée de ces molécules avec la
vitellogénése et I'endocrinologie a été formulée Paltaniet al. (1989), mais des travaux
récents suggerent que les BPUs peuvent aussi mhilmeoissance ovarienne en bloquant la
synthese de chitine au sein méme des ovocytes (Manal.2010).

Des effets comparables a ceux des aéguis de croissance synthétiques ont été
observés pour les métabolites secondaires de dwgimntes sur de nombreuses espéces
d’insectes. La recherche des sites et des mécamidaetion de ces meétabolites secondaires a
montré que ces derniers sont impliqués dans dastéstinsecticides et des effets régulateurs
de croissance par leur effet antiappétant (Fetrag., 1995) et leur puissant effet inhibiteur
enzymatique et métabolique (Kubo et Kloche, 1988&spedestal., 2000, 2001).

En Algérie, la région aride est caractérisée paridsgesse en plantes aromatiques,
médecinales et autres possédant des propriétésgigjoes trés intéressantes, lesquelles
trouvent application dans divers domaines. Nosdtigations sur le terrain dans la région
d’Adrar, située au sud Ouest de I'Algérie, nous peatmis de constater que le revétement
végetal des biotopes des locustes dans cette régbrires riche en espéces vegeétales
présentant des propriétés antiappétantes, répsilsete méme toxiquesHaplophyllum
tuberculatum(la rue) (Rutaceae) est une des espéeces trésationdlans la région qui résiste
aux attaques d’insectes, y compris celles des fesu€ette plante a déja fait preuve d’activité
insecticide (Mohsemt al., 1989), nématicide (Onifadset al., 2008), fongicide et bactéricide
(Sherihaet al., 1985; Al-Burtamanet al., 2005). Sa composition phytochimique a démontré
sa richesse en alcaloides, liganes, flavonoides éiuiles essentielles (Khalid et Waterman,
1981; Sheriha et Abouamer 1984; Shemhal., 1985; Al-Yahyaet al., 1992; Al-Rehailyet
al., 2001; Al Yousutt al, 2005; Al-Burtamanetal., 2005; Javidnital., 2006).

Dans le présent travail, nous avons eviafiét d’'un extrait méthanolique de la partie
aérienne de la plantd. tuberculatumRutaceaeyur diverses variables physiologiques chez
les larves de cinquieme stade He migratoria cinerascengOrthoptera : Oedipodinae).
L’efficacité de cet extrait a été mesurée chezldegs de cinquiéme stade. Ses effets sur la
structure du mésentéron et les ceecums gastriguest@galement étudiés. Dans le but de
comprendre les causes des différentes atteintephogénétiques constatées sur les larves,
des dosages des ecdystéroides hémolymphatigues elodages de chitine et des protéines
cuticulaires ont été réalisés. La variabilité diste obtenus selon les doses de I'extrait testées

nous ont poussé également a chercher et a comprisdmécanismes d’actions de cet extrait



a travers le dosage de deux biomarqueurs : I'ad@iihestérase « AChE » et la glutathion S-
transférase la « GST ».

Sur les femelles adultes nous avonsundediverses variables reproductives et évalué
la possible interférence de I'extrait avec la pithn d’ecdystéroides hémolymphatiques et
ovariens. Sur la base des travaux préliminairesogtirévelé des similitudes entre les effets
de cet extrait sur les variables mesurées et ceaxndentés pour le diflubenzuron chez le
criquet pelerinSchistocerca gragari@Tail etal., 2008, 2010), nous avons aussi comparé les
effets de I'extrait de la plante a ceux du téfluheon, régulateur de croissance de la famille
des BPUs.

Afin de comprendre les mécanismes @astde I'extrait testé, la connaissance de la
composition phytochimique de I'extrait brut de lamge étudiée s’est avérée nécessaire. Un
criblage phytochimique a été réalisé en premier diidentifier la présence ou I'absence de
grands groupes des meétabolites secondaires. Ungsanquantitative et qualitative par
chromatographie sur couche mince et chromatographiephase gazeuse de ['extrait
méthanolique brut a été effectuée dans un deuxiémps.






Synthese bibliographique
| -Données bibliographiques sur le criquet migrateu: Locusta migratoria
1- Position systématique
Locusta migratorigst une espece redoutable, qui occupe une placatestable

parmi les insectes nuisibles a I'agriculture.
Selon Louveaux et Ben Halima (198Zpcusta migratorisse range de la maniere suivante :

- Classe : Insectes.

- Sous-classe : Ptérygotes

- Super-ordre : Orthoptéroides

- Ordre : Orthoptéres

- Sous-ordre : Caeliféres

- Super-famille : Acridoidea

- Famille :Acrididae

- Sous-famille : Oedipodinea

- Genre Locusta

- Espece Locusta migratoria(Linné, 1758)

2- Morphologie du criquet

L. migratoria est un acridien relativement petit. Sa longuewsaetouleur se trouvent
variables selon I'état phasaire des individus. S@uforme grégaire c’est un criquet de méme
taille que le criquet péelerin, mesurant 40 a 50 pimaz les males et 46 a 56 mm chez les
femelles. La couleur générale du corps est bruae fdrme solitaire présente une taille plus
irréguliére variant de 34 a 60 mm chez les femdlés.1A) et de 29 a 46 mm chez les méles
(Fig.1B), la couleur verte domine souvent chez flamelles et le brun chez les males
(Balachowsky et Mesnil, 1936).

La forme des larves rappelle celle diéss (Durantoret al., 1982).A sa sortie de
I'ceuf, la larve vermiforme est enfermée dans um ténsparent et devient, aprés une mue
intermédiaire, une larve du premier stdédébrecht, 1967). Les larves de migratoria sont
souvent de couleur brune ou verte (Fig.2), maisseffeuvent aussi avoir des couleurs
différentes selon le milieu ambiant et I'état deygrement des individus.

L’ceuf deL. migratoria est allongé, légerement courbé, avec des extreémiténdies,
de couleur jaune clair parfois brun clair (Fig.3Rppovetal., 1990). Sa taille varie entre 5 et

7 mm selon les sous especes. L'ceuf est déposélgatarrientation bilatérale dans



A B

Figure 1. Femelle mature deocusta migratorig/A) et une tentative d’accouplement (B), (Phaidginales).

Figure 2. Larve de cinquiéme stade (Outtar, 2009).

A B

Figure 3. Les ceufs fraichement pondus (A) et une oothequgPBotos originales).



'ootheque (Fig.3B) (Balachowsky et Mesnil, 193ba masse d’ceufs ou masse ovigere est
toujours surmontée d’'un bouchon spumeux qui, géaoes propriétés hygroscopiques, assure
I'hydratation et I'aération des ceufs (Popatal., 1990).

3- Biologie du criquet migrateur

La recherche d'un site de ponte constitue pourelaelle deL. migratoria un
important préalable : une alternance des plagesmldeu et des touffes de végétation, un bon
ensoleillement et une humidité superficielle dussdfisante sont autant de parameétres pris en
compte par la reproductrice (Popehal., 1990).

Les ceufs sont expulsés avec une matiere spumeu®ma, en se solidifiant, une oothéque
(Bonnemaison, 1961). Dans les cing premiers joprésala ponte, les ceufs doivent absorber
environ leur propre masse d’eau, cela étant suffipaur leur permettre de se développer
correctement (Durantoet al., 1982).Le développement embryonnaire dure une dizaine de
jours en saison seche, et un mois en saison fréiel@ois-Luong et Lecoq, 1989).

De I'éclosion a I'état imaginal, lesMas passent par plusieurs stades larvaires. Leur
nombre dépend de I'état phasaire. Les larved a®ista se développent en cing stades
(Launois- Luong et Lecoq, 1989). La durée de démdment larvaire est de trois semaines
sous des conditions propices (Durantbml, 1982).

A la mue imaginale, les individusldemigratoriaprésentent une coloration crémeuse
qui vire a I'approche de la maturité sexuelle ang@vif chez les males, et au brun foncé chez
les femelles (Hunter-Jones, 196[13. premiere partie de la vie imaginale est surtonisacrée
a la recherche d'un biotope favorable a l'alimdotat Males et femelles augmentent leur
poids dans des proportions notables et accumulanicaips gras. La prise du poids

progressive permet aux femelles de préparer laurdypremiere ponte (Lecoq, 1975).

4- Répartition géographique du criquet migrateur
4-1- Dans le monde

L. migratoriaest I'acridien qui a I'extension géographique eplasticité écologique
les plus grandes. Plusieurs sous especeés mhggratoriaont reussi a coloniser non seulement
'ancien monde, représenté par I'Afrique et Madagasmais aussi 'Europe jusque dans les
vallées Alpines, I'Asie jusqu’en Chine et I'Ausiml(Fig. 4). Chacune de ces sous-espéces
posséde des particularités bioécologiques liées camxctéristiques écoclimatiques de leur

domaine d’existence (Launois-luong et Lecoq, 1993).



4-2- En Algérie

L. migratoria cinerascenest la sous espéces nord africaine signalée papdatih
(1943) en Algérie dans le littoral et les oasidoBdée méme auteur, cette sous-espece ne peut
se manifester sous sa forme grégaire puisque leditmms écoclimatiques favorisant sa
grégarisation ne se trouent pas rassemblées daepags.
Au sud, l'espéce vit a I'état endémique dans lesegoanthropiques du Sahara centro-
septentrional, en particulier au niveau des pénesdtrigués cultivés en céréales (Benfektih
al., 1996). Elle est signalée dans la région d’Adrar plasieurs auteurs (Seddik, 1994 ;
Khaldi, 1996 et Kara, 1997). Une autre sous-esgeas, migratorioidesconsidérée comme
typique de I'Afrique de I'ouest, a été capturée Qaid el hadj (1994) prés de Tamanrasset et

a El-Goléa.

Figure 4. Distribution géographique des différentes sousesp dd_ocusta migratoriad’aprés Grichanov et
Sauliche (2003), site australien : //www.affa.govirsdex.cfm in Allal-Benfekih (2006). Dans la parttentre-

eurasiatique, seuls les foyers grégarigénes sigplanigratoriasont mentionnés.



5- Processus de transformation phasaire

L. migratoriaest un locuste trés sensible, pouvant passer fire solitaire a la
forme grégaire des que la densité dépasse un a@tigue, seuil estimé a 2000 ailés par
hectare. Le polymorphisme phasaire s’exprime pa d®difications morphologiques,
anatomiques, physiologiques, écologiques et corapmmtales (Rasolomandimby, 1996).
L. migratoria migratorioidesvit a I'état solitaire dans tous les pays de ligfie au sud du
Sahara. La zone d’inondation du Niger est connumnoe étant la principale aire de
grégarisation de cette espéce. En saison sechghdée®mmenes de crue et surtout de décrue
sont les principaux facteurs déclenchant la grégaan. En effet les décrues mettent a jour
des biotopes refuges pour I'espéce a une périodlardede ou elle est en grande difficulté du
fait de I'asséchement du milieu. Les zones décaesegpar le retrait des eaux bénéficient
d’'une humidité résiduelle et d’'une végétation tgmgmte qui sédentarise les populations
acridiennes. L'amorce de la grégarisation s’effeciorsque la vitesse de retrait des eaux
découvre de grandes surfaces qui s'assechent na@ndect contraignent les criquets a se
regrouper sur des aires de plus en plus restreihféivation densitaire augmente les
contacts interindividuels et déclenche ainsi lecpssus de transformation phasaire (Launois-
Luong et Lecoq, 1989 ; Popov, 1996).
Les grégaires se distinguent des solitaires par plng grande résistance aux conditions

fraiches et seches.

6- Dégats du criquet migrateur

Les ravages dont sont responsable deasliens migrateurs a la surface du globe
peuvent étre comparés aux grands fléaux de I'hufaaiix inondations, aux tremblements
de terre et aux épidémies.
Le criquet migrateur sous ses difféerentes formégajres est de tous les acridiens celui qui
cause le plus de dégats, puisque ses invasionsnd&¥it a toutes les zones steppiques
d’Europe, d’Asie ainsi qu’aux régions tropicalesl'ddrique et le Madagascar (Balachowsky
et Mesnil, 1936). De trés nombreuses plantes smstdeptibles d’étre attaquées en période

d’invasion, qu’elles soient ligneuses ou gramin&abassina, 1990).



7- Lutte antiacridienne
7-1 Lutte préventive

Dans le cas des locustes, la luttegarive reste la stratégie de lutte la plus efficace
son objectif principal étant d’altérer la tendams®lutive d’une situation acridienne avant
d’en subir les effets néfastes. Il est évident fudutte préventive est moins dangereuse,
moins polluante et économiquement moins codteuselacurative (Launois-Luongt al.,
1988).
La lutte préventive est fondée essentiellement e surveillance intensive des aires
grégarigenes, situées hors des zones des -cultafes, d'intervenir efficacement et
précocement sur les premiéres concentrations dgats et éviter par conséquent le
déclenchement d’'une invasion généralisée (Lauridis@q, 1990).
Dnas le cas du criquet migrateur, cette tache ésstmée par I'OICMA (I'Organisation
Internationale Contre le Criquet Migrateur Africgirmplantée en Afrique et a Madagascar.
Depuis sa création en 1948, I'organisation a dieface a plus de 17.000 bandes larvaires.
Face a des difficultés financieres chroniques I'RKCa été dissoute en 1986. Désormais, la
lutte préventive contre le criquet migrateur estuase par les services de la protection des
végeétaux des pays concernés (Popov, 1996).
Pour mieux prémunir contre les dégats causéd parigratoria, et les locustes de maniére
générale, 'amélioration des techniques et des odéth de lutte préventive se pose comme
une nécessité obligatoire. En effet, les réseawsudeeillance existants doivent étre renforcés
par de nouveaux moyens tels que :
-I'utilisation des satellites écologiques et métémgmues pour le repérage des sites
potentiellement favorables a la multiplication deageur ;
-la biomodélisation, qui consiste a établir une éathé correspondance entre les différents

types d’environnement et les réponses caractéresige I'espece.

7-2 Lutte chimique

Bien que, ces derniéres années, lestgffles protectionnistes et des biologistes se
soient tournés vers les autres moyens biologiguiegsiques, préventifs ou écologiques, la
lutte chimique constitue le moyen auquel on a emderplus abondamment recours pour
combattre le fléau acridien.
L’arsenal chimique contre les acridiens nuisiblgisdversifié tant dans sa présentation ainsi

gue par les moyens d’épandage (Duramtical., 1982).



Selon Rachadi (1991) la lutte chimique antiacrideer’est développée sur deux axes :

L’amélioration de la qualité des insecticides atriélioration des techniques d’épandage.

7-2-1 Les régulateurs de croissance d’insectes

Les régulateurs de croissance destiesaont des insecticides bio-rationnels avec un
mode d’action nouveau. lls exercent leurs effetedticides a travers leurs actions sur le
développement, la métamorphose et la reproduct&s idsectes en perturbant I'activité
normale du systeme endocrinien ou d’autres fonstiphysiologiques. Leurs actions sont
beaucoup plus lentes que celles des insecticidesigires conventionnels (Hoffmann et
Lorenz, 1998).
Ces produits tendent a étre sélectifs et sont géréent peu toxiques pour les organismes
non cibles par rapport aux insecticides conventgt(Biddinger et Hull, 1995).
Les régulateurs de croissance des insectes sasgésl en deux catégories (Goraoral.,
1989)
- les régulateurs de croissance d’'insectes pentaiitaction des hormones de développement
: hormones juvéniles et ecdystéroides.

- les régulateurs de croissance d’insectes agissaia mise en place de la cuticule.

7-2-1-1 Les régulateurs de croissance d’insectesrfpgbant I'action des hormones de
développement

Les régulateurs de croissance d’insectiveloppés au cours de ces quarante
dernieres années, sont des produits de synthéséasintiaction de I’hormone juvénile ou de
'ecdysone, les deux hormones dont les rbles gyt sont de contréler la croissance et le
développement chez les insectes (Dhadietlal., 1998). A la fin des années 60, Williams
(1967) lanca l'idée de développer des agents déraenimitant I'action de I'hormone
juvénile afin de perturber le développement normel I'insecte visé. Par la suite, des
analogues de I'hormone de mue ont été développé&sminercialisés. Les analogues de
I’lhormone juvénile ont pour principaux effets degwire, chez les individus traités, un stade
surnumeéraire, des larves permanentes ou des ird&nings larve-pupe (Muyle et Gordon,
1989 ; Gadennetal., 1990). Quant aux produits simulant 'ecdysoner |grincipale activité
réside dans leur capacité a induire une mue préédwmincompléte et létale (Smaggiteal.,
1996 ; Dallairestal., 2004).



Les analogues de I'hormone juvénilégesur les larves du dernier stade du criquet
pélerin ont provoqué d’'une part des altérationspmologiques au cours de la mue et d’autre
part la solitarisation des grégaires en modifiantduleur. L'usage de ces nouveaux produits
en lutte antiacridienne nécessite d’autre expériatiem pour réduire les doses d’application
et préciser le mode d’action de la molécule syhinomene de solitarisation des criquets en

phase grégaire ou le maintien des locustes en gditare (Dorretal., 1997).

7-2-1-2 Les régulateurs de croissance des insegbesturbant la synthese de la cuticule

Les inhibiteurs de synthese de la shigsont des régulateurs de croissance d’insectes
qui perturbent le processus de mue chez les irs@ui@atures, la mue étant perturbée de
différentes maniéres : soit la mue est empéchBesdtcte meurt a I'intérieur de son ancienne
cuticule, soit elle est initiée mais n'est pas aéleecet I'ancienne capsule céphalique reste
attachée a la région mandibulaire de la nouveljesula céphalique, empéchant ainsi les
larves de se nourrir (Berrgt al., 1993), ces produits sont des dérivés de benamyes
(Hajjar, 1985 in Demark et Bennett, 1989).

7-2-2 Bioinsecticides a base d’extraits de plantes

Actuellement la lutte phytosanitaire diege de plus en plus vers l'utilisation de
moyens naturels pour combattre les ravageurs dageasi Cette tendance est dictée par un
souci majeur d'actualité qui vise a réduire le ppassible le recours aux pesticides qui
polluent I'environnement. Parmi ces moyens natuiglge I'utilisation des extraits végétaux
comme bioinsecticides (Gretheathl., 1994).
Les biomolécules appartenant au métabolisme settendas plantes telles que: les terpénes,
les alcaloides, les glucosides, les polyphénolsegthuiles essentielles, sont facilement
biodégradables par voie enzymatique, aucun phénmh@bioamplification n'ayant été décrit
(Isman, 2002). Ces métabolites secondaires ne ajiyaht que peu de toxicité pour les
vertébrés et sont régulierement consommeés damsdiaation (Regnault-Rogetal., 2002).

7-2-2-1 L'utilisation des huiles essentielles dara lutte contre les insectes

Les huiles essentielles sont des mékriges complexes de monoterpénoides, de
sesquiterponoides et des phénols (Isman, 2002k068€edes produits obtenus a partir des
végétaux dans lesquels les caractéristiques odamifEs et aromatiques sont concentrées



(Pruthi, 1980). Les huiles essentielles peuvenet €ttraites par hydrodistillation, distillation
par vapeur d'eau et hydrodiffusion (Tuley de Sih295).

Les propriétés insecticides des huiles essentisemanifestent sur de nombreux modéles,
leurs toxicités s’exercant de plusieurs maniéraee toxicité inhalatoire sur les insectes
adultes, une action larvicide, ovicide, stériliggrantiappétente et répulsive. Ces actions ont
fait 'objet de plusieurs études (Hamraoui et RafrRoger, 1997 ; Regnault-Roget al.,
2002). La sensibilité d'un insecte pour une huilseatielle évolue en fonction de son cycle
biologique. La cible d'action de ces huiles au aiveles insectes est absente chez I'hnumain
ce, ce qui fait qu'aucune toxicité directe surmine n'a été, pour le moment, mise en
évidence. En effet, les récepteurs chimiques dégiss chez les insectes n'existent pas dans
le systeme nerveux des mammiféres (Isman, 2000).

Ainsi, il a été montré que plusieurs composés deleessentielles (thymol, eugenol) sont
des neurotoxines qui interferent avec le neurotnatieur octopamine unique aux
arthropodes (Isman, 2002). A cause de leur failgesigtance, les huiles essentielles des
plantes aromatiques ne présentent pas de risquesl'@eovironnement. Leur activité peut

varier en fonction des stades du cycle de vie id'secte (Regnault-Roger, 2002).

7-2-2-2 L'utilisation des composés phénoliques daihe lutte contre les insectes

Les composés phénoliques constituernsemble de molécules largement répandues
dans la nature. On les trouve dans les plantesigidps racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols naturels sont des métabolites secasjagonstitués d’'un ou plusieurs cycle
benzoiques portant un ou plusieurs groupement Ryd#® (Bruneton, 1993 ; Guignard,
2000).
Ces molécules complexes sont représentées pareynisisiamilles : dérivés des acides
benzoiques, et cinnamiques, coumarines, flavofialgnes, flavanes, flavonones, chalcones,
anthocyanes, stilbénes. Les composés phénoliguesntjaun réle tres important dans la
protection des végétaux. Certains polyphénols nataction insecticide, d’autres ont un effet
attractif. La composition de certains insecticidemprend a la fois une substance insecticide
autre qu’un polyphénol et un polyphénol présentanteffet de synergie. Les polyphénols
attirent les insectes et les immobilisent a proténde l'autre insecticide a action rapide.
L'effet attractif des polyphénols permet de masquieffet répulsif des substances
insecticides. Au niveau enzymatique, ils exercem¢ @ction inhibitrice de I'activité des
enzymes hydrolytiques parasitaires telles que éetiqases, les cellulases et les protéases. lls

peuvent



€galement inhiber la production des enzymes hytiquigs et la biosynthése de toxines
parasitaires. D’autres part, ils entrainent deératibns membranaires et des inhibitions au
niveau de la chaine de transport des électronseohiasynthése d’ARN et d’ADN (El-
Modafar et El-Boustani, 2002).

Sur I'état général des insectes, les polyphénalsqumuent une perturbation de la motricité
naturelle de l'insecte. Celle-ci peut étre rapidés le premier jour pour la quercétine, ou plus
tardive, le quatrieme jour, pour la naringine. Elaccompagne dans certains cas d'un effet
« knock down ». Au bout de huit jours, tous leeeatss sont dans un état comateux ou morts
(Regnault-Roger, 2002 in Regnault-Rogeal., 2002).

A ces effets s’ajoute une inhibition de la reprddurcpar diminution de fécondité et un effet
ovicide et larvicide limitant le renouvellement dgénérations. L'ensemble des effets se
conjuguent pour amoindrir le flux des insectes ra€leorer leur contrdle (Regnault-Roger,
2002 in Regnault-Roget al, 2002).

7-2-2-3 L'utilisation des alcaloides dans la lutteontre les insectes

Il a été supposé pendant longtemps lgsealcaloides étaient essentiellement des
molécules d’excrétion et de stockage de métabolaroge voire de régulation de croissance.
Il est admis maintenant que ces alcaloides jouam$ sucun doute un réle primordial de
défense chez les plantes contre les pathogéenesédzteurs (Guignard, 2000). Les alcaloides
sont des composeés insecticides aux faibles coratems et €également toxiques pour les
vertébrés. Chez les plantes ils sont sous formenal® oxydée non toxique. Dans le tube
digestif de certains insectes herbivores, en mikézalin, ces alcaloides sont réduits en
molécules organiques non chargées et toxiques rsave facilement les membranes
biologiques et tuant irrémédiablement leurs pradateDe plus ces insectes deviennent,
comme les plantes qu’ils ont ingérées, des forradeutables pour leurs propres prédateurs
(Taiz et Zeiger, 2006).

Leur mode d’action est trés variablaata plupart affecte les récepteurs du systeme
nerveux (Rattan, 2010). Les alcaloides sont troeméguantités considérables chez plusieurs
especes appartenant aux Annonaceae, Apocynaceawrikteae, Lauraceae, Rutaceae,
Rubiaceae, Solanaceae, Papaverace et Fabaceaet(Bruh993). lls s’accumulent dans la
totalité de la partie aérienne (graines, tige eill® (Taiz et Zeiger, 2006). Les plantes
alcaloiferes sont répulsives pour les insectestdRat2010). La nicotine fut le premier

alcaloide isolé et utilisé contre les insectes @ins suceurs des cultures vivrieres. Les



propriétés insecticides d’autres alcaloides végéten €té mises en évidence : I'anabasine et
la vératrine, qui sont des dérivés de la nicotldes alcaloides développent la méme activité
neurotoxique que les pyréthres en ralentissantriadture des canaux Na+ dépendants : en
conséquence ces molécules perturbent la dépolansaiembranaire, provoquant ainsi une

paralysie avant la mort.

7-2-2-4 L'utilisation de I'azadirachtine

Le neemAzadirachta indicaconnu, vénére, et utilisé dans le sous-contimretien
depuis plus de 4000 ans contre les insectes, aiviastivité insecticide principalement a des
composés limonoides, principalement I'azadirachtilae salanine et la nimbine et leurs
analogues, I'azadirachtine ayant une activité pmédante. Plus de 100 composés ont été
identifiés. Tous ces composés ne présentent pasélae activité : les salanines et les
nimbines sont des antiappétents. Les azadirachsioiisdes inhibiteurs de croissance. Cette
derniere activité est le résultat d'une intervemtigsur la synthése des ecdystéroides par
inhibition de la libération de I'hormone prothoraairope (PTTH) produite par les cellules
neurosecreétrices. Les mues ne peuvent plus seipgatarmalement, interrompant le cycle
reproductif de I'insecte (Regnault-Roger, 2002 egRault-Rogeetal., 2002).

Les propriétés antiacridiennes du neemblent étre trés intéressantes. Les extraits de
fruits, de feuillages ou d'écorces de cette espmotégent efficacement les cultures des
attaques acridiennes. Appliqués directement sulale®s et sur des imagos de criquet, ces
extraits retardent la croissance et la maturatierualle, engendrant de nombreuses
malformations et provoquant une mortalité élevéeaut de deux semaines (Lecetal.,
2001).



Il - Donneés bibliographiques surHaplophyllum tuberculatum (Forssk)
1- Classification

Selon Angiosperm Phylogeny Group « AP®1998), la planteHaplophyllum
tuberculatum(Forssk) est classée dans lerégne végétal comiine su

-Régne Plantae

-Embranchement : Spermatophyta

-Sous embranchement : Angiospermae

-Classe : Eudicotyledonae

-Sub-classe : Rosidae

-Ordre : Sapindales

-Famille : Rutaceae

-Sous Famille : Rutoideae

-Tribu : Ruteae

-Genre:Haplophyllum

-EspéceHaplophyllum tuberculatur(Forssk).
L’ancien nom deHaplophyllum tuberculatunjForssk) esRuta tuberculatumalors que son
nom francais est la rue du désert. La plante estuwm® au Sahara algérien sous le nom de
Dafraa, Maska, ou Mesika. Dans le Sultanat d’Onedle, est appelée Shagarat al baootha,

qui signifie « plante du moustiqu » (Milletal., 1988).

2- Description botanique
H. tuberculaturast une plante vivace atteignant 30 a 60 cm de&eha(Fig.5) a tiges

ramifiées des la base, a port évasé. Ses feudlespetites (Figs.6 et 7), mais dans certains
cas peuvent étre sont grandes selon la présenae. &les sont recouvertes de pustules sur
leur face inférieure. Les fleurs sont jaunes (Bigeles donnent un fruit formé de 5 carpelles
(Fig.9), chacune contenant une ou deux grainees@kig.9). C’est une plante malodorante,
ce qui expligue peut-étre pourquoi elle n'est passommée par les herbivores (Paris et
Nothis, 1978).

3- Distribution géographique
H. tuberculatumest une plante saharo-arabique qui se développelda dépressions
sablonneuses. En Afrique, on la rencontre en Adgérn Egypte, en Libye, au Maroc, en

Tunisie et au Soudan (Bruneton, 1993). Elle essigquesente en Iraq, an Pakistan (Nasir et



Ali, 1980), dans le Sultanat d’Oman (Millet al., 1988), en Arabie Saoudite (Al-Yahgh
al., 1992) et a 'Emirat Arabies Unies (Al-Youseffal., 2005).

Figure 5. Aspect de la planteaplophyllum tuberculaturfwww.sahara-nature.cgm

Figure 6. Les feuilles ddHaplophylum tuberculaturfwww.sahara-nature.com

Figure 7. La glande dédaplophylum tuberculaturfwww.sahara-nature.cgm



Figure 9. Les fruits deHaplophylum tuberculaturfwww.sahara-nature.com)

4- Utilisations traditionnelles

H. tuberculurast utilisée en médecine populaire pour traiteiagees affections telles
gue le malaria, la polyarthrite rhumatoide et lemiltiles gynécologiques (Al-Yahyet al.,
1992) et pour la protection contre les morsuressdegpions et les piqares d’insectes (Miller
etal., 1988).
Le jus des feuilles de cette plante est utilisé mememédiant des maux de téte ainsi que pour
le traitement de lirritation et la décolorationrdeque. Il est également utilisé pour le
traitement de certaines infections et maladiesgiaiees (Mossat al, 1987).
Dans le nord d’'Omart. tuberculaturrest utilisée pour protéger le bétail contre lseates et
les mouches (Milleet al., 1988). Il a été également trouvé que I'extraitaéblique de la
partie aérienne de cette plante posséde une boaotigtéa insecticide contreCulex
quinquefasciatugMohsenet al, 1989).
A faible dose, elle est utilisée pour parfumerHé et le beurre de chévre (Paris et Nothis,
1978).



5- Travaux phytochimiques antérieurs surHaplophyllum tuberculatum

L’analyse phytochimique des différenpasties de la plante a fait I'objet de plusieurs
études, beaucoup de travaux ayant été consacré&udel de la composition des huiles
essentielles : En Emirat Arabies Unies, I'analyae @C-MS des huiles essentielles e
tuberculatuma montré qu’au sein de la méme espece, la congposirie considérablement
en fonction des régions et des saisons de régditesousuf et al., 2005). D’autre part, des
investigations antimicrobiennes et antifongiques Heiles essentielles d¢. tuberculatum
ont été réalisées. L’activité antimicrobienne gbti@ésence de composés insecticides comme le
limonene dans les huiles essentielledHdéuberculatumsont la conséquence des utilisations
traditionnelles de cette plante dans les traitemdas infections de la peau et la protection du
bétail contre les insectes (Al-Burtamaal., 2005).

Les alcaloides de la plante ont égatenifait 'objet de nombreuses étudesi:
tuberculatumest considérée comme plante alcaloifere par Shetiél. (1985), Al-Yahyaet
al. (1992) et Al-Shammaet al. (1979) ont pu isoler plusieurs alcaloides tels :qlse
dictamine, I'haplophine, la roubustine, la fagoretd’evoxine.

D’autres nouveaux alcaloides ont été isolés arpdgtia partie aérienne : la tubérine par Mc-
Phailetal. (1990), I'haplotubinone et I'haplotubine par Aldrely etal. (2001) et finalement
la tubacétine et la tubasénécine par Al-Yaétyal. (1992).

D’autres études phytochimiques ont IEas la présence de substances naturelles
biologiqguement actives autres que les alcaloidese®thuiles essentielles. Les liganes
constituent le deuxieme grand groupe apres lesoées chez le genrdaplophyllum(Al-
Abedetal., 1998 ; Razakovatal., 1972). Les coumarines et les flavonoides ontrétévés
également (Ulubeleratal., 1993 ; Philippiniet al, 1998).






Matériel et méthodes
[-Matériel

1-Matériel biologique
1-1 Les insectes Locusta migratoria cinerascens

Nos essais ont été conduits sur unehsde criquet migratedrocusta migratoria
cinerascenriginaire de la région d’Adrar. Un élevage de seasa été réalisé au laboratoire
selon la méthode décrite par Pereal. (1989 b) a partir des adultes récoltés sur laiterr
Larves et adultes ont été élevés dans des cadeside dimensions 45 x 50 x 50 cm a une
température comprise entre 30 et 32°C, une humidisdive comprise entre 50 et 70 % et
une photopériode de 12 h d’éclairement et de 1lbhsdurité. La nourriture distribuée était a

base de graminée8\ena steriliy et un complément de son de blé.

1-2 La plante : Haplophyllum tuberculatum

La plante a été récoltée dans le méwotefdre que le criquet migrateur, dans la région
d’Adrar, au stade végétatif, au printemps 2008.plastie aérienne de le plante récoltée
(feuilles et tiges) a été soigneusement nettoy@&ehée a 'ombre et a l'air libre puis réduite

finement en poudre par broyage.

2- Matériel non biologique
2-1 Le téflubenzuron « TFB »

Commercialisé sous le nom de Nomolt®, téflubenzuron nous a été fourni
aimablement par le service de la lutte antiacriokede I'Institut National de la Protection des
Végétaux (INPV) d’Alger, Algérie. Le produit se pshte sous forme de concentré
émulsionnable dosé a 50 g de matiéere active/l.

lI- Méthodologie
1- Caractérisation phytochimique de la planteHaplophyllum tuberculatum(Forssk)
1-1 Criblage phytochimique préliminaire de la plane

Les tests phytochimiques réalisés ddr tuberculatumont porté sur quelques
substances du métabolisme secondaire. Les tes@t@miffectués soit avec la poudre de la
plante, soit avec l'infusée ou le décocté et cwasi les méthodes décrites par Paris et Nothis
(1978).



1-1-1 Préparation de l'infusée a 20 %
La poudre de plante étudiée (10 g) é téansférée dans 50 ml d'eau distillée
bouillante. Aprés 30 min d’infusion, la préparateté filtrée et le filtrat ajusté a 50 ml avec

de I'eau distillée.

1-1-2 Préparation de décocté a 1 %
La poudre de plante étudiée (0,5 géapértée a ébullition dans 50 ml d’eau distillée

pendant 15 min, le filtrat a été ajusté ensuit® anbavec de I'eau distillée.

1-1-3 Recherche des Alcaloides
La poudre de la plante séchée et bray&é macérée dans une solution d’Hcl 1N sous
agitation magnétique pendant deux heures. Apratidn, I'extrait aqueux acide obtenu a été
traité par deux réactifs:
- Réactif de Mayer : réaction positive (en tubesaaes) —» formation de précipité blanc
creme.

- Réactif de Dragendorff : réaction positive (gat de silice) - traces oranges a rouges.

1-1-4 Recherche des tannins
Dans un tube a essai, quelques gouttes deslBeE&Fo ont été ajoutées a 5 ml de
linfusée a 20%.

Réaction positive apparition d’uneoloration bleu noir.

1-1-5 Recherche des saponosides

La recherche des saponosides repose sur un pagameurtant : I'indice de mousse.
Des dilutions de (1/10 jusqu'a 1% de décocté a 1% ont été préparées dans une série de
tubes a essais (16 cm x 1 cm). Aprés une fortatami dans le sens de la longueur des tubes
suivie d'un repos de 15 min, la hauteur de la reewsété mesureée :
Réaction positive si la hauteur de mousse est inférieure a 1 cm tharssles tubes, l'indice
de mousse est inférieur a 100, c’est-a-dire paEsele saponosides, la réaction est négative

dans le cas contraire.



1-1-6 Recherche des coumarines

Dans un tube a essai, 1 g de poudnalatde étudiée a été humidifié avec quelques
gouttes d’eau distillée, puis placé dans un bainen@ 100°C),couvert d'un papier filtre
mouillé avec une solution de soude diluée.
Réaction positive :le papier filtre examiné sous lumiere UV a 365 nméspnte une

fluorescence jaune.

1-1-7 Recherche des anthocyanes

La poudre de plante (10 g ) a été dissaans 10 ml d’eau distillée préalablement
portés a ébullition. Aprés 30 min de contact, Lisibn a été soumise a une filtration sous vide
et le filtrat obtenu fut ajusté a 100 ml d’eautilée ou d’'ammoniaque a 5 ml d’infusée (10
%).

Réaction positive coloration rouge en milieu acide, bleu en miliecaéh.

1-1-8 Recherche des iridoides
2 ml de l'infusée a été chauffé en présence deggaslgouttes d’Hcl concentré.

Réaction positive : coloration bleue.

1-1-9 Recherche des flavanoides

20 g de plante préalablement broyée a été mis @@Asml de méthanol absolu
bouillon, puis I'ébullition a été maintenue soufig&rant a reflux pendant 30 min. Apres
filtration et séchage, le marc a été épuisé a rmudans les mémes conditions, mais avec du
méthanol 80 %. Les solutions méthanoliques furémtsanises en commun apres filtration
puis concentrées sous pression réduite.
L’extrait précédemment préparé a été dilué aved'eu jusqu’a décoloration presque
compléte, puis cing gouttes de soude concentré KNaD été additionnées a la fin.

Réaction positive coloration jaune en présence des flavanoides.

1-2- Préparation et analyse quantitative et qualdtive de extrait méthanolique brut et
des alcaloides bruts délaplophyllum tuberculatum
1-2-1 Préparation de I'extrait méthanolique brut : EM-Ht
L’extrait méthanolique brut de la paréiérienne de la plante a été préparé a partir des

feuilles et des tiges séchées a 'ombre et alilaie et finement réduites en poudre afin



d’augmenter la surface de contact solvant-échantillL’extraction a été faite selon la
méthode de Owen et Johns (1999) modifiée, quisatilie méthanol comme solvant
d’extraction : c’est un procédé d’extraction solidpiide discontinu qui repose sur une
extraction par macération de 50 g de poudre d&fs 8l de méthanol sous agitation
magnétique pendant trois jours, le filtrat est al@cupéré. L'extraction du résidu dans 100
ml de méthanol fut répétée pendant 24 & 48h. Lag fikrats furent récupérés et soumis a
une évaporation a basse pression a 40°C. L'exeaitfut alors récupéré dans des piluliers en
verre avec un petit volume de méthanol, puis laissévaporer a sec dans une étuve réglée a
40°C. Cet extrait a servis aux différents traitetadmologiques effectués sur les larves et

femelles dd.. migratoria.

1-2-2 Fractionnement de I'extrait méthanolique brut

Le principe de fractionnement des défés composés de I'extrait méthanolique brut
repose sur leur degré de solubilité dans des sshaganiques, certains étant solubles dans
I'eau et I'alcool alors que d’autres ont une hyatabilité extrémement faible. La procédure
suivie a été la méme que celle suivie pour lagmaimn de I'extrait brut sauf que le solvant
d’extraction était un meélange méthanol/eau (70 V30V). Apres filtration et évaporation a
basse pression a 40°C, la phase aqueuse ainsueltdrdégraissée et dépigmentée avec trois
lavages successifs a I'hexane. Afin de sépardrdetions aglycones et glycosilées, la phase
agueuse a été extraite a I'éther diéthylique amelggal pour obtenir une phase organique
contenant les composés aglycones et les aglycoadwnylés. La phase aqueuse restante a
subi une série d’extractions a l'acétate d'éthyfie de récupérer les fractions monosides.
L'extraction de la phase aqueuse restante contdeantomposés glycosilés plus polaires
comme les di-tri et tétra glycosidiques a été faitec le butanol. Les extraits ainsi obtenus
furent alors dénommeés selon le solvant qui a pen®is séparation: extrait déther
diéthylique, extrait d’acétate d’éthyle et exttaitanolique.
Les trois fractions obtenues ont été soumises acaneentration a basse pression a 40°C,
puis pesées pour déterminer les rendements d@xins exprimés par rapport a 100 g de
matiere seche. Ces extraits ont été par la suiteigaisés par analyse chromatographique sur
couche mince « CCM » et analyse chromatographiqueplease gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse « GC-MS ».



1-2-3 Extraction des alcaloides bruts

L’extraction des alcaloides bruts afétte selon la méthode de Bruneton (1999) qui
consiste a faire une macération dans un milieueasiivi d’une extraction liquide- liquide. 50
g de la poudre dH. tuberculatuma été macérée dans 400 ml Hcl 1N, suivi d’'uneafilhn et
d’'une délipidation a I’hexane. Le passage desa@ildes de la forme sel a la forme organique
a été fait par alcalinisation du milieu. La solatibasique a été extraite avec le chloroforme
jusqu’a réaction Mayer négative. Les solutions pigaes obtenues ont ensuite été réunies,
lavées a I'eau distillée puis séchées sur sulfaltydre de sodium et enfin évaporées a basse
pression a l'aide d’'un évaporateur rotatif Heidgijplaborota 4001- effecint. L'extrait sec

obtenu représente les alcaloides bruts.

1-2-4 Analyse quantitative des extraits bruts : [EM-Ht et les alcaloides totaux
1-2-4-1 Le rendement

Le rendement des différents extraitteobs a été déterminé en calculant le rapport
entre la masse des extraits bruts a I'état seelletade la matiere végétale utilisée :

Le taux de matiere extraite (%) = (P1-P0) 100/ P
Avec ;
P = Poids ialtile I'échantillon (g)
PO = Poids diuier vide (g)
P1 = Poids diuier apres évaporation totale (g)

1-2-4-2 Teneur de 'EM-Ht en composés phénoliques
Le dosage des composés phénoliques a été effadtrela méthode citée par Wong

et al. (2006), avec le réactif colorimétrique Folin-Cittea. Celle-ci repose sur I'oxydation
des hydroxyles libres des composés phénoliquetepaglange d’acide phosphomolybdique
et phosphotungstique qui compose le réactif denf®@iocalteu (de couleur jaune), la
réduction de ces acides donnant naissance a ddegg tungstene et de molybdéne colorés
en bleu. Cette coloration dont I'absorbance mesaréé0 nm est proportionnelle au taux de
composeés phénoliques (Riberau-Gayon, 1968).

Une courbe standard a été générée a partsolutions d’acide gallique de différentes
concentrations préparées a partir d’'une solutiorerdé 2 mg d’acide gallique/ml d’éthanol. 1

ml de chaque solution a été introduit dans desstibessais contenant 5 ml d’eau distillée.



Un volume de 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocaltd0 fois dilué dans I'eau) a été additionné
dans chaque tube.

Aprés 3 minutes, 2 ml de carbonate de sodium@g) a 20% (m/v) ont été ajoutés. Ces
solutions furent maintenues a l'obscurité pendd&htridnutes a température ambiante. La
lecture de lI'absorbance de chaque solution a &éteée a une longueur d'onde de 760 nm
contre un blanc qui contenait de I'éthanol a laeld’acide gallique. Le dosage des composés
phénoliques de 'EM-Ht a été effectué en suivamhé&me procédure, toutes les mesures ayant
éte faites en triplicata. La concentration des cosgp phénoliques a été déduite a partir de la
courbe étalon. Le résultat a été exprimé en malhignes équivalents d’acide gallique par

gramme de matiere seche (mg EAG/q).

1-2-5 Analyse qualitative des extraits bruts par ctomatographie sur couche mince
« CCM »

L’analyse qualitative des extraits brut EM-Ht et ses différentes fractions ainsi que
I'extrait alcaloidique brut a été faite par chraaggaphie sur couche mince. La phase
stationnaire est le gel de silice (Merck) a 0,25 rdidpaisseur coulé sur support en
aluminium. Le chromatogramme a été développé sarsgule direction, sur une ligne de
dépbt située a 1,5 cm du bord de la plaque. Learditlons des divers extraits (alcaloides
bruts et les différentes fractions de 'EM-Ht) a#tt déposés sous forme de spots a l'aide
d'une pipette Pasteur, de facon qu’ils soient s&pait’au moins 1,5 cm pour eviter
I'interaction des taches lors de leur migration.

La plaque fut introduite ensuite dans la cuve demlatographie saturée au préalable avec le
systeme solvant. Aprés développement, la plaqueethittée de la cuve (lorsque la phase
mobile atteint le front de migration a environ @B du bord supérieur) puis séchée a l'air
libre.

Dans le but de déterminer le systeme solvant péantetine bonne séparation des extraits
analysés, plusieurs minis CCM ont été réalisées plssieurs systemes solvant :

Systemes solvants utilisés pour la séparation degfdrentes fractions de 'EM-Ht
-Systéemel : Acétate d’éthyle : acide formiquecide formique glaciale : eau distillée -
(100 :11 :11 :27).
-Systeme?2 : Acétate d’éthyle : méthanol : ed00(:13,5 :10)

-Systéme3 : Butanol : acide acétique : eau (6)1



-Systéme 4 : Chloroforme : méthanol : eau (10,b)
-Systéme 5 : Ether de pétrole : acétate : doiaeique (35 : 10 : 5)
-Systeme 6 : Chloroforme : méthanol : acide fquma (44 : 35 : 25)

Systemes solvants utilisés pour la séparation dels@oides bruts
-Systeme 1 : Chloroforme : méthanol (9 : 1)
-Systeme 2 : Chloroforme : acétone (9 : 1)
-Systéme 3 : Hexane : acétate d’éthyle (8 : 2)
-Systéme 4 : Chloroforme : acétate d’éthylectae (5 :4 : 1)
-Systeme 5 : Acétate d’éthyle : méthanol : &au: (13 : 10)
-Systeme 6 : Chloroforme : méthanol : ammoniazpreentré (90 : 9 : 1)
-Systéme 7 : Etherdiethylique : méthanol : amiaxure concentré (44 :5: 1)

-Systéme 8 : Toluene : acétone : éthanol ammaeiaoncentré (40: 4 :8: 3).

Les plaques ont été observées au [méatpus lampe UV a 254 et 366 nm. Les
couleurs et les RF des spots ont été alors détésnamant et aprés révélation par les réactifs
appropriés. La révélation des alcaloides a été fait pulvérisation des chromatogrammes par
le réactif de Dragendorff qui permet I'apparitioesdaches de couleur orange caractérisant les
alcaloides.

La révélation des difféerentes fractions de I'EM-Ht été faite par le passage des
chromatogrammes sur les vapeurs d’ammoniaque pamhetapparition des taches de

couleurs jaunatres caractéristiques des polyphénols

1-2-6 Analyse qualitative des extraits par chromatgraphie phase gazeuse couplée a une
spectrométrie de masse « GC-MS »

Les fractions : acides phénoliquestateéd'éthyle, éther diéthyliqgue et la fraction
butanoligue ont été analysées par GC-MS en utilisam chromatographe Hewlett
Packard GC 5890 série Il, couplé a un spectrondgrenasse Hewlett Packard 5972. Le
systeme avait aussi un injecteur automatique Hewkatkard 7673.

Pour chaque fraction, environ 1 mg de chaque éitloana été déposé dans un tube en verre
et 500 pl de diméthyleformamidine (DMF) a été afouPar la suite, 20 pl de N,O-
bis[trimethylsilyl] acetamide (BSA) a été ajoutéed_échantillons ont été brassés au vortex

durant 30 secondes et analysés par GC-MS.



Conditions GC-MS
-La colonne qui a été utilisée est de type DB-$7(@0 m x 0,25 pum)
-La température initiale du four était a 120°@netintenue durant 2 minutes.
-L’augmentation de la température se fait a ux tde 5 °C/min jusqu’a 290°C et maintenu 7
minutes.
-Les températures d’injecteur et de détecteuertae 240°C et de 290°C respectivement
-Le gaz porteur était I'nélium circulant a un déte 1 ml/min.

-L’échantillon a été injecté automatiquement edensplitless avec un volume de 1,0 pl.

2- Evaluation de l'activité insecticide de I'extrai méthanolique brut de Haplophyllum
tuberculatumet du téflubenzuron et de leurs effets sur quelqevariables physiologiques
et endocriniennes chez les larves de cinquieme séadelLocusta migratoria
2-1 Evaluation de I'activité insecticide
2-1-1 Traitement des larves

L’évaluation de I'activité larvicide dextrait méthanolique brut de. tuberculatum
et du téflubenzuron a été faite sur des larvesinigu@me stade nouvellement éxuviées et
synchronisées. Le traitement a été fait par ingegorcée d’'une solution éthanolique (50 pl
d’éthanol contenant soit 'EM-Ht soit le TFB) auveau de lI'cesophage a l'aide d'une
micropipette. Le lot témoin a recu de I'éthanollseu
Les gammes de doses choisies pour les traitemiaiémiede : 350, 500, 1000, 1250, et 1500
pg/larve pour EM-Ht dél. tuberculatunmet de 2.5, 5, 10, 15, 20 et 25 pg/larve poUdrHB.
Pour chaque dose, 50 larves, réparties en cinqclmsportant chacun 10 larves, ont été
traitées. Parallelement aux lots traités, un la latves traitées avec de I'éthanol seul est

présenté comme témoin.

2-1-2 Evaluation de l'activité insecticide

L’évaluation de l'efficacité du TFB de EM-Ht deH. tuberculatum a été faite en
calculant le pourcentage de mortalité observée,agaté corrigée par la formule d’Abbot
(1925).

Le pourcentage de mortalité observeée fut calculégpfmrmule suivante :

% de mortalité observée = Nombre detsnmorl00 / Nombre total des individus.
Les pourcentages de mortalité observée ont étigésmar la formule d’Abbot (1925)
%de mortalité corrigée = M2-M1 x 100001-M1 avec,



M1 : % de mortalité dans le lot témoin.

M2 : % de mortalité dans le lot traité.

2-2 Evaluation de l'effet de I'EM-Ht de Haplophyllum tuberculatumet du TFB sur
I'histologie du tube digestif des larves de cinquige stade dd_ocusta migratoria

La méthodologie suivie a été celle dartdja et Martoja (1967)qui comporte
plusieurs étapes :

2-2-1 Prélevement et fixation des tubes digestifs

Le sacrifice des larves traitées a I‘Htlou au TFB aux doses les plus élevées a été
fait aprés observation des premiers signes deoXioation pour les traitées a I'EM-Ht et a
'approche de la mue imaginale pour les traitted&B. Chaque larve a été fixée par des
épingles entomologiques sur sa face dorsale, pegeguée de la téte jusqu’a I'extrémité
abdominale. La totalité du tube digestif a étégwéé, puis placée dans un pilulier étiqueté et
rempli d’un liquide fixateur : le Bouin Hollandea période de fixation était de 8 jours.

2-2-2 Lavage, déshydratation et imprégnation a lagraffine
Les tubes digestifs ont été lavés au’eourante afin d’éliminer I'excés du liquide

fixateur puis déshydratés en effectuant des passageessifs des tubes digestifs dans des
bains d’alcool d’ordre croissant, soit :

-Deux bains d’alcool 70° pendant 30 min chacun ;

-Deux bains d’alcool 90° pendant 30 min chacun

-Deux bains d’alcool 100° pendant 30 min cimagc

-Deux bains de toluene pendant 15 min chacun.
Les pieces provenant du dernier bain de toluéneétintmises directement dans un bain
mélange homogéne moitié butanol moitié paraffindusion dans une étuve réglée 430
pendant 1 heure.
Les piéces furent alors passées dans’baifh de paraffine pure pendant une heure puisun 2

bain pendant une heure et demi.

2-2-3 Inclusion dans la paraffine et confection deslocs
L’inclusion ou la mise en blocs de Bemble des piéces, consiste a faire sortir les

pieces du dernier bain de paraffine pure et adég®ser dans un moule (barre de Leuckart)

contenant la paraffine pure fondue en les oridrgalon le type de coupe qu’on veut obtenir.



2-2-4 Microtomisation et étalement des coupes

Les coupes de 7 um ont été confectiesuggdce a un microtome (Bright 5040). Puis
déposées sur des lames, leur collage se faisaot dvd’eau gélatinée sur une platine
chauffante a une température inférieure de celleusien de la paraffine. Apres étalement,
'eau en surplus a été éliminée. Le séchage dgsesoa été effectué dans une étuve réglée a
40 C pendant 12 heures.

2-2-5 Coloration des coupes
La coloration topographiqgue de Malloay été choisie. Plusieurs manipulations

intermédiaires étaient nécessaires pour passeradeolipe séche collée sur lame a
I'observation au microscope.

Les lames ont été chauffées au préalable pendase@ndes a une minute afin de faire
fondre la paraffine. Le déparaffinage complet etdaydratation ont été réalisés grace au
passage des lames par :

-un bain de toluéne de 1 minute ;

-un bain d’alcool absolu de 30 s ;

-un bain d’alcool 90° de 30 s ;

-un bain d’alcool 70° de 30 s ;

-un bain d’eau distillée de 1 min pour la réhydiatades pieces.

Les coupes ont été colorées en premier lieu adacfone acide pendant 5 min et rincées a
I'eau distillée, suivi d’'une autre coloration aular@e de Mallory pendant 5 min. Les coupes
ont été rincées également puis déshydratées.

Le montage des coupes entre lames et lamellesfaittdd’aide de baume du Canada.



2-3 Evaluation de l'effet de I' EM-Ht de Haplophyllum tuberculatumet du TFB sur les
titres d’ecdystéroides hémolymphatiques des larvede cinquiéme stade delLocusta
migratoria
2-3-1 Traitement des larves

L’effet de I'extrait méthanolique brut dd. tuberculatumet du TFB sur I'évolution
des titres d’ecdystéroides hémolymphatiques atéathééchez des larves de cinquiéme stade
nouvellement éxuviées, synchronisées et traitéesinmgestion aux doses sublétales : 350
pg/larve pour 'EM-Ht et 5 pg/larve pour le TFB.étude a été faite parallelement a un lot

témoin.

2-3-2 Prélevement de I'hémolymphe

Le prélévement de 5 pl d’hémolymphe#ara été fait quotidiennement sur 5 larves
par lot (témoin et traités), du premier jour agiésergence des L5 jusqu’a la mue imaginale
a l'aide d’'une pipette graduée au niveau de laepatithathoracique. Chaque échantillon
d’hémolymphe fut ajouté a 300 pl de méthanol puisservé a -20°C pour le dosage

ultérieur des ecdystéroides.

2-3-3 Extraction d’ecdystéroides hémolymphatiques

L’hémolymphe prélevée fut homogénéipéis centrifugée a 5000 rpm pendant 10
min, suivi de la collecte du surnageant dans uredube Eppendorf et de la resuspension du
culot dans 50 pl de méthanol pour une secondeatixina Les deux surnageants ont été mis

en commun puis évaporés sous vide dans un coatamtiSpeedVac® (Savant).

2-3-4 Mesure des titres d’ecdystéroides par radioimunoessai

Les titres d’ecdystéroides ont été mesurés paedantque de radioimmunoessai
« RIA » selon la méthode de Borst et O’Connor (39%&He que modifiée par Chang et
O’Connor (1979), utilisant |€H-ecdysone comme traceur et 20-hydroxyecdysone )(20E
comme standard. L’'antisérum utilisé (|« antiecdgsBr) a été produit par le Dr Walter E.
Bollenbacher (Université of North Carolina, Chaptil) et distribué par le Prof Ernest S.
Chang (Bodega Marine Laboratory, Bodega, Bay, @A) anticorps est trés efficace pour la
détection de I'ecdysone et la 20-hydroxyecdysore %o de compétition a 250 pg de 25-
déoxyecdysone, 325 pg d’ecdysone, 600pg de 20-kydedysone et > 10 000 pg de 3-
dehydroecdysone).



Des tubes de cultures jetables de 6 x 50 mm (Risgtientific) ont été utilisés tout au long
de ces analyses. Une courbe standard a été géaéréaque essai, en ajoutant a une série de
tubes des quantités connues de 20E (Sigma). Lazktyations utilisées étaient : 0, 25, 50,
125, 250, 500, 1000, 2000, et 4000 pg. Ces corateis ont été obtenues par dilutions
d’'une solution stock de 50 ng/ml de 20E. Les sdlvales tubes standards ont été évaporés
par centrifugation sous vide dans un concentrafpeedVac® (Savant). Un blanc, ne
contenant pas de 20E, a été ajouté a la sériee3 trg mesures ont été faites en triplicata.

Les tubes contenant les quantités connues de 28, tdmoins et les échantillons
expérimentaux ont ensuite recu 100ul de tampontda@@ntenant approximativement 24000
dpm de®H-ecdysone, puis 100 pl d’'une solution d’antisé@a®05 % dans le tampon borate
a été ajouté aux tubes pour I'obtention d’'une cotraéion finale de 0,025 % d’antisérum.
Tous les tubes témoins ont recu alors 100 ul daohation de sérum pré-immun 6 % dans le
tampon borate (facilitant la formation d’'un culot)es contenus des tubes ont été bien
vortexés avant d’étre incubés a 4°C durant une nuit

Aprés incubation, les tubes ont été placés suregiicgardés ainsi durant toutes les étapes
subséquentes. L'incubation a été terminée pardtaje 200 ul de sulfate d’ammonium saturé
a froid suivi d’'une incubation de 20 minutes paavdriser la précipitation du complexe. Les
échantillons ont ensuite été centrifugés pendamhi@dites a 4000 rpm, a 4°C. Le surnageant
a été éliminé par aspiration sous vide. Les cutmis été lavés avec 400 pl de sulfate
d’ammonium saturé a 50 % et centrifugés pendanmBtutes a 4000 rpm a 4°C. Les
surnageants ont aussi été éliminés par aspirattmuwm. Les culots ont finalement été
resuspendus dans 25 ul d’eau distillée, suivi dijout de 500 pl de liquide de scintillation.
Les tubes ont été placés dans des tubes a stiotillan plastique de 7 ml (Fisher) pour

permettre le comptage dans un compteur a scimgitldiguide (Beckman LS 6000SC).

2-3-5 Analyse des données

Les données de chacune des courbes standardsednaitdes par un logiciel : RIA
SOLVE développé par le Centre de Foresterie desebfides, Service canadien des foréts,
Québec. Le modele de régression non linéaire diciébga permis d’ajuster les résultats
prédits aux résultats observés. Une fois le mogjeleté aux données de la courbe standard, il
a été possible de connaitre les valeurs en pg Bec@0tenu dans les échantillons testés. Les
titres ont été exprimés alors en pg de 20E/ul ddlgmphe.



2-4 Evaluation de l'effet de 'EM-Ht de Haplophyllum tuberculatumet du TFB sur la
composition biochimique de la cuticule des larves ud cinquieme stade delLocusta
migratoria

Les mémes lots de larves de cinquictagestémoins et traitées aux doses sublétales :
(5 pgl/larve pour le TFB et 350 pg/larve pour 'EM)dyant été utilisés pour les mesures des
titres des ecdystéroides hémolymphatiques ont mgale servi pour I'étude de l'effet de

'EM-Ht et du TFB sur I'évolution des taux de chigi et des protéines cuticulaires.

2-4-1 Prélevement de la cuticule des larves
Les abdomens des larves témoins eeémiont été prélevés quotidiennement du
premier jour apres traitement jusqu’a la mue imalgira raison de 5 prélévements par jour et

par lot. Les téguments isolés ont été débarrassemdsses musculaires et de tissus adipeux.

2-4-2 Dosage des protéines et de la chitine cutiauke

L’extraction de la chitine et des pim&s cuticulaires a été faite selon le protocole de
Vincent et Clarke (1985). Chaque échantillon al@é dans un mélange éther/chloroforme
(V/ V: 1/ 1) pendant 24 heures. Aprés rincageatctiol 96°, la cuticule fut séchée a 60°C
jusqu’a I'obtention d’'un poids sec constant P1l.chi#tine a été estimée par une hydrolyse
dans une solution de NaoH 2N pendant 6 heure®2ClQe résidu obtenu correspondant a
la chitine a été lavé a I'eau puis a I'alcool absel finalement a I'éther. Il fut ensuite séché
jusqu’a obtention d’'un poids sec constant P2. lff@mdince de poids entre P1 et P2 représente

le contenu en protéines de I'échantillon.

2-5 Evaluation de l'effet de 'EM-Ht et de I'extrait alcaloidique brut de Haplophyllum
tuberculatum sur I'activité enzymatiques de I'acétylcholinest@ase et la glutathion S-
transférase des larves de cinquiéme stade Hecusta migratoria
2-5-1 Traitement

L’évaluation de leffet de EM-Ht et dealcaloides bruts sur lactivité de
'acétylcholinestérase et la glutathion S-transféraa été faite sur un lot de larves de
cinquiéme stade nouvellement émergées traitéesiaska de 1500 pg/larve pour 'EM-Ht et

pour I'extrait alcaloidique brut, I'étude ayant &ée comparativement a un lot témoin.



2-5-2 Prélevement des organes

Les tétes des larves L5 des sériesitéamet traitées a 'EM-Ht brubu a I'extrait
alcaloidique brut ded. tuberculatumont fait I'objet d’'un dosage de l'activité spéqifie de
'acétylcholinestérase « AChE ». Les tubes digestit servi aux dosages des activités
spécifigues de la glutathion S-transférase « GSEm. parallele, et pour les dosages
enzymatiques, la concentration en protéines totdks échantillons a été préalablement
déterminée suivant la méthode de Bradford.

2-5-3 Dosage de I'activité spécifique de I'acétylolinestérase AChE

Le dosage de l'activité spécifiqgue dmcétylcholinestérase a été réalisé selon la
méthode d’Ellman etl. (1961) qui consiste a fournir a I'enzyme « AChEim substrat
artificiel, I'acétylthiocholine dont I'hydrolyselbiérera de I'acide acétique et de la thiocholine.
Cette derniere, en présence de DTNB (acide 5-Biadiis-2-nitrobenzoique), donne un
produit jaune: le TNB (acide 5-thio-2- nitrobenagi) que I'on dose a une longueur d’onde
de 412 nm.
Les tétes des larves L5 des groupes témoinsittesa ont été homogénéisées dans 1 ml de
solution détergente. L’homogénat a été centrifdgQ tours/min. pendant 5 minutes) et le
surnageant récupéré a servi comme source d’enzyme
Le dosage de l'activité de 'AChE a été réalisé sne fraction aliqguote de 50 pl de
surnageant a laquelle ont été ajoutés 10 pl de D&NEBO pl de tampon Tris (0,1 M ; pH 7).
10 ul de solution substrat acétylthiocholine ot @joutés. La lecture des absorbances a été

faite a une longueur d’'onde de 412 nm contre undoie gamme.

2-5-4 Dosage de I'activité spécifique de la glutathn S-transférase

Le dosage de l'activité de la GST arétdisé selon la méthode de Habiglet(1974)
basée sur la mesure photométrique de la cinétigusodjugaison du produit formé avec un
substrat : le 1-chloro-2,4 dinitrobenzéne « CDN&w»yprésence d’'un co-facteur: le glutathion
« GSH ». Les tubes digestifs ont été homogénémeés tl ml de tampon phosphate de sodium
(0,1M ; pH 6). L’'homogénat a été centrifugél4000 tours/min. pendant 30 minutes et le
surnageant récupéré a servi de source d’enzymefriteon aliquote du surnageant de 50 pl
a été ajoutée a 850 ul de tampon phosphate (100 ptHM7 a 25°C), 50 ul de CDNB (20 mM
dans I'éthanol) et 50 pl de GBO mM). La cuve était agitée 3 a 4 fois avantleture. La
lecture des absorbances a été effectuée a uneelongionde de 340 nm contre un blanc
contenant 900u! de tampon phosphate, 50 pl de CE&INB pl de GSH.



3- Etude de l'effet de 'EM-Ht de Haplophyllum tuberculatum et du TFB sur la
reproduction et les titres d’ ecdystéroides chezddemelles de_ocusta migratoria
3-1 Traitement des imagos femelles

Au cours des différents essais régli$és jeunes imagos femelles nouvellement
emergés ages de 0-12 heures suivant I'émergenc&@®ttaités en recevant soit I'EM-Ht de
H. tuberculatuma la dose de 1500 pg/femelle, soit le TFB a leedibs 10 pg/femelle par
ingestion forcée au niveau de l'oesophage. Le dotdin a regu le solvant utilisé pour la
dissolution des molécules testées : I'éthanol.
3-2 Effet sur la reproduction

Chacune des jeunes femelles témoingratées a I'EM-Ht ou au TFB fut
individuellement mise en couple dans une cage @rpétale individuelle en bois (25 x 25 x
30 cm), un méale d’'un méme age étant introduit dwtlde I'essai. L'élevage de ces différents
couples fut réalisé dans des conditions similareslles utilisées pour I'élevage de masse.
Les oothéques ont été recueillies dans des ponaoirglis de sable stérilisé et humidifié. Le
ramassage des oothéques a été fait chaque matin.
Le moment de la premiére oviposition, l'intervadéparant deux pontes successives, le
nombre d’oothéques, le nombre d’ceufs par oothegjnss que le taux d’éclosion (incubation

des ceufs a 30°C) ont été déterminés pour chaquuecdmoin et traité.

3-3 Effet sur le développement ovarien

Pour évaluer I'effet de 'EM-Ht et d&-B sur la croissance ovocytaire, cing femelles
témoins et traitées de chaque groupe d’age ondiésEquées (a partir dif jpur aprés
traitement jusqu’a la premiére ponte) pour y masladongueur des ovocytes terminaux a
'aide d’'un micrometre adapté a une loupe binocelaPour chaque femelle disséquée, la
longueur de 10 ovocytes terminaux dans chaque eovair mesurée, soit un total de 20
ovocytes par femelle. Les ovarioles présentantcdegs de résorption ont été également
comptés et le taux de résorption ovocytaire ou dargentage d’échec a la ponte a été
e€galement calculé par le rapport du nombre d’'olesiprésentant des corps de régression sur

le nombre total d’ovarioles examinés par femelle.



3-4 Effet sur la vitellogénese
3-4-1 Electrophoréseades protéines hémolymphatiques et ovariennes.

L’hémolymphe et les ovaires des fensetlemoins et traitées agées de 8 et 12 jours
conserves a -20°C ont été analysées par SDS-PA@mA (1970) sur un gel de 10 %.
L’analyse a été effectuée avec une cuve de martfDdRBD.

L’hémolymphe et les ovaires ont été homogénéisésqantrifugés a 10.000 rpm pendant 10
min. Les surnageants furent alors récupérés poallysa Les protéines a analyser ont été
mises dans le bleu d’échantillons 2X, elles onttsulre dénaturation par chauffage dans une
PCR a 99°C pendant 4 a 5 min., et les protéineslatd BenchMark Pre-Stained Ladder ont
été chauffées a 40°C pendant une minute. 15 pgratéines ovariennes a été déposé dans
chaque puits. Pour I'hnémolymphe, un volume de 18 gté déposé dans chaque puits, et la
séparation des fractions protéiques fut effectusenmgration a 200 voltes dans un tampon
Laemmli 10X. La migration a été arrétée lorsqudrtat de migration atteint I'extrémité
inférieure de la plaque.

A l'issue de la migration, les gels ont été colaaésbleu de Coomassie pendant 20 minutes
sous agitation, puis décolorés jusqu’a bonne \Visat@bn des bandes. Le séchage fut effectué
sur un dry gel. La migration des différentes bande&té déterminée par le calcul des Rf
(mobilité relative) de chacune d’elles.

Les bandes de vitellogenines ont été déterminéss basant sur les travaux de Wyatt (1988).

3-5 Effet sur les titres d’ ecdystéroides hémolymgtiques et ovariens
3-5-1 Prélevement des échantillons et extraction siecdystéroides
-Hémolymphe

Des échantillons d’hémolymphe (10 uijt @&té prélevés au niveau de la patte
meétathoracique de femelles témoins et traitéesaide’ d'une pipette capillaire graduée.
Chaque préléevement fut ajouté a 300 pl de méthamois conservé a -20°C. Pour
I'extraction, chague échantillon fut centrifugé@0B rpm pendant 10 min., suivi de la collecte
du surnageant et de la resuspension du culot dangl sle méthanol pour une seconde
extraction. Les deux surnageants ont été mis ermeoem puis évaporés sous vide dans un

concentrateur SpeedVac® (Savant).



-Ovaires

Les ovaires des séries témoins etégaitont été prélevés, rapidement pesés, puis
conservés dans 500 pl de méthanol a -20°C. Justet && dosage, chaque échantillon
d’ovaire fut homogénéisé dans le méthanol et lap@aature de ’homogénat fut portée a
60°C pendant 10 min, suivi d’'une centrifugatiorl@ 000 rpm pendant 10 min. Apres
préléevement du surnageant, I'extraction du culatsd200 pl de méthanol fut répétée deux
fois. Les surnageants furent alors mis en commua fuaporés sous vide. L'extrait fut
subséquemment resuspendu dans du meéthanol etopagitcontre de I'hexane pour en
éliminer les lipides (Dinan et Rees, 1981), 'opi@&ma ayant été répéetée deux fois. La phase
méthanolique contenant les ecdystéroides fut rééappuis évaporée sous vide dans un
concentrateur SpeedVac®.

3-5-2 Radioimmunoessai des ecdystéroides
La quantification des ecdystéroides ebdsaits hémolymphatiques et ovariens a été
réalisée par la technique de radioimmunoessai «R&h suivant la méme procédure que

celle décrite pour les larves.

4 Analyse statistique

Les résultats sont représentés pamiegennes + écart type pour les n répétitions,
'age et le nombre des animaux testés par sériedemmeés avec les résultats. La comparaison
des moyennes entre les difféerents groupes de gakeété faite par une ANOVA a 5 % en
utilisant le logiciel XLSTAT 7.5.2.



Chapitre Il Résultats



Résultats
1 - Caractérisation phytochimique de la planteHaplophylum tuberculatum
1-1 Screening phytochimique préliminaire de la plate

Tableau | : Résultat du screening phytochimique prélimindigél. tuberculatum

Alcaloides| Anthocyanes| Coumarines | Tannins | Saponosidegs Irridoides | Flavonoides

RM | RD

+ - + + - - ++ +
RM : réactif de Mayer Réactif de Gragendorff
+ + + : réaction trés importante + + : réacimoportante - : absence de réaction

Le screening phytochimique réalisé pblurtuberculatuma permis de mettre en
évidence 'absence totale des saponosides, desdesl et des coumarines, et ont montré une
présence notable des alcaloides, des tanins tetales anthocyanes.

La richesse deH. tuberculatumen flavonoides a été marquée par une réactioeniert

positive.

1-2 Analyse quantitative et qualitative des alcaldes et des extraits méthanoliques bruts
1-2-1 Analyse quantitative des alcaloides et destiits méthanoliques bruts
1-2-1-1 Rendement

Les extraits récupérés apres évaporatieec sous pression réduite et séchage a l'air
libre ont été pesés pour déterminer le poids sedtent, et le rendement a été calculé pour
100 g de matériel végétal sec.
Les rendements et les différents aspects desitexalaaloidiques et méthanoliques lde
tuberculatunrsont rapportés dams tableau Il.



Tableau Il : Aspect et rendement d’extraction des alcaloidesiigtde I'extrait méthanolique

brut deH. tuberculatunet ses différentes fractions.

Type d’extrait Aspect Couleur Rendement (%)

Extrait alcaloidique Sec Noire -verdatre  0,37@/0,

Extrait méthanolique brut Visqueux Vert 8,4+1.3
Fraction Gélatineux Marron foncé 6,0 £0,6
butanolique

Les differentes Fraction d’acétate | Sec Marron 1,3+0,1

fractions de | d'éthyle

'EM-Ht Fraction d’éthert Sec Vert 0,8 + 0,05
diéthylique

L'extrait chloroformique représentant les alcalgidtaux était de couleur vert
sombre et d’aspect sec. L'extrait méthanolique lbleitla plante renfermant les composés

phénoliques totaux et autres composés polaires grésenté sous forme visqueuse et de
couleur vert foncé.

Les rendements d’extraction sont représentétadagure 10

12

10 +

Rendement (%)

=

FB FAE

Type d'extrait

Figure 10.Rendements d’extraction des alcaloides totaux,edérdit méthanolique brut d. tuberculatumet
ses différentes fractions. AL : alcaloides totalVB : extrait méthanolique brut ; FB : fractiontaoolique ;

FAE : fraction acétate d'éthyle ; FED : fractiomét diéthylique.

H. tuberculatumest nettement plus riche en composés phénoligumgres composés
polaires qu’en composés alcaloidiques. Le renderdest composés phénoliques totaux

obtenu est de 8,39 = 1,27 % contre seulement 0(B0A% pour les alcaloides.



Les composés phénoliques di et tri holosidiquest soieux représentés dans l'extrait
méthanolique brut (6 + 0,57 %) comparativement @amposés phénoliques monosidiques et
aglycones, pour lesquels des rendements de l'a@le34 + 0,14 % et de 0,79 + 0,05 % ont
éte respectivement obtenus.

Des résultats obtenus apparait que les composésimjues extraits del. tuberculaturmsont

beaucoup plus polaires qu'apolaires.

1-2-1-2 Teneur de 'EM-Ht en composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques adétérminée a partir de I'équation de la
courbe standard et exprimée en milligrammes pamgre de matiere séche équivalent en
acide galliguelLa teneur en composés phénoliques de 'EM-Ht astiénée a 74,5 + 1,4 mg
Equivalent Acide Gallique/g.

0,045
y = 0,0029x + 0,075

0,04 - )
R’ = 0,9964

0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -

100 120

Concentration d’acide gallique

Figure 11.Courbe standard de I'acide gallique

1-2-2 Analyse qualitative des alcaloides et destets méthanoliques bruts
1-2-2-1 Analyse des extraits par chromatographie suwouche mince « CCM »
-Alcaloides
- Analyse des alcaloides par CCM
La visualisation des minis CCM sousalB65 et 254 nm, aprés migration des spots en
utilisant différents systémes solvants, a montré aentain nombre de taches dont la
fluorescence est differente d’'un systeme a un adwssi, les systémes qui ont donné le

nombre le plus important de taches sur les chrognatoemes sont : le S1, le S2, le S4, le S5



et le S8 tandis que les systemes : le S3, le £6S5t n'ont pas permis une bonnes séparation
des alcaloides dd. tuberculatunm(Figs. 12 et 13).

Figure 12. Chromatogrammes des alcaloides totaux de la paéiimnne deH. tuberculatumséparés par
différents systémes solvant et révélés sous uvdanab

S1: chloroforme-méthanol (9 : 1)S2: chloroforme-acétone (9 : 153 : hexane-acétate d'éthyle (8 : 234:
chloroforme-acétate d’éthyle-Acétone (5 : 4 : $b;: acétate d’éthyl-méthanol-eau distillée (77 :: 1®) ;S6:
chloroforme-méthanol-ammoniaque concentré ( 9Q 19; S7 : diethyl éther-ammoniaque concentré (44 : 5 :
1) ; S8: toluene-acétone-éthanol-ammoniaque concentré44@ : 3).

Figure 13. Chromatogrammes des alcaloides totaux de la paéiimnne deH. tuberculatumséparés par
différents systémes solvant et revélés sous u\baB6

S1: chloroforme-méthanol (9 : 1)S2: chloroforme-acétone (9 : 153 : hexane-acétate d'éthyle (8 : 234:
chloroforme-acétate d'éthyle-Acétone (5 : 4 : BF;: acétate d’éthyl-méthanol-eau distillée (77 : 1®) ;S6:
chloroforme-méthanol-ammoniaque concentré ( 9Q 19; S7 : diethyl éther-ammoniaque concentré (44 : 5 :
1) ; S8: toluene-acétone-éthanol-ammoniaque concentré44@ : 3).



Figure 14. Chromatogrammes des alcaloides totaux de la paéimnne deH. tuberculatumséparés par

différents systémes apres révélation par le rédetDragendorff.

S1: chloroforme-méthanol (9 : 1)S2: chloroforme-acétone (9 : 153 : hexane-acétate d'éthyle (8 : 234 :
chloroforme-acétate d’éthyle-acétone (5 : 4 : 3b; acétate d'éthyl-méthanol-eau distillée (77 :: 1) ; S6:
chloroforme-méthanol-ammoniaque concentré ( 9Q 19; S7 : diethyl éther-ammoniaque concentré (44 : 5 :

1) ; S8: toluene-acétone-éthanol-ammoniaque concentré44@ : 3).

En outre, apres, la révélation des mlatogrammes avec le réactif de Dragendorff,
(Fig. 14), le systeme S8 : toluene-acétate d’étBttanol-ammoniaque concentré (40: 4 : 8 :
3) s’est révélé le systéme le plus approprié pausdparation des alcaloides totauxHle
tuberculatum Il a permis I'obtention du plus grand nombre @ade orange indicatrice de la

présence des alcaloides.

-Séparation des alcaloides d¢ tuberculatumavec le systeme solvant S8
La visualisation du chromatogramme désaloides deH. tuberculatumavec le
systeme solvant S8 : toluene-acétate d’'éthyle-étreanmoniaque concentré (40: 4: 8 : 3)
sous uv a 254 nm et a 365 nm, a donné différerstrdds dont la fluorescence et les Rf sont

représentés dans le tableau Il et les figures &5 B



Tableau Il : Fluorescence et Rf des bandes alcaloides dd. tuberculatum séparées par

le systeme solvant S8 : toluene-acétate d’'éthylan&ti-ammoniaque concentré (40 : 4 : 8 : 3)

et observées sous uv a 254 et 365 nm.

Visualisation a 254 nm Visualisation a 365 nm
N°de la "Couleur RF Couleur RF
bande
1 Marron foncé 0 Marron 0
2 Marron 0.03 Bleu vif 0.03
3 Marron 0.04 Bleu vif 0.03
4 Bleu sombre 0.09 Bleu 0.09
5 Marron 0.1 Marron 0.1
6 Marron foncé 0.13 Marron 0.1
7 Bleu sombre 0.26 Bleu 0.26
8 Marron foncé 0.33 Vert 0.33
9 Marron foncé 0.4 Marron 0.4
10 Trace marron 0.52 Trace bleue 0.52
11 Bleu clair 0.61 Bleu 0.61
12 Bleu sombre 0.66 Bleu 0.66
13 Bleu 0.9 Bleu 0.9
14 vert 0.93 rouge 0.93

Le nombre de bandes bleu sous uv an@b®st plus élevé qu'a 254 nm. Ces taches

correspondraient aux acides phénols (Diallo, 20aBys que la tache rouge apparue a 365

nm correspondrait aux anthocyanidine-3-glycosideadachlorophylle (Diallo, 2005).




A B
Figure 15. Chromatogrammes des alcaloides totaux de la paétienne déH. tuberculatumséparés par le
systeme solvant S8 : toluene-acétone-éthanol-anagoaiconcentré (40 : 4 : 8 : 3) et révélés sous 865 nm
(A) et a 245 nmR).

Apres réveélation du chromatogrammeppavérisation avec le réactif de Dragendorff,
neuf taches de couleur orange ont été observépsl@).

Bandes alcaloidiques

Figure 16. Chromatogramme des alcaloides totaux de la paétierme deH. tuberculatumséparés par le
systéme solvant S8 : toluéne-acétone-éthanol-anagoaiconcentré (40 : 4 : 8 : 3) et révélés paédetif de

Dragendorff.



Les Rf des différentes bandes alcaipiels sont rapportés dans le tableau IV .
Tableau IV : Bandes alcaloidiques obtenues avec le systemens@8aapres révélation avec
le réactif de Dragendorff.

Tache Largeur Couleur Rf

01 Large Rouge 0 (pas de migration)
02 Trace Orange 0.09

03 Etroite Orange 0.22

04 Large Orange 0.26

05 Large Rouge foncé 0.33

06 Large Orange 0.61

07 Trace Orange 0.66

08 Trace Orange 0.78

Le profil chromatographique de la figure 2permis de constater gtte tuberculatum
est assez riche en composés alcaloidiques. L'fitaiibn de ces composés ne peut étre faite
gu’apres analyse avec des techniques plus préeitesque la GC-MS et HPLC.

1’EM-Ht et ses différentes fractions
- Analyse de I' EM-Ht et ses différentegdctions par CCM

L'analyse chromatographique par CCMnaurni plague de gel de silice sur support
d'aluminium, a révélé une difference remarquablesdies profils chromatographiques
obtenus avec les différents systémes solvantsstésiéeffet, la visualisation des plaques sous
uv a 365 nm (Fig.17) a révélé une bonne séparal@snconstituants de I'extrait brut, des
différentes fractions, ainsi qu’'une bonne migratitas standards par les systemes solvant S1,
S2 et S3. De ces trois systemes solvants test&2 Best montré le plus approprié pour la
séparation des constituants des différents extemtdysés. Les différents extraits He
tuberculatumont été marqués par la présence d’acides phéadlaatescence bleue (Benazir
etal., 1972).
Le systeme solvant,;®ontenant le chloroforme, le méthanol, I'eau Hésti(1: 1: 0.5), n'a

pas permis une bonne séparation des extraits @salys



S1 S2
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

S3 S4
Figure 17. Chromatogrammes de I'extrait méthanolique brutHdetuberculatumet ses différentes fractions
séparés par différents systémes solvant révéléswsoa 365 nm.
S,: l'acétate d'éthyle, I'acide formique, l'acide dicgie glacial et I'eau distillée (100: 11: 117)2, S2:
l'acétate d’'éthyle, le méthanol et I'eau distill@®0 : 13,5 : 10) S; : butanol, acide acétique, eau distillée (4 : 1 :
5) ; S : chloroforme, méthanol et eau distillée (1 :QL5).
1 : catéchine ;2 : quercitine ;3: acide gallique 4 : rutine ; 5: extrait méthanolique brut,6 : fraction
butanolique 7 : fraction acétate d'éthyleB;: fraction d’éther diéthylique.

Catéchine, quercitine, acide gallique : standards



-Séparation de 'EM-Ht et de ses différentes &ctions avec le systéme solvant S2
Afin de bien identifier les différentémndes ainsi que leur couleur et leur rapport
frontal Rf avec le systeme solvant S2, une nousgfmaration a été faite sur une plaque de 20
x 20 cm. Les résultats sont présentés dans leataMest par la figure 18.
Tableau V: Visualisation du chromatogramme de ['extrait haétolique brut deH.

tuberculatumet ses différentes fractions sous uv a 365 etn2d4

Type N° de la|Couleur de la| Couleur de la|Le rapport
, . bande bande a 365 bande a 254 frontal: Rf
d’extrait
nm nm
1 Bleue Bleue 0,05
2 Bleue Bleue 0,12
3 Marron foncé Brune 0,20
Extrait 4 Verdatre Brune 0,25
, . 5 Bleue Absente 0,40
meéthanolique
6 Bleue Bleue 0,45
brut 7 Bleue Bleue foncé 0,57
8 Bleue Trace 0,64
8 Bleue Trace 0,72
10 Bleue Bleue 0,84
1 Bleue Trace 0.05
Fraction 2 Bleue Trace 0.12
butanolique |3 Marron Marron 0,20
4 Verdatre Trace 0,25
1 Bleue Trace 0.05
Fraction 2 Bleue Trace 0.12
d’'acétate 3 Marron Marron 0,20
d’éthyle 4 Verdatre Trace 0,25
5 Brune Brune 0.86
Fraction 1 Brune Brune 0.86
d’ether
diéthylique
Rutine Brune Brune 0.04
Ac-galique Brune Brune 0.62
Standards Quercetine Brune Brune 0.86
Catéchine Brune Brune 0.57

L’extrait méthanolique brut révélé sous uv a 365ae€254 nm a présenté 10 bandes de

fluorescence bleue ou brune. Les bandes de fluemesdleue correspondraient aux acides



phénols (Diallo, 2005), tandis que celles color@edrun correspondraient aux flavonoles et
flavones (Dohowt al, 2003).

La fraction butanolique a présenté quatre bandé&séms soit en marron soit en bleu. Le
méme nombre de bandes a été revélé pour la fraatiérate d’éthyle mais les bandes sont
sous forme de traces, une bande tres large deucomlarron foncé (brune) présentant le
méme Rf que la quercitine a été révélée pour fettdon.

Une seule bande de couleur marron foncé, de mémguRfla quercitine a été révélée

également pour la fraction éther diéthylique.



Poly .T. E.B. E.Acétate  E Fther
Etyle diethylique

Catechine Cuercitine AC. gallique  Rutine

Catechine Quercitine  AC. gallique  Rutine  Poly T. EB. EAcétate  EFiher
Eyle diethylique

-

Catechine  Quercitine Ac.gallique Rutine  Poly.T. E.B E.Acetate Eether
Etyle dietylique

C
Figure 18. Chromatogrammes de I'extrait méthanolique brutHdeuberculatumet ses différentes fractions
séparés par le systeme solvant S2 (acétate d'éthyéthanol, eau : 100 : 13,5 : 10y@&¢élés sous uv a 365 nm
(A), a 254 nm (B) et aprés exposition aux vapetamdoniac (C).



L’exposition de la plague CCM aux vaped’ammoniaque a permis de mettre en

évidence plusieurs bandes, les résultats obtemispésentés dans le tableau VI.

Tableau VI: Bandes obtenues aprés réveélation du chromatograndme l'extrait

meéthanolique brut deH. tuberculatum et ses différentes fractions avec les vapeurs

d’ammoniaque.

Type d’extrait Fluorescence Rapport frontal (Rf)
Rutine (jaunatre) 0,04
Standards Acide gallique (noire) 0,62
Quercetine(marron) 0,86
Catechine (marron) 0,57
Jaune-brune 0,0
Jaune 0,04
Extrait méthanolique brut | Verdatre 0,20
Jaune 0,25
Jaune 0,57
Jaune 0,84
Fraction butanolique Verdatre 0,20
Marron (trace) 0,20
Fraction d’acétate d’éthyle [ Mmarron foncé 0,86
Fraction d’éther diéthylique Marron foncé 0,86

L’exposition du chromatogramme aux waped’ammoniague a mis en évidence six
taches visibles a I'ceil nu, dont une grosse deetwyhune brune qui n’a pas migré avec ce
systeme solvantjne tache de couleur jaune avec un Rf de 0,04 smonelrait probablement
a la rutine (car elle a migré au méme Rf que cedstal), une tache de couleur violette a
verdatre de Rf 0,20 et trois bandes de couleurgdrune, sous forme de traces avec des Rf
respectivement 0,25; 0,57 et 0,86 en faveur dedsemce de flavonols et flavones (Dolebu
al., 2003).

Ces métabolites sont par ailleurs repartis diffénemt dans les fractions. En effet,
dans l'extrait butanolique, uniquement une tachelatee de Rf 0,20 a été observée, cette
derniere se trouvant sous forme de trace dansrdiéxd’acétate d’éthyle alors qu’elle est

completement absente dans I'extrait d’éther digjbg.



Les vapeurs d’ammoniaque ont également mis en igsgdane bande brune dans la
fraction acétate d’éthyle et éther diethylique anedrf de 0,86. Cette bande est présente dans
I'extrait méthanolique brut, sous forme de trae@dis qu’elle est complétement absente dans
I'extrait butanolique; elle correspondrait donclmblement a la quercitine.

L’'acide gallique et la catéchine sont absents diémdrait méthanolique total deH.
tuberculatumtandis que des composés dont les Rf correspordintjuercitine et la rutine
sont présentes sous forme de traces.

La quercitine est majoritairement présente dans filastions acétate d'éthyle et éther
diethylique. Ceci peut étre expliqué par le faieda quercitine est plus soluble dans les

solvants apolaire que polaires.

1-2-2-2 Analyse des différentes fractions de I'EM-H par chromatographie phase
gazeuse couplée a une spectrométrie de masse « GS-M
Les résultats des différentes analgses portés sur les tableaux VII, VIII, IX et X et

sont illustrés par les chromatogrammes représgatdes figures 19, 20, 21 et 22.

Tableau VIl : Résultats d’analyse par GC-MS de I'échantilloida phénolique

Temps de .

o Molécules

rétention (secondes
5.226 2-Decenal, (E)- aldéhyde
5.314 Acide nonanoique : acide pélargonique
10.079 Nonadécane : alcane linéaire
10.166 Acide dodécanoique : acide laurique
11.743 Dodécane, 2,6,10-trimethyl : alcane
14.055 Acide tetradécanoique : acide myristique
17.800 Acide hexadécanoique : acide palmitrique
21.272 Acide oléique
21.535 Acide-9,12-octadecadienoique (Z,Z) :acidarsjue
26.902 Galactopyranose, 1,2,3,4,6- pentdkiB-
29.700 Acide 1,2-benzenedicarboxylique, mono(2-ethylhexyster
33.551 1-Methoxy-3-(2-oxyethyl) nonane




Figure 19.Chromatogramme GC-MS de I'échantillon acide phiénel.

Tableau VIII : Résultats d’analyse par GC-MS de la fractiorethéthylique

Temps de rétention .
Molécules
(secondes)
10.794 Acide benzoique, 4-[oxy]- ester
13.532 Acide m-anisique, 4-(oxy)-, methyl ester
14.441 Bis Isovanillate
19.863 3-Buten-2-one, 3-0Xxy-
29.534 Acide 1,2-benzenedicarboxylique, diisooctyl ester
41.407 Acide benzoique, 2-[oxy]-




Figure 20.Chromatogramme GC-MS de la fraction éther diétjugdi

Tableau IX : Résultats d’analyse par GC-MS de la fractiorabalique

Temps de rétention

Molécules
(secondes)
5.843 3,8-Dioxa-2,9-disiladecane, 2,2,9,9-tetraylédl6-bis[oxy]-, (R*,S*)-
7.059 2(3H)-Furanone, dihydro-3,4-bis[oxy]-, cis-
7.333 Glycerol
7.640 Acide 2,3,4-trihydroxybutyrique
9.075 Ribitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O-
10.027 L-Proline, 5-oxo-
10.794 D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-
10.904 D-Ribofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-
11.221 D-Ribofuranose, 1,2,3,5-tetrakis-O- isomere
11.670 Fructofuranoside, methyl, 1,3,4,6-tetrakisscb-
12.141 B-L-Mannofuranose, 6-desoxy-1,2,3,5-tetrakis-O-
12.284 Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-
12.382 D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-o-methyio, (12)-
12.963 Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-scyllo-
13.248 Glucopyranose, pentakis-O-
14.135 Glycoside a-methyl-O-
14.792 Glucopyranose, pentakis-O-
15.548 Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O- (isoajer




Figure 21.Chromatogramme GC-MS de la fraction butanolique.

Tableau X : Résultats d’analyse par GC-MS de la fractioriate&d’éthyle

Temps de rétentio

h

Molécules

(secondes)

7.110 Acide 2-ketohexanoique

17.778 3-Pentanol, 2,4-dimethyl-

21.261 3-Pentanol, 2,4-dimethyl-, isomere

29.837 Pentane, 2,2,3,3-tetramethyl-

31.535 3,4-Dimethyl-5-hexen-3-ol

38.435 Silane, tetramethyl-




Figure 22. Chromatogramme GC-MS de la fraction acétate dléthy

Les résultats de I'analyse des diff&yerthantillons ont montré la présence d’acides
phénoligues dans les fractions éther diéthyliquaciete phénolique semi-purifiée. Des sucres
liés a des structures cycliques tetra, penta edkigxians la fraction butanolique et d’alcools,
alcanes et acides carboxyliques dans la fractiétate d’éthyle. Quarante trois composeés ont
ete identifies par GC-MS dans les différentes fomst de I'extrait méthanolique de
Haplophyllum tuberculatunCes résultats ont montré que la fraction butguoeliétait la plus
riche en composés (Fig. 21), les plus importangmtéle D-ribofuranos-1,2,3,5 tetrakis le
glucopyranose-pentakis et le glycerol. L'échamtllacide phénolique est composée
essentiellement d’[acide 1,2-benzenedicarboxyliqueono(2-ethylhexyl) ester] (acide
benzoique), d’'acide oléique, d'acide hexadecanogjuacide dodecanoique (acides gras).
Les fractions éther diéthylique et acétate d'éti{fAigs. 20 et 22) sont les moins riches en
composes, la deuxieme étant essentiellement aoéstde [pentane, 2,2,3,3-tetramethyl-] et
d’acide 2-cétohexanoique. Le composant majoritdieela fraction éther diéthylique est

I'acide 1,2-benzenedicarboxylique, diisooctyl ester



2- Evaluation de l'activité insecticide de I'extrai méthanolique brut de Haplophyllum
tuberculatumet du téflubenzuron et de leurs effets sur quelqevariables physiologiques
et endocriniennes chez les larves de cinquieme séadeLocusta migratoria
2-1 Activité insecticide et atteintes morphogénéjues

La mortalité est le premier critere pleyement de l'efficacité d'un traitement.
L'objectif de cet essai était de vérifier si lTEMtHt le TFB pouvaient avoir une action
insecticide sur les larves du cinquieme stadd.dmigratoria traitées Les résultats de la
toxicité du TFB présentés a la figure 23 ont mowfué les mortalités pour I'ensemble des
doses testées ont débuté a I'approche de la moenaunortalité n’ayant été observée durant
les huit premiers jours suivant le traitement. 1168 % de mortalité ont été obtenus afi 10
jour pour les fortes doses D5 et D6 et afijblir pour la D4 et la D3. Toutefois, les faibles
doses D1 et D2 ont retardé la mue imaginale eropgalant le cycle de mue; les 100 % de
mortalité pour ces derniéres doses ont été obtandivement au Jour pour la D2 et au £4
jour pour la D1 (Fig. 23).
La mort des larves pour I'ensemble des doses egersue au moment de I'exuviation. En
effet, le produit a perturbé le processus de nageldrves traitées semblant étre incapable de
rompre les lignes exuviales. Seules les élytregtnécartées, le corps entier de l'insecte s’est
retrouvé doublé par I'ancienne cuticule et les darétaient mortes emprisonnées dans leur

ancienne cuticule (Figs. 24 A et B).
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Figure 23. Cinétigue de mortalité corrigée des larves §estade del. migratoria traitées au TFB, n=
10/répétition. Différence significativp<0,0001 (Anova a 5 %). Te: témoin; D1, D2, D3,,b et D6 :
différentes doses de TFB.
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Figure 24.inhibition de la mue imaginale chez les larves Ust&de dé.. migratoriatraitées au TFB.

_» . Aet B émergence incompléte.

L’extrait méthanolique brut d¢. tuberculatumadministré par ingestion forcée aux
larves du cinquiéme stade e migratoriaaux doses 350, 500, 1000, 1250, et 1500 pg/larve
a présenté des effets différents selon la doserasindéie (Fig. 25). L'effet des deux premieres
faibles doses : 350 et 500 pg/larve était comparahtelui du régulateur de croissance testé,
«le TFB». Des faibles mortalités ont été enregistrdurant les premiers jours pour ces doses.
Cependant, les mortalités les plus élevées orgrgggistrées au moment de la mue : 80 % et
89,9 % de mortalité ont été obtenues IBet2e13jour respectivement pour la D1 et la D2.
Cette toxicité qui s’est manifestée au moment dexuliation et qui a inhibé le
développement et a perturbé le processus de muardes s’est terminée soit par la mort de
celles-ci a la fin du stade larvaire suite a urca@e complet de la mue (Fig. 26), soit a une
mue incompléte suite a I'émergence incompléte djimsaavec des malformations parfois
séveres, Les malformations ont touché le corpgeptiur certaines larves (Fig.27 A,B,C,D,E
et F), ou certaines parties du corps pour d’aldmees (Fig.28 A,B,C et D).

Les fortes doses D3, D4 et D5 ont présenté uneitgcinsecticide tres intéressante avec une
relation dose-réponse; l'action de ces doses @atoce comparativement aux deux
premiéres, les mortalités corrigées obtenues étaienl’'ordre de 89 %, 90 % et 94 %
respectivement pour ces doses §a@ 7 et au Sjour apres traitement. L’action de ces doses
s’est manifestée par des symptémes nerveux rapdpsnsables de la mortalité précoce des

larves.
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Figure 25. Cinétique de mortalité corrigée des larves de w#me stade dé. migratoria traitées a I'extrait
méthanolique brut dil. tuberculatumn = 10/répétition. Te : témoin ; D1, D2, D3, D4D& : différentes doses
de 'EM-Ht. Différence significativgp<0,05 (Anova a 5 %).

Figure 26.Blocage de la mue imaginale chez les larves’dgafle dé.. migratoriatraitées a 'EM-Ht.



Figure 27.Perturbation de la mue imaginale chez les larves deade dé.. migratoriatraitées a 'EM-Ht.
— 5 A;B;C;D;E etF émergence incompléte.



Aalformation des élytres

Figure 28. Atteintes morphogénétiques notées chez les imalgok. migratoria suite a des difficultés
d’exuviation a la mue imaginale aprés traitemelfE&-Ht.

—» A ; B; C et D malformation des ailes.



2-2 Effet sur I'anatomie et I'histologie du tube dgestif
2-2-1 L’anatomie du tube digestif des larves témoget traitées

L'observation sous loupe binoculaire tibbe digestif des larves témoins te
migratoria aprés dissection montre que ce dernier s’étenfbrutl de la cavité orale jusqu’a
'anus. Son diameétre est variable, et sa longusatd est de 25 a 30 mm en moyenne chez les
larves de cinquiéme stade.

Commechez toutes les espéces d’insectes, le tube digksti orthopteres comporte trois
parties : le stomodeum, le mésentéron et le preciod
-Le stomodeum: comporte :

- un pharynx : trés court

- un cesophage : court et étroit etaaerquit par un jabot.

- un jabot : beaucoup plus volumineuge se continue en arriere par un gésier.

- un gésier : de méme taille que l®jabais a paroi plus épaisse. La partie antérieure
du gésier est marquée par un léger étranglemestqlumoins prononcé qui le sépare du
jabot.

-Le mésentéron : appelé également intestin moyen, il est de couldanchatre ou peu
brunatre. Il est toujours plus court que le stonumalel’intestin moyen comporte six ceecums
gastriques qui s’ouvrent entre le mésentéron egésier. Chaque csecum comprend un
segment antérieur plus développé que la parti€peste.

L’insertion de nombreux tubes de Malpighi tres gnélarque le passage entre le mésentéron
et le proctodeum.

-Le proctodeum : Il débute par l'intestin postérieur proprementetise poursuit pour former

le rectum, qui est trés rétréci. Ce dernier s'éatg nouveau pour donner 'ampoule rectale.

Le tube digestif des larves traitéesT& était flasque et atrophié, sa couleur étant
légerement plus foncée que celle des témoins. Tmsit@aucune anomalie décelable a
I'échelle macroscopique n'a été observée au nivemutubes digestifs des larves traitées a
'EM-Ht.

2-2-2 L’histologie du tube digestif des larves ténios et traitées
- L'intestin moyen proprement dit
Il se présente sous une forme arrorallec une lumiére importante (Fig. 29 A).

L’intima cuticulaire est absente a ce niveau. Aeopest dépourvue de villosités typiques et



constituée d’'un épithélium soutenu par un tissujaurtif et une musculature trés réduite.
L’épithélium mésentérique est pseudostratifié,stitué de cellules palissadiques hautes et
tres abondantes. Ces derniéres possédent a ledasesapicale un plateau strié ou une
bordure en brosse (Fig. 29B), leur noyau est vateon, allongé suivant la longueur de la
cellule, de position parabasale, para-apicale odiané. Un autre type de cellules dites de
régénération, disposées en amas de 4 a 7, esvélbsdong de la lame basale.

Le bol alimentaire est limité par une matrice péphique qui est ouverte dans certains
endroits.

La musculature de l'intestin moyen est trés rédwetie se limite a une couche de muscles
circulaires interne et une couche de muscles lodmiaux externe, sous forme d’lots
éparpillés régulierement autour de 'organe.

Le mésentéron des larves de cinquieme stade aegratoria traitées a I'lEM-Ht a présenté
des différences structurales notables comparatimermex individus témoins. Des Iésions
histologiques ont été remarquées. Une lyse apiaedecellules épithéliales avec rejet de leur
matériel cytoplasmique dans la lumiere mésentéaaété observée (Figs. 29 C et D). De
méme, les cellules épithéliales ont montré de nemd®s plages de lyse intracellulaire avec
une intense activité mitotique des nids de régdioérale traitement a également entrainé un
élargissement des espaces intercellulaires, ca désorganisé la structure de I'épithélium.
Les individus traités au TFB ont présenté un mésentavec une large lumiére résultant
probablement d’'un relachement des assises mussjldiepithélium mésentérale a montré

une désagrégation de ces cellules (Fig. 29 E).



Figure 29. Coupes histologiques au niveau du mésenteron desslde 5stade dd.ocusta

migratoria témoins et traitées a 'EM-Ht ou au TFB.

Photo A : Portion du mésentéron d’un individu témoin.
Photo B : Détail d’'une portion du mésentéron d’un individmtén.
Photo C : Portion du mésentéron d’un individu traité a 'EM-H
Photo D : Détail d’une portion du mésentéron d’un individaiti a I'EM-Ht.
Photo E : Portiondu mésentéron d’un individu traité au TFB.
Coloration de Malty

L : lumiere intestinalek : Epithélium intestinaleCE : Cellules épithélialesBB : Bordure en
brosse;V : Villosités; MCI : Muscles circulaires interne$JLE : Muscles longitudinaux
externes MP : membrane péritrophiquéM : Tubes de Malpigui

ECE : Ecartement des cellules épithélial®k-L : Sortie du matériel cytoplasmique dans la

lumiére intestinaleDM : Décollement musculaire.






- Les caecums gastriques

Les caecums gastrigues, au nombre xle ssint également dépourvus d’intima
cuticulaire (Fig. 30 A).
L’épithélium de la paroi est unistratifié, formamés grandes villosités qui s’alternent avec
d’autres plus petites représentant les crypteggénération. Les cellules de I'épithélium sont
prismatiques a plateau strié avec un noyau ovoildian ou para-basal. Les cellules basales
de régénération sont regroupées en nids. La muscellast trés réduite et composée d’'une
seule couche de muscles circulaires trés fine.
L’action de 'EM-Ht sur les caecums gastriques éataiins intense comparativement a celle
observée sur le mésenteron. Elle s’est traduite Ipadestruction de quelques cellules
épithéliales et une légere hypertrophie de cesi@es) ce qui a réduit considérablement
'espace luminal. Le décollement de I'épithéliumtdisu conjonctif a été noté aussi (Fig. 30
B).
L'effet du TFB sur les caecums gastriques s’esitéira une destruction de quelgues amas de
celleules épilthéliales apicales et une dilatatie’organe (Fig. 30 C).



Figure 30. Coupes histologiques au niveau des caecums gasritgs larves def Stade de

Locusta migratorigdémoins et traitées a I'EM-Ht ou au TFB.

Photo A : Portion d’'un caecum gastrique d’un individu témoin
Photo B : Portion d’un caecum gastrique d’un individu traitBEM-Ht
Photo C : Portiond’'un caecum gastrique d’un individu traité au TFB

Coloration de Maty

CE : Cellules épithélialesy : Villosités; TC : Tissus conjonctifDR : Nid de régénération;
MCE : Muscles circulaires externeBE : Décollement de I'épithéliumDCE : Destruction
des cellules épithéliales.






2-3 Effet sur I'évolution des titres des ecdystérdes hémolymphatiques

La régulation de la synthése et la dégtion de la cuticule chez les insectes est
dépendante de I'hormone de mue. Les titres dessemdydes mesurés chez les larves de
cinquiéme stade de migratoriatémoins étaient faible au cours des quatre pranoers de
la vie larvaire, des titres variants entre 4,27,26 1,1 £ 1,9 pg/ul ayant été enregistrés. Une
augmentation des titres fut observée par la suite,premiére hausse a 130,5 + 254,1 pg/ul
ayant été enregistrée atijéur, suivi d'une autre plus sélevée a 2373,5 9736 pg/ul au 8
jour (Fig. 31), les titres ont baissé par la s@itecours des deux jours précédant la mue
imaginale (18jours).
Chez les larves traitées aussi bien a I'extrait 8elH. tuberculatumgu’au TFB, les titres des
ecdystéroides enregistrés étaient nettement inféri@@ ceux des témoins, avec une
prolongation du stade larvaire. Une faible haus3e&5 + 725,8 pg/ul fut observée djdur
uniquement chez les larves traitées a I'extraiHdéuberculatumAucune des larves traitées

n'a réussi sa mue imaginale.
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Figure 31. Titre des ecdystéroides hémolymphatiques (pg 2fivélents/ul) chez des larves de cinquieéme
stade dd.. migratoriatémoins et traitées a I'EM-Ht (350 pg) ou au TBEB1Q) (moyenne * écart-type, n = 5-7).
(p>0,05, différence non significative, ANOVA).



2-4 Effet sur la composition biochimique de la cutiule : taux de chitine et de protéines
cuticulaires

Durant les cing premiers jours suivants le traiteimedes larves de °5stade
nouvellement émergées, les teneurs en protéingsilaites obtenues chez les larves traitées
au TFB ou a I' EM-Ht étaient supérieures a celles ttmoins (Fig. 32). Des teneurs variant
entre 6,9 + 1,7 et 11,8 + 4,6 pour les traitéeég®IHt durant les cinq premiers jours et entre
4,8 + 3 et 9+ 1,10 mg pour le les traitées au TRB été enregistrées. Ces teneurs se sont
maintenues éleveées jusqu’a la fin du cycle laevair
Chez les larves témoins, la quantité moyenne d#gipes cuticulaires est restée faible durant
les cing premiers jours du stade larvaire comparatent aux traitées mais une augmentation

vers la fin du cycle a été observée.
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Figure 32 Evolution de la quantité des protéines cuticalaie la cuticule abdominale des larves de cingeiém
stade dd.. migratoriatémoins et traitées a 'EM-Ht (350 pg) ou au TEBuUQ@) (moyenne + écart-type, n =5

larves). a et b : moyennes significativement défées (test de Tukep<0,05).

Inversement aux protéines, la chitindcalaire des cuticules abdominales chez les
larves témoins a connu une élévation progressiveadteneur au cours des cing premiers
jours, une valeur maximale de 6,28 + 0,72 mg agé&nhbbservée adf four, suivi d’'une chute
progressive de ses teneurs vers la fin du stade,swne dégradation graduelle de la chitine
pour la préparation de la mue suivante (Fig. 38s traitements a 'EM-Ht ou au TFB ont
réduit significativement les quantités moyenneschiine cuticulaire durant tout le cycle
larvaire chez les larves d€ Stade et ont inhibé le dépdt de chitine dans benticule

nouvellement formée. Cette réduction fut trés méeca la fin du stade larvaire.
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Figure 33.Evolution de la quantité de chitine de la cuticallelominale des larves de cinquieme stade de
migratoria témoins et traitées a I'EM-Ht (350 pg) ou au TEB1g) (moyenne + écart-type, n =5 larves). aetb

: moyennes significativement différentes (test d&ely,p<0,05).

2-5 Effet sur l'activité enzymatique de l'acétylchtinestérase et de la glutathion S-
transférase
2-5-1 Effet sur l'activité spécifique de I'acétylclolinestérase AChE

Les alcaloides et I'extrait méthanoéquorut ont réduit l'activité moyenne de
I'acétylcholinestérase chez les larves traitées. tAex d’inhibition de I'ordre de 38 + 10 % et
de 52 £ 9 % ayant été obtenus respectivement psualtaloides et I'extrait méthanolique
brut (figure 34).
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Figure 34. Taux d'inhibition de I'AChE par les alcaloides (I6Qig) ou I'extrait méthanolique brut de.
tuberculatum(1500 pg) chez les larves de cinquiéme stadk. dmigratoria (moyenne + écart-type, n = 10

larves). a et b : moyennes significativement difées (test de Tukep<0,05). AL : alcaloides.



2-5-2 Effet sur I'activité spécifique de la glutation S-transférase GST

L'activité de la GST mesurée dans letraits d'insectes obtenus de larves de
cinquieme stade de migratoriaaprés traitement aux alcaloides et a I'extraithaéslique a
montré une remarquable activation de cet enzyme ldwelots traités comparativement aux
témoins (Fig. 35). En effet, linduction la pluseete a été obtenue avec [I'extrait
méthanolique brut ou un taux de 211 + 47 % a étégestré. Pour les alcaloides, il semble
que cette voie de biotransformation ait été égalgnactivée puisque une induction

(activation) de 124 + 55 % a été obtenue.
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Figure 35. Taux d'activation de la GST par les alcaloides (Lp@®) ou I'extrait méthanolique brut de.
tuberculatum(1500 pg) chez les larves de cinquieme stadé.daigratoria (moyenne + écart-type, n = 10

larves). a et b : moyennes significativement déifées (test de Tukep<0,05). AL : alcaloides.

3- Etude de I'effet de I'extrait méthanolique brut de Haplophyllum tuberculatumet du
téflubenzuron sur la reproduction et les titres degcdystéroides chez les femelles de
Locusta migratoria.
3-1 Effet sur la reproduction

Le traitement a I'émergence d'imagos femellesEavIFHt ou au TFB a causé une
augmentation significative de la période de préosition, passant de 12,4 jours chez les
témoins a 21,3 et 22,9 jours chez les femellegwaia 'EM-Ht et au TFB, respectivement
(Fig. 36).

L'intervalle de temps séparant deuxtpsrsuccessives chez les femelles a été affecté

par les traitements. En effet, ces derniers ontremgé significativement ce délai chez les



séries traitées. Le® 2ythme était de 7 + 1,73 jours chez les traitébsxdrait méthanolique de
H. tuberculaturret de 12 + 0 jours chez les femelles traitéeskB. Aussi une diminution de
cet intervalle avec le rang de la ponte a été n@iige 37).

L’EM-Ht et le TFB ont également ent&itne diminution hautement significative du
nombre d’ootheques produites par femelle, passaniai chez les témoins a 2,8 et 1,5
ootheques/femelles, chez les individus traitéEM{Ht et au TFB, respectivement (Fig. 38).
Une diminution significative du nombre d'ceufs patheque a également été observée chez
les femelles traitées a 'EM-Ht ou au TFB ; on natessi une Iégére diminution du nombre
d’ceufs par ootheque en fonction du rang de la p@ge 39).

Les traitements ont de plus signifioatnent réduit la fertilité, particulierement dans
le cas de femelles traitées au TFB, pour lesquallesne éclosion n'a été observée (Fig. 40),
méme aprés prolongation de la période d’incubat®hez les témoins, I'éclosion a été
observée aprés 15 jours d’incubation. Le taux di§erece obtenu était de 86,37 %. Il est a
noter que I'éclosion des ceufs pondus par les feséthitées a 'EM-Ht a débuté avec un
retard de 8 jours comparativement aux témoinseeidrves de premier stade issues de ces

oceufs étaient naines.
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Figure 36. Période de pré-oviposition chez des femelled dmigratoria témoins et traitées a 'EM-Ht ou au

TFB (moyenne * écart-type, n=10). a et b : moysrsignificativement différentes (test de Tukey0,05).
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Figure 37. Intervalle de temps (en jours) séparant deux gostiecessives chez les femellesLdenigratoria
témoins et traitées a 'EM-Ht ou au TFB (moyennécart-type, n=10). a b et ¢ : moyennes signifieatient
différentes (test de Tukep<0,05 R : rythme de ponte.
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Figure 38. Le nombre moyen d'oothéques pondues par des liesnééL. migratoria témoins et traitées a
'EM-Ht ou au TFB (moyenne + écart-type, n=10)b &t c : moyennes significativement différentest(te
Tukey, p<0,05.
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Figure 39.Evolution de la fécondité (nombre d'ceufs/ootheqies) femelles de. migratoriatémoins et traitées
a 'EM-Ht ou au TFB (moyenne * écart-type, n=1@) @urs de pontes successives. a b et ¢ : moyennes

significativement différentes (test de Tukey0,05).
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Figure 40. Taux d'éclosion des ceufs chez des femellek. dmigratoria témoins et traitées a I'EM-Ht ou au
TFB (moyenne + écart-type, n = 380-7175 oeufd). @ ¢ : moyennes significativement différentest(ide
Tukey, p<0,05).

3-2 Effet sur le développement ovarien
Une différence claire a été observée pour le d@pelment des ovocytes terminaux entre les
femelles témoins et traitées durant le premier eeyghnadotrophique (Fig. 41). Une

augmentation rapide de la longueur de I'ovocytenieal a été observée chez les témoins



entre le 9 et le 12 jour aprés I'émergence, passant de 2,8 + 0,6 & BB mm. Chez les
traitées a l'extrait ou au TFB, la croissance descgtes s’est avérée tres lente et trés
graduelle comparativement aux témoins. Al jb2ir, les ovarioles des traitées présentaient
des ovocytes de taille tres réduite, par compamnaasx témoins, avec des longueurs de 1,0 £
0,1 mm et de 0,8 £ 0,1 pour les traitées a I'ekighiau TFB, respectivement. Ce retard de
I'ovogenese fut accompagné d’'une dégénérescenaevdeygtes terminaux. La proportion des
ovarioles présentant des corps de régression raditif2 + 8 % chez les traitées a I'extrait et
95 + 9 % chez les traitées au TFB, contre 9 + h#zdes témoins (Fig. 42).
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Figure 41.Longueur de I'ovocyte terminal (mm) chez les femglllel. migratoria témoins et traitées a I'EM-
Ht ou au TFB durant le premier cycle gonadotrophi@onoyenne + écart-type, n = 100 ovocytes). a b et

moyennes significativement différentes (test deeluf<0,05).
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Figure 42. Pourcentage d'ovarioles présentant des corps dessign chez des femelles de migratoria
témoins et traitées a 'EM-Ht ou au TFB durant terpier cycle gonadotrophique (moyenne + écart-types

100 ovarioles). a b et ¢ : moyennes significativendifférentes (test de Tukep<0,05.

3-3 Effet sur la vitellogenese

La vitellogénese est une phase d’assemnent ovocytaire résultant de I'accumulation
de réserves sous forme de protéines (dont la agtétline), de globules lipidiques et de
glycogéne, ces substances étant soit synthétissiesopocyte lui-méme, soit captées de
’hémolymphe (Racchaud-Scholler, 1980). La compamai des protéinogrammes de
’hémolymphe de femelles témoins et traitées agées3 et de 12 jours a montré une
inhibition de la biosynthése des protéines hémohatigues par le TFB. L'extrait
meéthanolique deH. tuberculatuma retardé la biosynthese des protéines sans omitef
linhiber complétement. En effet, les protéines zloette série sont apparues tardivement
entre le 8 et le 12 jour. Au 1Zjour, le profil des traitées a I'extrait était delable a celui
des témoins (Fig. 43).

Pour les protéines ovariennes, lesetreents au TFB ou a I'extrait méthanolique brut
de H. tuberculatumont entrainé une perturbation de lincorporati@s gbrotéines dans les
ovocytes, laguelle s’est traduite par une treddaglccumulation de celles-ci chez les traitées.
Le protéinogramme des femelles témoins de 12 jonirscidant avec la pleine vitellogénéese a
montré une tres forte accumulation des protéineg. @4). Cing bandes dont les poids
moléculaires sont proches des valeurs publiéesWhatt (1988), pour les six bandes de

vitellogénines (56 a 120 kDa), correspondent vraldablement aux vitellogénines.
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Figure 43. Profil électrophorétique des protéines hémolyntighas au 8et au 12 jour chez des femelles de
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Figure 44. Profil électrophorétique des protéines ovariermesS et au 12 jour de femelles dé&. migratoria
témoins et traitées au TFB ou a I'EM-Ht.

ST, protéines standard ; Te, témoins ; TFB, téfizbeon ; EM-Ht, extrait méthanolique brut Haplophyllum
tuberculatumLes chiffres a gauche indiquent le poids moléoeil@n kDa) des standards.

& : bandes dont les tailles correspondent alyppptides constituant la vitellogénine cHezmigratoria; ces

bandes sontrésentes chez le témoin alf jdur mais absentes chez les traitées.



Au 1Z jour aprés traitement les femelles traitées ptéasamt desovaires juvéniles (Figs. 45
B et C) tandis que les témoins présentaient degesvan phase finale de vitellogenése
(Fig.45 A)

Ovaire .
Ovaire

Figure 45.Ovaires des femelles de migratoriatémoins (A) et traitées a 'EM-Ht (B) ou au TEB) au jour
12.



3-4 Effet sur I'évolution des titres des ecdystérdes hémolymphatiques et ovariens
L’hémolymphe des femelles témoins &ffit des quantités faibles d’ecdystéroides
durant les onze premiers jours qui suivent I'émecge période qui correspond a la phase de
prévitellogénése et de vitellogénese. Un pic d@ 47,3 pg/ul a été enregistré a la fin de la
phase de vitellogenése (jour 12 ; Fig. 46) suivind’ chute subite apres la premiére ponte.
Chez les femelles traitées a 'EM-Ht ou au TFB,tires d’ecdystéroides hémolymphatiques
sont demeurés faibles pendant toute la périodeaevement (Fig. 46).
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Figure 46. Titre des ecdystéroides hémolymphatiques (pg étgrits de 20E/ul) chez des femelles lde
migratoria témoins et traitées a I'EM-Ht ou au TFB, duranptemier cycle gonadotrophique (moyenne + écart-

type, n =05). a et b : moyennes significativenuifiérentes (test de Tukeyp<0,05.

Dans les ovaires, les titres d’ecdystirs étaient trés faibles chez les séries témoins
et traitées au cours de la période de prévitellegeénou les ovaires sont encore au stade
juvénile et les ovocytes terminaux sont translugidéne premiére augmentation fut observée
entre le 8et le 16 jour aprés I'émergence chez les témoins, et ud@i22,1 + 5,1 ng/mg fut
enregistré au f2jour, suivi d'une chute brusque des titres afi jp8r suite a la premiére
ponte (Fig. 47).

Pour les séries traitées, le contenu des ovairesaystéroides est resté faible durant toute la
période d'échantillonnage. Toutefois, un faible pi@été observé avant I'ovulation chez les
traités a 'EM-Ht (Fig. 47).
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Figure 47. Titre des ecdystéroides ovariens en ng équivamt®0E /mg chez des femelles ldemigratoria
témoins et traitées a 'EM-Ht ou au TFB durant ferpier cycle gonadotrophique (moyenne * écart-type; 4

-7). a et b : moyennes significativement différertest de Tukey<0,05).






Discussion

1-Caractérisation phytochimique de la plante Haplophyllum tuberculatumet analyse
guantitative et qualitative de ses différents extras
1-1 Caractérisation phytochimique de la planteHaplophyllum tuberculatum

Le screening phytochimique He tuberculatuma montré la présence notable des
flavonoides, des tanins totaux, des anthocyanedegtalcaloides et I'absence totale des
saponosides, des iridoides et des coumarines. BI(EI87) a également signalé la richesse
de H. tuberculatumen huiles essentielles. Benaat al. (2011) ont rapporté quuta
graveolengrésente des alcaloides, des flavonoides, demsagindes coumarines.
Le rendement en composés phénoliques totausk deiberculatunobtenu était d&,39 %, ce
qui est inférieur a celui obtenu politravia Retusa19 %), extrait par le méme solvant (
Hadj Salem, 2009). Il est par contre supérieur lai agbtenu par Cvetii et Viadimir-
Knezevt (2004) lors d’'une extraction éthanolique des cosépghénoliques de la Rutaceae
Citrus paradisi (3,92 %). Toutefois, Chaaib-kouri (2004) a obteshurant une extraction par
le méthanol un rendement, proche de celui citgacir la planteZanthoxylum Zanthoxyloides
(Rutaceae) (6,19 %).
Les rendements des différentes fractions flavagois restent bas potir tuberculatumen
les comparant a ceux des autres especesutdzeae. Poufagara zanthoxyloidefRutaceae)
Igor-Passi (2002) a obtenu 24 % pour l'extraitcédlate d'éthyle et 8 % pour I'extrait
butanoligue au cours d'une extraction méthanolidqupide-liquide. Les travaux de
Benhammotetal. (2009) ont montré une grande difféerence dansdiedeaments en composés
phénoliques de la plantstriplex Halinus ils ont rapporté 24 % pour I'extrait méthanolique
et uniquement 2,66 % pour la fraction d’acétatgtd/le et 1 % pour la fraction butanolique.
Les alcaloides sont des constituants communs destdess especes de Rutaceae, leur taux
chezH. tuberculatuma été évalué a 0,37 %. Certaines especes deddatawntrent une plus
grande richesse en alcaloides ¢tuguberculatumc’est le cas ddéraliopsis soyauxii pour
laquelle un rendement de 1,47 % a été obtenu (\taptal., 1976), et la plantéMedicosma
subsessiliqui présente 1,31 % d’alcaloides (Nguyen, 20023ufdes especes, par contre,
présentent des faibles rendements en alcaloidest, € cas de la plantétriplex halimus
pour laguelleBenhammotetal. (2009) ont obtenu 0,25 %.
Cette différence dans les rendements d’extracties substances secondaires chez les
différentes espéces de plantes s’expliquerait s@ertains auteurs par les conditions

pédoclimatiques, le stade de croissance de lagylémtsolvant et la méthode d’extraction



utilisés (Benaziret al., 2011). lls dépendent aussi de la partie de datpl utilisée. Pour
Harnamdig les rendements en alcaloides obtenus étaient dé @@ur les écorces de tiges,

2 % pour les écorces de racines et 0,21 % pouelgdes. PouRuta graveolen8enaziret

al. (2011) ont trouvé que les alcaloides, les flavoe®i¥t les acides gras sont tres représentés
dans les feuilles, les terpéenoides sont tres almbsdians les racines. Cependant, les racines
sont trés riches en quinones et en stéroides.

La teneur en composés phénoliques de 'EM-Ht astiénée a 74,45 + 1,4 mg EAG/g, cette
teneur étant supérieure a celle Bata montana(Rutaceae) récoltée dans la région de
Laghouat pour laquelle le taux en composés phéamedica été estimé a 3,13 mg EAG/g
(Djeridaneet al., 2005). Aussi, elle est supérieure a celle troupéer la planteAtriplex
halimusdont la teneur varie entre 3,77 mg EAG/g pouttigss et 10,12 mg EAG/g pour les
feuilles (Benhammowet al., 2009). Elle se trouve comparable a celle troyvae Sadek et
Makris (2009) poufFortunella margaritaqui ont rapporté une teneur variant entre 77,42+ O
mg EAG/g et 106 + 0,5 mg EAG/g.

La teneur en composés phénoligues d'une plantendégien certain nombre de facteurs
intrinseques (génétique) et extrinseques (condit@imatiques, la maturité a la récolte et les
conditions de stockage) (Fallebal., 2008 ). La distribution des métabolites secondgeg
changer pendant le développement de la plante.geetiétre lié aux conditions climatiques
dures, particulierement la température élevéepbsition solaire, la sécheresse et la salinité
qui stimulent la biosynthese des métabolites semiogsl tels que les polyphénols (Fallketh
al., 2008). Ceci a été d'ailleurs confirmé par les @&avde Perezetal. (2007)qui ont montré
I'effet du traitement de pré-extraction (irradiatimnisante) et du solvant d’extraction, sur la
concentration en composés phénoliques totaux éarextraits du romarin.

Le criblage phytochimique de I'extrait méthanoliqueit et de ces différentes fractions sur
plague CCM a mis en évidence la présence d’acidésqgts qui sont apparus sous forme de
bandes de fluorescence bleue sous uv a 254 nmfletvdeoides : flavonols et flavones sous
forme de bandes de couleur brune a 254 nm seloonwethal. (2003). Parmi les flavonoides
révélés figurent la quercitine et la rutine. La mpitene était majoritairement présente dans les
phases d’'acétate d’éthyle et d’éther diethyligueeZRuta graveolensBenaziret al. (2011)

ont révelé la présence de flavonoides et de tat@ns I'extrait métanolique brut. Les acides
phénols sont apparus sous forme de taches bleugssigo

Le profil chromatographique de I'extrait alcaloidey brut a permis de constater gde

tuberculatumest assez riche en alcaloides. Leur identificat®peut étre faite qu'apres



analyse avec des techniques plus pousseées tella @RG-SM ou I'HPLC. Par ailleurs, les
travaux de Al Yahiaet al. (1992), de Al Shammat al. (1979), de Seriha et Abou Amer
(1984), de Sherihatal. (1987) et de Al- Rehailgtal. (2001) sur la méme plante récoltée de
I'Arabie Saoudite et de I'lrag ont montré sa rickee®n alcaloides suivants : I'aplotubinone,
I'haplotubine, la tubérine, la tubacétine, la tubasine, les quinolines, les quinoldiones, les

fluidrisines, les skimianine et I'’evoxine.

1-2 Analyse qualitative des différentes fractionde I'extrait méthanolique brut

Les plantes sont une trés riche sowrne métabolites secondaires : alcaloides,
flavonoides, saponines, phénols, huiles essemtiedec de tres intéressantes activités
biologiques. La concentration en ces composésrestuariable durant la croissance des
plantes. Hamrouni-Sellangt al. (2009) ont demontré l'influence du stade végétatides
facteurs climatiques sur la production et la liiéra de ces métabolites. Quarante trois
composés ont été identifiés par GC-MS dans lesérdifites fractions de ['extrait
méthanolique deH. tuberculatum La fraction butanolique, composée essentiellentkent
sucres liés a des formations cycliques, était les plche en composeés. La fraction acide
phénoliqgue semi purifiée est composée essentiefienifacide 1,2-benzenedicarboxylique,
mono(2-ethylhexyl) ester] (acide benzoique), d'acméique, d’acide hexadécanoique et
d’acide dodécanoique (acides gras). Le 2-Decénplidgntifié dans cette fraction, a été
eégalement trouvé dans I'extrait méthanolique ds bi@Ailanthus altissimgar Cabonet al
(2012). Ces auteurs ont démontré que cette molétaiea I'origine d’une puissante activité
nématicide contre les juvéniles Mieloidoyne javanica
Les fractions éther diéthylique et acétate d'éti{fAigs. 20 et 22) sont les moins riches en
composes, la deuxieme étant essentiellement aséstde [pentane, 2,2,3,3-tetramethyl-] et
d’acide 2-cétohexanoique. Ces alcanes, alcoolsiéés carboxyliques sont des constituants
majeurs des cires couvrants les parties aérieregepldntes et assurant leur protection contre
les insectes et les maladies (Kunst et Samuelg)200
Le composant majoritaire de la fraction éther dikne est lacide 1,2-
benzenedicarboxylique, diisooctylester. Ce derooenposé ainsi que I'éthg-D-glucopyra-
noside, I'lacide hexadécanoique, ethyl ester][atide oléique, méthyl ester] ont été rapporté
par Hemaet al. (2011) lors de l'analyse par GC-MS de I'extraihatolique deMurraya
koenigii (Rutaceae) et pour laquelle trente composés éntdéntifies. Ces mémes auteurs
signalent que 'acide hexadécanoique- ethyl estéacde oléique-méthyl ester sont dotés de



propriétés pesticides, nématicides et insectifugbesriha et Abou-Amer (1984) ont identifié
guatre lignanes de I'extrait chloroformique de #atig aérienne fleurie dd. tuberculatumet
qui sont : la diphylline, la justicidine A, la jusidine B et une nouvelle lignane nommée la
tuberculatine.

Benaziret al. (2011) ont quant a eux démontré que I'extrait méttique des feuilles deuta
graveolengRutaceae) était trés riche en acides gras. L'déiddique et I'acide caféique sont
les majeurs acides phénoliques détectés chezastéee par Proestesal. (2006), pour les
falvonoides, la quercitine et la rutine restentdesposeés les plus abondants.

Canoet al. (2006) ont pu isoler quatre flavones de la paéigenne de la rutacé&senbeckia

berlandieri ssp acapulcensis

2- Evaluation de l'activité insecticide de I'extrai méthanolique brut de Haplophyllum
tuberculatumet du téflubenzuron et de leurs effets sur quelqevariables physiologiques
et endocriniennes chez les larves de cinquieme séadeLocusta migratoria
2-1 Activité insecticide et atteintes morphogénétiges

Il est admis que les régulateurs dessamce sont caractérisés par le fait qu’ils ne
tuent pas directement I'insecte cible mais interfiéavec certaines voies de son processus de
croissance et de développement. Ils agissent autrds organes cibles autres que le systeme
nerveux (Graf, 1993), ce qui apparait clairememaeers les résultats des tests de toxicité du
TFB qui n’ont montré aucune mortalité durant lanpiere semaine suivant le traitement. Les
mortalités ont débuté a I'approche de la mue, % de mortalité ont été obtenus entre le
10° et le 12 jour pour I'ensemble des doses testées a I'exmepte la plus faible, pour
laquelle les 100 % ont été obtenu ali jbdir. La mort des larves est survenue au moment d
I'exuviation.
Les résultats obtenus sont comparables a ceuxésopar de nombreux auteurs ayant testé
différents composés appartenant au groupe des Ydpheaylurée (BPUs). Le diflubenzuron
(DFB), un autre inhibiteur de croissance de la mémelle chimique que le TFB perturbe le
développement des pupes d@enebrio molitorlorsqu’il est administré par injection, par
trempage ou par application topique, la mort suamémvant ou au moment de I'exuviation
ou durant les premiers jours aprés I'émergences suitine exuviation anormale. Il a été
remarqué également que l'efficacité de ce composéde avec I'avancement dans I'age de
la pupe, 90 % de mortalité ayant été enregistrés ane concentration de 10 g de DFBII
(Soltaniet al., 1983).



Les résultats des essais réalisés par les BPUsenbue ces derniers peuvent remplacer les
insecticides classiques pour le « traitement eridsas » en lutte contre les locustes a cause
de leur effet rémanent suffisamment long. Les tests cages ont montré que I'efficacité du
traitement par le DFB et le triflumuron dans lel swest de Madagascar sur parcelles apres
0,14 et 28 jours est respectivement 100, 70 8b§B8cherer et Célestin, 1992).

Les essais menés sur terrain par Datral. (1997) en utilisant le fenoxycarbe a trés faibles
doses ont montré un grand nombre d’altérations hog@niques chez les bandes larvaires du
dernier stade dk. migratoria, génant le saut et le vol; les insectes traitaegt dans une
tres mauvaise forme physique et étaient devenus puoe facile pour de nombreux
prédateurs.

Nassehet al. (1992) ont démontré que le triflumuron et le TFB @ermis d’obtenir une
mortalité de 100 % sur les populations du crigueenin Schistocerca gregarigssues d’'un
élevage de laboratoire au bout de quatre joursaiternent.

En plus des locustes, le TFB s’est révélé tregtaxiis-a-vis d’autres especes d'insectes. En
effet, les travaux de Chatal. (1993 et 1995) ont montré que le TFB est tresatk contre

les larves deCulex quinquefasciatug&edes aegypet Aedes albopictudl agit en inhibant le
développement normal des larves de moustiquessafdrigles doses. Le produit a montré

également une activité résiduelle de haut niveau.

Les plantes représentent une source riche de niegduoactives ou métabolites
secondaires qui peuvent affecter la croissanadgeveloppement, le comportement et agissent
comme antiappétants, toxines ou régulateurs desamace. Ces molécules naturelles peuvent
remplacer des insecticides classigues et semhienté@pables de résoudre les problemes de
'environnement causés par les pesticides de syatfl@ampagnet al., 1992 in Kimet al.,
2005).

L’extrait méthanolique brut dd. tuberculatumadministré par ingestion forcée aux larves du
dernier stade dke. migratoria aux doses 350, 500, 1000, 1250, et 1500 pg/lawesenté

des effets différents selon la dose administréeefiat, les deux premieres doses 350 et 500
pg/larve ont présenté un effet régulateur de cross analogue a celui du TFB, mises a part
guelques faibles mortalités qui ont été enregistdagant les premiers jours pour ces doses.
Les mortalités les plus élevées ont été enregsstaée moment de la mue, 80 % ont été
obtenus le 12jour pour la D1 et 89,89 % aujdur pour la D2. Les larves traitées meurent



soit suite a un blocage de la mue soit elles neigrament pas a effectuer leur mue complete,
elles présentent plusieurs malformations et $es$ par mourir quelques jours apres.

Les fortes doses D3, D4 et D5 ont présenté uneitgctinsecticide trés intéressante avec une
relation dose-réponse. L’action de ces doses @@toce comparativement aux deux
premieres. Des mortalités corrigées de l'ordre €8e%8 90 % et 94 % ont été obtenues
respectivement al’97° et 5'jour apres traitement.

L’effet régulateur de croissance de I'extrait éthlaque deH. tuberculatuma été signalé par
Mohsenet al. (1989) surCulex quinquefasciatua des concentrations comprise entre 50-
2000 mg/l, cet extrait ayant entrainé également aterations morphogénétiques. Cette
action régulateur de croissance pourrait étre duéa Pprésence chez les plantes de
phytoécdysones, des phytojuvénoides et des antiim@srjuvéniles (Varma et Dubey, 1998).
Ce profil d’effet selon les doses a été égalemigniage par Céspedesal. (2004 et 2005).

En effet, I'extrait méthanolique de la partie agnie deRoldana barbar johanni§Asteraceae)
contenant : le sargochromenol, I'acide sargahydmmjgue et I'acide sargaquinoique montre
une activité régulateur de croissance vis-a-vislae®s deSpodoptera frugiperdantre 5 et

20 ppm et une activité insecticide (létale) entbee? 35 ppm. La recherche des sites et de
mécanisme d’action de ces métabolites secondasgmmnsables de I'activité insecticide ou
de l'activité régulateur de croissance indigue gluesieurs composés phénoliques de cette
plante étaient impliqués (Céspedeal., 2004).

L’extrait méthanolique des racines et de la paséeienne deMyrtillocactus geometrizans
(Cactaceae) a présenté également une activité atégul de croissance en inhibant
complétement le développement des larves Sfmdoptera frugiperdaet Tribolium
castraneunentre 5 et 50 ppm et une activité insecticide aigntre 50 et 300 ppm (Céspedes
etal., 2005).

Sur criquets, des résultats similairesraitres ont été obtenus par de nombreux auteurs
qui ont travaillé sur diverses espéces végétaleeftet, I'action insecticide de I'extrait brut
des feuilles deCalotropis procerasur les larves du dernier stade 8e gregarias’est
manifestée avec un taux de mortalité¢ de 100 % au e 15 jours apres le traitement
(Abbassiet al, 2004). Les alcaloides extrait de la méme plaisi @ue deZygophyllum
gaetulumet dePeganum harmalant causé une mortalité significative des jeunssgos de
S. gregaria(Abbassiet al., 2003a). Il a été trouvé également que I'extra$ graines de
Peganum harmalaetarde la mue imaginale de 8 jours chez les sadeecinquieme stade de
S. gregariaet les 100 % de mortalité ont été atteints € jdGr aprés traitement. Une

réduction



de l'activité physique et une diminution du poidg été également constatées chez les larves
traitées (Abbasset al., 2003b). Sur cette méme espéce de criquet, ungl@xie action
insecticide a été trouvée par Barbouehal. (2001) en utilisant I'extrait méthanolique des
feuilles deCestrum parquou les 100 % de mortalité ont été obtenus dandelm de 2 a 4
jours sur les larves de dernier stade larvaire.

L’efficacité des extraits de plantesitre les insectes dépend de I'espece de la plante,
de la partie de la plante et du solvant utilisé nf¢hpakornet al., 2010). Les extraits
botaniques bruts sont un mélange d'un grand nordbr&composés qui agissent sur les
insectes par une cascade de mécanismes compleassistrés difficile de spécifier la relation
de sensibilité entre les extraits bruts et le miéoa@ d’action de ces extraits qui représentent
un mélange complexe de composés phénoliques, fiédes, furanocoumarines ....etc. Ces
composeés sont capables de générer méme des radiioasxd’'G; qui peuvent avoir une
influence sur la biologie de l'insecte (Leszczyakal., 1999 in Tewaryetal., 2005).

Des fractions purifiées d’extraits damiks peuvent engendrer une toxicité plus élevée
gue celle de I'extrait brut. Polttybanthus parviflorugViolaceae), il a été constaté que tous
les extraits éthanoliques induisent une forte ntitdtaCependant la mortalité provoquée par la
fraction butanolique purifiee a partir des tanribses de I'extrait éthanolique est beaucoup
plus élevée (90 %) que celle de la fraction aquébs&o). Ce résultat est en relation avec le
taux élevé des polypeptides macrocycliques prés#ems cette fraction butanolique. Ces
cyclopeptides sont impliqués dans les mécanismesdélense des plantes contre les
bioagresseurs et qui sont responsables de I'actingecticide de cette plante (Broussalis
al., 2010).

Les flavonoides partiellement purifiés obtenus dipde Caloptropis proceraAit) se sont
avéres plus toxiques que les 6 flavonoides staad@etl que la quercetine, la rutine et la
guercetrine) sur les adultes et les ceuf€akosobrochus chinensit.); une exposition de 48
heures a ces flavonoides a engendré 100 % de iridhe réduction significative de
I'oviposition a été observée pour les doses alienb a 10 mg/ml (Salunleat al., 2005). Les
flavonoides ont un role clé dans les réponses aoanismes du stress des plantes; ils alterent
la mue chez les insectes et causent la mort (S¢drygng 1996 in Salunletal., 2005).

Autre le groupe des Orthopteres, l'efficacité insgde des extraits méthanoliques ou
éthanoliques bruts de diverses espéces de plaété mpportée par de nombreux auteurs
contre différentes espéces d'insectes. Tewaay. (2005) précisent que les extraits



botaniques de cing plantes de I'ouest de I'Himal@erberis lyciumL., Hedera nephalens
L., Acorus calamud.., Zanthoxylum armatuni., Valeriana jatamansiL.) présentent une
activité insecticide vis-a-vis Aphis craccivora.

SurMyzus persicaet Aphis gossypiiles extraits méthanoliques des feuilles=g®is carica,
des fruits defFastia japonicaet deGardenia jasmonoideprésentent une puissante activité
insecticide (Kimetal., 2005).

L’activité insecticide des différents extraits @aenopodium ficifoliuna été évaluée par Le-
Danget al. (2010) vis-a-vis dAphis gossypiiL’extrait méthanolique et éthanolique a 5000
pg/ml ont donné l'activité la plus élevée, 80%; xignospholipides étaient a l'origine de

cette activité.

2-2 Effet sur I'histologie du tube digestif

Le traitement des larves du derniedestdelL. migratoria a 'EM-Ht ou au TFB a
montré des effets différents selon la moléculesdd. Avec 'EM-Ht, les larves ont présenté
des symptémes typiques d’'un empoisonnement gastridas diarrhées et les larves n'ont pas
éte récupérées. Letal. (2010) ont observé en plus de ces symptomes dasgitations chez
les larves deMythimna separatatraitées avec la fraxinellone extraite des racidles
Dictamnus dasycarpud&Rutacée). Aucun symptome n’a été observé chezditées au TFB,
les larves ont survécue jusqu’a la fin du stadealee. Les observations histologiques au
niveau du tube digestif ont montré que ces larve®te susceptibles aux molécules testées et
gue les deux traitements ont eu des effets toxiqedains sur les épithéliums du mésentéron
et des caecums gastriques. Les traités au TFBrésenté un mésentéron avec une large
lumiére résultant probablement d’'un relachement desises musculaires. L’epithélium
mésentéral a montré une désagrégation de ceseselul la matrice péritrophique a été
egalement détériorée. L'action du TFB sur les camcgastriques était comparable a celle du
mésentéron, une destruction des celleules épiéigliat une dilatation de I'organe ont été
notées. La matrice péritrophique formée de chiéhéde protéines (Hagedes al, 2009) et
séparant les aliments de I'épithélium intestinakjain réle clé dans la biologie intestinale de
l'insecte : elle protége I'épithélium intestinalsddommages mécaniques et la prolifération
des pathogénes et elle joue le réle d'une membsangperméable régulant le passage de
molécules entre les différents compartiments desdcte (Lietal., 2010). Des perturbations
des fonctions de la matrice péritrophique protége@pithélium de I'intestin moyen, suite a



l'inhibition de la synthése de chitine induite p@aiDFB chezOxya japonicaOrthoptera) ont
été rapportées par Lim et Lee (1982).

Les effets causés par I'EM-Ht sur le mésentérolesicaecums étaient comparables a ceux
exercés par de nombreux extrait végétaux et desdns d’extraits sur des criquets. Sur
migratoria et S. gragaria,Nasiruddin et Mordue (1993) rapportent que 'azachtine cause
des nécroses aux cellules épithéliales associéesbdocage des mitoses et qu’ il en résulte
une réduction du nombre de cellules de régénératams les nids de régénération. Ces
nécroses étaient accompagnées d’un vieillissenetiépithélium et d'une destruction de la
musculature. Ces effets ont produit un tube difefstigile incapable de fonctionner
normalement en terme de capacité et d'efficacigestive. Des signes typiques de nécroses
cellulaires ont été également notés par Idrissishiais et Hermas (2008) au niveau du
mésentéron d&. gregariasuite a une alimentation d@eganum harmalaChaib (2005) a
montré que le tube digestif des imagosSlegregariaayant subit une ingestion forcée de
I'extrait saponique brut d€estrum parquiidevenait ramolli, et I'étude histologique réalisée
sur le tractus digestif de ces individus a misddence une dilatation des caecums gastriques
qui montre une lumiére bien visible accompagnéena’baisse de la hauteur des plis
épithéliaux apreés six heures de traitement. Detunpations cellulaires et des éclatements
épithéliaux ont été également repérés apres 24edelrauteur suggere que toutes ces
perturbations notées semblent étre dles a une ematjgin des saponines avec le cholestérol
membranaire qui aurait pour conséquence l'ouvertgrdreches au niveau des membranes
cellulaires ce qui accentue les échanges avedieunaeixtracellulaire. Ces breches finiront par
aboutir a une perte de l'intégrité de la membrare mort de la cellule.

Des effets comparables a ceux rapportés ici onblésérvés sur d’autres especes d’insectes
avec des alcaloides et des extraits végétaux bsis. le tube digestif deCulex
guinquefasciatus/)extrait méthanolique brut déMelia azedaracha entrainé de séveres
dommages. Les effets se sont caractérisés pardiemd dramatiques qui ont affectées les
cellules de I'épithélium. Les cellules ont préseaiédépart une vacuolisation abondante, une
destruction apicale avec passage de leur contdlulage dans la lumiére intestinale suivi a
la fin par une mort cellulaire (Al-Mehmadi et Ak#tlaf, 2010).

Une sévere cytotoxicité avec une intense vacu@isatlu cytoplasme et l'apparition
importante de lysosomes ont été observés au nigEad’intestin moyen dePlodia
interpunctellasuite & un traitement a I’harmaline ou a I'harmitheux alcaloides extraits de la
Zygophylacea®eganum harmaléRharrabeetal., 2009 ; Bouayaétal., 2012). Les



vacuoles autophages et les lysosomes sont rarggné&sents chez les sujets témoins, leur
présence étant souvent associée au stress, dissaésilent ou a la mort cellulaire (Nasiruddin
et Mordue, 1993 ; Ligt al, 2010). L'exposition a ces deux alcaloides a emér&galement
une chute de poids des larves, une perturbationbletde développement, une sévere
réduction en protéines, en glycogene et en lipieiesine réduction de lactivité deal’
amylase. L'épuisement de ces réserves énergétmuesait étre dd selon ces auteurs a la
forte mobilisation de ces métabolites pour compelissuffisance en nutriments entrainé par
le stress causé par ces alcaloides et qui s'ektitti@ar une action cytotoxique sur les cellules
épithéliales. lls suggerent également que la t&mlude l'activité enzymatique deamylase
n'est pas due a une interaction entre les alcaodidenzyme mais a leur effet cytotoxique
sur les cellules épithéliales qui a entrainé unérgédésorganisation des organites impliqués
dans la protéosynthese.

Malgré la diversité des substances d’'origine védgétaffet histo- et cytotoxique vis-a-vis des
insectes, en l'occurrence au niveau des celluleségithéliums digestifs, il n'y a pas de
réponse claire et parfaite en ce qui concerne ldenthaction de ces substances au niveau
cellulaire et les mécanismes d’action sont encowgarfaitement compris. Il est possible que
les effets induits par I'EM-Ht sur le mésenteronlet caecums gastriques résulte d’'une
fixation de I'un de ces constituants aux membramedisilaires via une interaction récepteur-
métabolite ou bien d’'un processus purement intialeée.

Nicolas (1995) s’est référé aux études toxicologgyeffectuées sur les mammiferes pour
comprendre le mode d’action de la concanavalinéeétitie) sur la structure du tube digestif
du puceronAcyrthosiphon pisumEn effet, cette lectine provoque la rupture plas
désintégration de la bordure striée de la surfacEake des cellules épithéliales entrainant une

altération du cytosquelette suivie d’'une lyse daite.

2-3 Effet sur I'évolution des titres des ecdystérdes

La glande prothoracique secréete exclusivéheadysone, I’hydroxylation de I'ecdysone
en sa forme active faisant dans les tissus péigpes (Chincetal., 1974 ; Kingetal., 1974).
Chez L. migratoria cette conversion est faible au début de chaguie sth augmente au
moment des pics d’hormone et chute brusquementauemt des mues (Feyerinsenal.,
1976).
Chez les larves témoins, les titres des ecdys&sagdnt restés tres faibles durant les deux

premiers tiers du stade larvaire, un pic de 23I73,3097,63 pg/ul a été observé &yoBir



suivi d’'une chute brusque des titres avant la nmgginale. Ce profil des titres obtenu est
similaire a ceux trouvés par Baedtral. (1979) ; Gandetal. (1979) ; Cassiegtal. (1980) et
Sieber et Rembold (1983) polur migratoria et S. gregariaet qui ont signalé des taux en
ecdystéroides peu élevés pendant le premier tiedeahier stade larvaire. Ces taux s’éléevent
au cours des jours suivants et atteignent une vateximale 48 heures avant I'exuviation.
Cette élévation se synchronise avec le dép6t dedselle cuticule.

Le cycle de mue chez les larves de cinquieme gdede migratoria se déroule en trois
phases selon Sieber et Rembold (1983). La prenpéeese se déroule en présence de faibles
titres d’ecdystéroides et elle correspond au dégés couches post exuviales de
'endocuticule. La deuxiéme correspond a l'apolgselle débute avec une légere élévation
des titres d’ecdystéroides. Au cours de la troisigrmase, le dépbt des nouvelles couches de
I'epicuticule et de procuticule est accompagné d'gnande élévation des titres de la 20
hydroxyecdysone. Le profil des ecdystéroides dessade 5stade témoins qu’on a obtenu
au cours de leur dernier cycle de mue est conf@rhaedescription faite par ces auteurs.

Les travaux de Feyereisen et Hoffmann (1977) kurmigratoria ont montré que
'augmentation des titres de 'hormone de mue dulgpremiere moitié de la vie larvaire des
larves du 5stade induit I'activité de la 20 ecdysone monagnase, laquelle est responsable
de la conversion de I'ecdysone en 20-hydroxyecdysanmoment des pics hormonaux. Une
augmentation de I'hydroxylation de I'ecdysone a@éervée au®jour par ces auteurs. La
présence de la 20-hydroxyecdysone augmente laesatte chitine vitro chez les larves de
L. migratoria tandis que la présence de I'ecdysone reste sans affet (Cassieet al.,
1988). Les titres les pus élevés en ecdystéromdsasteints quelques jours avant I'exuviation
au moment de la digestion de I'ancienne cuticula ehise en place de la nouvelle cuticule.
L’exuviation se déroule en présence de faiblesanixad’ecdystéroides (Cassieraét 1980)
Chez les larves témoins, une chute brusque des titrété signalée ad jur et des mues
imaginales réussies ont été notées a partir dodO

Les traitements a 'EM-Ht et au TFB ont inhibé le @’ecdystéroides observé atj8ur chez

les témoins. En effet, les titres enregistrésadutoute la période du développement larvaire
sont demeureés tres faibles. Seules les larvesdrmid I'extrait méthanolique brut dé
tuberculatum ont présenté une faible hausse de 308,42 + @25g7ul au 8 jour. Une
inhibition et un blocage de I'exuviation ont étésebvés chez les lots de larves traitées, ce qui

confirme l'interférence de ces molécules avec tslones controlant la mue.



Les travaux de Cassietal. (1988) ont mis en évidence la complexité de lati@h entre les
ecdystéroides et la biosynthése de la chitinecamscd’'un cycle de mue. En effet, la 20
hydroxyecdysone stimule la biosynthése de chittr&implique au cours de I'association de
la chitine avec les protéines cuticulaires. Ceswagt ont démontrén vitro que l'effet
inhibiteur de la biosynthese de la chitine parifiilblenzuron s’exerce en absence et méme en
présence de la 20-hydroxyecdysone.

Les larves traitées a 'EM-Ht et dont I'exuviatiarété bloquée ont présenté une petite hausse
des niveaux d’ecdystéroides atijur. Celle-ci reste toutefois faible et insuffisa pour
induction des changements morphologiques desilesliépidermiques et le contrdle de la
cuticulogenese (Wielgust al., 1979). Les effets obtenus avec 'EM-Ht sont siinds a ceux
observés avec l'azadirachtine. En effet, I'azaditiae réduit les titres des ecdystéroides
hémolymphatiques et retarde I'apparition des prsdfernet al, 1982 ; Dornet al., 1986 ;
Garciaetal., 1986 ; Koolmaretal., 1988 et Penest al, 1989a). Morduet al. (1986) ont
démontré que l'injection de I'azadirachtine aursodu dernier stade larvaire peut engendré
des effets morphologiques différents cthezmigratoria en fonction du moment d’injection.
Les titres se trouvent spectaculairement réduitirgiection est faite au début du stade
larvaire.

Les larves traitées au TFB n’ont présenté audgmesde mue, les titres enregistrés étant
insuffisants pour 'induction de la cuticulogené®éutting et al. (1991) ont rapporté que les
traitements a base de diflubenzuron prolongent ueéal du dernier stade larvaire de
Periplaneta americanat réduisent les titres diif@c des ecdystéroides hémolymphatiques.
Les faibles titres en ecdystéroides obtenues apwgement au TFB et a [I'extrait
méthanolique ont affecté la synthése de la chiingar conséquent la sécrétion cuticulaire et
I'exuviation normale chez les traitées.

L’exuviation qui inclus la résorption du liquidewsiale, la digestion de I'ancienne cuticule et
la mise en place de la nouvelle cuticule est r@gie un nouveau groupe d’hormone dont
’hormone d’éclosion (Sieber et Rembold 1983). Qk=ux auteurs ont rapporté que
linhibition de I'exuviation chez les larves du gméme stade dé. migratoria traitées a
'azadirachtine n’est pas due uniquement au blocEgeecdystéroides intervenants dans la

mue mais également aux hormones d’éclosion.

2-4 Effet sur la composition biochimique de la cutiule
La chitine est un polymere de N acgtglucosamine, elle est le composé majoritaire

de la cuticule (Merzendorfer et Zimoch, 2003), ellene importance vitale dans le cycle de



vie des arthropodes (Londershuseal., 1989), et représente jusqu’a 85% de la masske tota
de la cuticule (Spindler et Spindler-Barth, 1996).

Nghr et Anderson (1993) signalent que le poidsdsec échantillons de cuticule : fémur et
ailes des larves dé€ Stade dé.. migratoriaest maximal entre 1’8t le 7 jour aprés la mue.

Il décroit par la suite, suite a une dégradatianpietéines et de la chitine en préparation de la
prochaine mue. Le milieu du stade larvaire estefgaht la période ou de grandes quantités
de protéines sont extraites, ce qui indique quirdade partie des protéines endocuticulaires
n'est pas stabilisée par des liaisons covalentesprbfil des teneurs de chitine cuticulaire
observé chez les larves témoinsldemigratoria était semblable a celui décrit par Nghr et
Anderson (1993). En effet, la chitine cuticulaiteez les larves témoins a connu une évolution
progressive de sa teneur au cours des cing prejoims ou elle a atteint un maximum de
6,28 + 0,72 mg. Une chute a été observée par le sers la fin du stade suite a une
dégradation graduelle de la chitine pour la préparale la mue suivante.

La chitine est une cible idéale pour les pestic@lesuse de son réle critique a chaque stade
de la morphogenese. Tout exces ou déficit de ehdimant les cycles morphogénétiques peut
produire des effets létales (Kramatral., 1985). Les traitements a 'EM-Ht ou au TFB ont
réduit significativement les quantités moyenneschiine cuticulaire durant tout le cycle
larvaire chez les larves traitées et ont inhibédép6t de chitine dans I'endocuticule
nouvellement formée, cette réduction ayant éténrasgjuée a la fin du stade larvaire.

Il est possible que I'EM-Ht ait agit sur la cutieutes larves dé. migratoria par des
mécanismes analogues a ceux@istrum parquilEn effet, la toxicité des feuilles de.
parquii s'est manifestée vis-a-vis des larves e gregaria par une difficulté de mue
entrainant la mort de l'insecte qui succombe au<ae I'exuviation (Barbouche, 2001).
L’étude de l'ultrastructure du tégument réalisée pmmar et al. (1997) a montré que les
saponines isolés des feuilles @ parquii agissaient sur la structure de la cuticule et
provoquaient des perturbations chez les larveS.dgregaria Le liquide exuvial chez les
larves traitées apparait tres tardivement par ra@pla période de pré exuviation; la nouvelle
cuticule ne se forme pas et I'ancienne ne se réquab et la mue est ainsi empéchée.

Les benzoylphenylurées (BPUSs) interferent avec éeabolisme de la chitine et ces produits
sont plus efficaces par ingestion que par contactgplication topique (Smagghet al.,
1997). Le diflubenzuron est le produit le plus istvigué des BPUs (Krametal., 1985). Le
TFB a réduit significativement les quantités moysale chitine cuticulaire durant tout le
cycle larvaireDes effets similaires a ceux rapportés ici ontoét@&nus par Vincent et Clarke
(1985)



sur les larves de cinquieme stadd_denigratoriaen utilisant le diflubenzuron et par Salokhe
et al. (2006) surTribolium castaneunen utilisant le flufenoxuron, ces auteurs signialere
réduction de la teneur en chitine cuticulaire dutant le cycle larvaire, cette réduction étant
tres marquée a la fin de stade. Vincent et Clatlé8%) ont noté également une inhibition
complete du dépoét de la chitine au niveau de la bnane intersegmentaire, avec une
réduction du taux de chitine de méme degré au nideadémur et du tergite.

Parallelement a ces effets sur la biochimie deutecale, des études histologiques ont montré
une diversité de changements structuraux apresmirastration des BPUs incluant
l'incapacité de I'insecte d'incorporé I3H] glucose dans I'endocuticule et I'absence du tépd
de I'endocuticule (Kramestal., 1985).

L’effet destructeur de tébufenozide sur la formmatite la cuticule a été étudié au niveau
ultrastructural cheBpodoptera exiguat chezChoristoneura fumiferanpar Dhadiallaet al.
(1998). Ces auteurs ont noté chez les larves mbeds, une formation incomplete de la
nouvelle cuticule a cause de I'absence de la ntauyebcuticule ou du faible nombre de
lamelles endocuticulaires. Des signes élevés déndigscence des cellules épidermiques ont
été notés également.

Une séquence de changements ultra-structurauxtérgéherés par l'ingestion d'une dose
sub-létale d’'un composé benzoyl-phényl-urée : lerflhazuron, chez les larves de sixieme
stade de la tordeuse des bourgeons de I'épin€ttéumiferanala nouvelle endo-cuticule ne
possede pas de lamelles, ce qui indique qu’'il ntosee pas de micro-fibrilles de chitine.
Dans les régions ou se trouvent normalement ledlddy il y'a plutét des zones fibreuses et
vacuolées qui contiennent un matériau amorphe étéassuggéré que ce composé a inhibé la
jonction entre le glucide aminé et la protéine doime les microfibrilles de chitine
(Cunningharetal., 1987).

Les travaux effectués par Fogal (1977) sur le [tHrophenyl)-3- (2,6difluorobrnzoyl)-
urée], un autre composé de la famille des phenyktndurées, montrent qu’il entrave la mue

chez Diprion similisen empéchant I'exuviation a une la concentrat®,d %.

Les micro-fibrilles de chitine sont inclusgsns une matrice protéique (Reynolds, 1987).
Cette structure complexée confére a I'exosquebtdte propriétés de rigidité et de souplesse
(Merzendorfer, 2006).

La teneur en protéines des cuticules varie salsrespeces, cette teneur s’élévant a 63,3%

dans la cuticule des larves @ienebrio molitorfAndersen, 2002). Hillerton et Purslow (1981)



ont noté des teneurs en protéines de l'ordre déc7€t de 71,4 % respectivement pour
Rhodnius prolixugt Triatoma phyllosoma

Chez les larves de cinquiéme stade Ldemigratoria témoins, la quantité moyenne des
protéines cuticulaires est restée plus faible ¢hezémoins durant les six premiers jours que
chez les traitées mais une augmentation vers @uficycle a été observee.

L’effet le plus apparent des benzoylphenyluréesasirellement d’empécher I'accumulation
de la chitine dans la cuticule (Vincent et Clark®85 et Reynolds, 1987). Les travaux
consacrés aux protéines cuticulaires ont démontrélles ne sont pas affectées par le
diflubenzuron ou ses analogues (Retnakaraal.e1985). Cependant un effet secondaire du
diflubenzuron sur la teneur en protéines cuticakachea.. migratoriaa été noté par Vincent
et Clarke (1985). Ces auteurs précisent que ceujiraffecte la quantité et la nature des
protéines déposées.

Chez les larves traitées a I'EM-Ht ou au TFB, leseurs en protéines cuticulaires étaient
supérieures a celles des témoins, ces teneursismamtenus élevées jusqu’a la fin du cycle
larvaire, ces résultats sont similaires a ceux vigsupar Tail (2009) qui signale une
augmentation de la teneur en protéines cuticulattesz les larves de quatrieme et de
cinquiéme stade d®. gregariatraitées au diflubenzuron durant les quatre presyjairs de la
vie larvaire. Salokhetal. (2005) signalent également une augmentation dudas)protéines
chez les larves deribolium castaneurtraitées a la DL 40 du flufenoxuron.

Les perturbations du processus de mue entrainéé&laHt pourraient étre dles en partie a
'absence du liquide exuvial qui remplit 'espagegendré par le décollement de la cuticule
des cellules épidermiques, comme I'a rapporté Ahdei (2009) pour l'acide gibbérellique
sur les larves de. migratoria Ce liquide comprend diverses enzymessurtout daggses,
dont une grande partie provient des protéasestdige®t qui interviennent dans la digestion
de I'ancienne cuticule. Ces effets seraient diesaeffets cytotoxiques au niveau de lintestin
gui ont inhibé la biosynthése des protéases digesti

Le mode d’action des benzoylphenylurées (BPUs)tmes encore trés clair, bien que la
synthese de la chitine et sa dégradation soidattaés chez les insectes par ces BPUs
(Krameretal., 1985).

Les investigations faites pour élucider le modectitm du DFB tendent a montrer qu'il est
probable que le DFB agit au dernier stade de laybithhése de la chitine en inhibant peut étre
la chitine synthétase (CS) elle-méme; cependantéigsltats des études vitro n'ont pas

confirmé cette hypothese. Il est possible que IB Diibe le transport transmembranaire des



précurseurs de la chitine de leur site de prodaciideur site final de polysynchronisation
(Reynolds, 1987). Kotze et Reynolds (1991) ont dénéopour un autre benzoylphenylurée,
la cryomazine, qu'elle n'a aucun effet sur le tadiincorporation de la N-acetyl-D-[1-
“glucosamine] dans la chititie vivo etin vitro.

Le mode d’action de des BPUs reste tres discutablen grand nombre d’hypotheses
concernant leur mode d’action sont avanceées, antlieur interférence avec les membranes,
les enzymes chitinolytiques et les hormones de ommeme cibles possibles. Les liaisons
préférentielles et non spécifiques des PBUs aux bre@mes indiquent que ces substances
hautement lipophiles peuvent interférer avec undjreombre de fonctions cellulaires rendant
plus difficile la compréhension du mode d’action des PBUs, a savoir son effet sur la
synthése de la chitine (Londershaustal., 1989).

2-5 Effet sur I'activité enzymatique de I'acétylchtinestérase et la glutathion S-
transférase
2-5-1 Effet sur l'activité enzymatique de I'acétylbolinestérase

L’inhibition de 'AChE constitue un mgueur fiable de la toxicité chez les insectes,
guand ces derniers sont amenés a étre en contctdas substances neurotoxiques. Une
relation entre le taux d’inhibition de 'AChE céréle et la nature et 'ampleur des effets
toxiques a été établie (Barillet, 2008). L'importardes conséquences neurotoxigues est liée a
I'étendue de I'inhibition de 'AChE dans différestparties du systéeme nerveux (Gaieal.,
1991 in Barillet, 2008). Les alcaloides et TEM-##t H. tuberculatumtestés se sont révelés
neurotoxiques vis-a-vis des larves de cinquiemaestiel. migratoria. Les taux d’inhibition
enregistrés étaient de 37,72 + 10 % et de 51,97 £Brespectivement pour les alcaloides et
'EM-Ht, TEM-Ht s’etant révélé plus neurotoxiqueiq les alcaloides seuls.

Plusieurs métabolites secondaires sssies plantes ont une activité insecticide
analogue a celle des insecticides organophospet@bamates. Les monoterpénoides sont
les premiers inhibiteurs extraits des plantes dotdaine action anticholinestérasique
(Houghtonetal., 2006 in Lopez et Pascual-Villalobos, 2010). @eteurs indiquent que le
fenchone, le S-carvone, et le linalole qui foattpdes monoterpénoides produisent une
forte inhibition de L’AChEin vitro. lls ont constaté également que les alcaloideguelles
phytostigmines, neostigmines et les coronaridinaes de fort inhibiteurs de '’AChE.

Une symptomatologie identique a celle des insad&ineurotoxiques a été observée par
Abbassietal. (2003a, 2003b, et 2004) chez les adultes et esdalu cinquieme stade 8e



gregaria (Orthoptera) suite a un traitement aux alcaloidks Calotropis procera,
Zygophyllum gaetulurat Peganum harmalails notent : une hyperexcitabilité, des trogble
d’équilibre, des tremblements d’appendices quiesenine par la mort des individus, ils
suggerent alors une interférence de ces molécukssla systéme nerveux des criquets. Le
mécanisme par lequel ces métabolites secondaires pmlantes agissent sur la
neurotransmission reste encore mal expliqué. Ska&fies. (2004) ont décrit des symptébmes
d’excitabilité chez Periplaneta americanasuite a I'application d'une dose sublétale
d’azadirachtine sans toutefois enregistrer unebitibh de I'activité de 'AChE. lIs attribuent
cet effet a une interférence de l'azadirachtinecales chaines d’ions localisés sur la
membrane des nerfs.

Cette inhibition de l'activité de I'AGhobtenue par les alcaloides et 'EM-Ht ide
tuberculatumest similaire a celle trouvée par de nombreurwstayant travaillé avec des
insecticides organophosphorés et carbamates daretifes especes d’invertébrés. En effet,
ces groupes dinsecticides ont une structure anelag celle de l'acétylcholine et c'est
pourquoi '’AChE est la premiére cible de ce grodpasecticides. Au cours de la liaison de
ces insecticides a I'enzyme, 'AChE des insectess imactivée par phosphorylation ou
carbamylation, laissant une accumulation de I'dcBofine, la membrane post-synaptique
reste dépolarisée et la transmission synaptiqublegtiée conduisant ainsi a une paralysée et
la mort (Habig et Digiutio, 1991 in Craeeal., 2002 ;Matsumura, 1985 in Habes 2006).

Sur I'abeille Apis mellifera melliferaBendahou eél. (1999) ont rapporté une inhibition de
I'activité de TAChE dépassant 60 % avec le ferothion (OP), les abeilles intoxiquées ayant
présenté des signes d’affaiblissement et des syngsdle tremblements.

Un essai similaire a été réalisé par Mastsal. (2008) suHelicoverpa zeaCes auteurs ont
constaté une altération significative de l'activité 'AChE suite a une exposition mixte au
diazinon (OP) et au nicosulfuron (herbicide). Leirpiphos methyl a 10 ng/g a réduit
l'activité de AChE chez les larves deghironomus ripariusaprés 48 heures d’exposition.
Cette réduction a été associée a une réductiopodis des larves et de fécondité apres
plusieurs jours (Cranetal., 2002).

Les travaux de Rao et Kavitha (2004) sur le vetaiee Eisenia faetida ont montré que
linhibition de 'AChE par l'azodrin (OP) augmentge maniere dose dépendante et une
inhibition de 90 % a été atteinte avec les fortesed. Ce résultat suggéere que la toxicité est
associée au phénomeéne d’accumulation. Sur la mépgee, le chlorperyphos a la DL50 a



entrainé une inhibition de I'AChE de I'ordre de %l les vers étant devenus trés mous et lents
(Raoetal., 2003).

La diminution de la sensibilité de Eagicholinestérase a [I'inhibition par les
insecticides organophosphorés ou carbamates ingpligne résistance aux insecticides
(Mooresetal., 1994 et Guedstal., 1997 in Yangetal., 2008). Ce phénoméne est trés étudie
chez les insectes y compris chez les criquets.réssltats obtenus par Yargal. (2008)
montrent que I'activité catalytique de AChE envésétylcholine chez une population de
migratoria issue de la province de Huangliu en Chine est &g plus élevée que celle
provenant de la province de Wudi. L’acétylcholigease de la population issue de Huangliu
est9,8;2,4; 8,0; et 7,7 fois moins sensibliéaibition respectivement pour le Paraxon, le
Malaoxon, le Chlorperyphos axon et le Demeton -8thyl que celle de Wudi.

2-5-2 Effet sur I'activité enzymatique de la glutabion S transférase

La GST est un groupe d’enzymes multifonctionnelgdétoxification qui catalyse la
conjugaison du glutathion réduit avec divers xéotifpues et des composés endogenes
possédant un centre électrophile (Yamamota, 2@0&staraboulost al., 1996 in Wuet al.,
2008), augmentant ainsi leur solubilité et faailitéeur élimination par l'insecte (Despres
al., 2007). Ces enzymes forment une partie intégrdntesystéme de détoxification de la
phase Il (Kostaraboulast al., 1996 in Wuetal., 2008).
Les mesures de l'activité enzymatique de la GSTiuless digestifs des larves de cinquieme
stade deL. migratoriatraitées aux alcaloides et a 'EM-Ht Hetuberculatunont révelé une
remarquable activation de cette enzyme. Des inoltde 209,32 % et de 92,91 % ont été
enregistrées respectivement pour I'extrait méthigoel et les alcaloides. Ces taux élevés
indiquent I'importante implication de ces enzymesla phase Il dans la biotransformation
des molécules bioactives de cette plante.
L'induction de la GST par les métabolites secoretaides plantes chez les insectes
phytophages a été signalée par de nombreux aut¥ur§l984) ; Hayes et Pulford (1995) in
Wei etal. (2001) et Francistal. (2000) in Wuetal. (2008).
La biotransformation des toxines des plantes estas principales armes que les insectes ont
développée au cours de leur co-évolution avec $pecaes veégetales de leur biotope. La
résistance métabolique est souvent le résultatedsurproduction d’enzymes capables de
métaboliser les xénobiotiques (Despetsal., 2007) qui résulte d'une surexpression des

genes codant pour ces enzymes, ou de 'augmentdtidaux de transcription plutét qu’un



changement qualitatif des enzymes individuellesx@®a et Hemingway, 2004 in Hemingway
etal., 2004).
Les taux d’induction élevés enregistrés, notamnoehti obtenu avec 'EM-Ht, pourraient
étre attribué au réle principal que joue lintestimyen (mésenteron) dans la détoxification
des xénobiotiques. De nombreuses études signdiemlitation de cette partie du tube
digestif dans la biotransformation des xénobiotlqu&n effet, chezOxya chinensis
(Orthoptera Acrididag, la GST est principalement distribuée dans Ipsgras et I'intestin
moyen par apport aux autres tissus de I'organismeui suggere que la GST dans ces deux
types de tissus joue un rdle important dans laxifé&ation des xénobiotiques, incluant les
insecticides et les substances allelochimiquepldetes (Wwetal., 2008).
Les travaux de Yu (2004) suSpodoptera frugiperdant montré que les herbicides du
groupe triazine induisent les enzymes de détoxiinaparticulierement la GST du corps gras
et de lintestin moyen chez les larves de cette@splL’induction est de 1,4 & 4 fois plus
importante par apport au témoin au niveau du cgrps et de 1,3 a 2,4 fois au niveau de
lintestin moyen. Cette induction par l'atrazineaiétaccompagnée d’'une réduction de la
toxicité du Carbaryl, de Permethrine et de I'lndoarb, qui ont été détoxifiés par la GST.
Les résultats obtenus par Waetgal. (2010) ont montré que l'activité spécifigue de38T a
dépassé 50 % cheételicoverpa assultdlepidoptera lorsqu’elle se nourrissait des feuilles de
tabac. lls ont suggéré que la production des enzyieedétoxification était généralement
induite par la présence de xénobiotiques dansuaitare des insectes ravageurs.

Le réle de la GST dans la résistancetaxines d’origine végétale, aux insecticides et
a divers xénobiotiques a été étudié chez de nombrmectes. Des résultats similaires aux
notres ont été obtenus par de nombreux auteursz Kieus persicaela surproduction de
GST était probablement responsable de l'adaptateiinsecte aux glucosinolates et aux
isothiocyanates contenant dansBeassicaceaeCette induction enzymatique a été également
étudiée chez le prédatetpisyrphus balteatugjui se nourrissait des pucerons du genre
Myzus, Il a été suggéré que I'accumulation des toxinesplantes dans les puceron a induit
les mécanismes de résistance meétabolique chezélbatpur spécifique de cette espece
(Despresetal., 2007).
La résistance dé&ribolium castaneunau Cyfluthrin est accompagnée d’'une activationlae
GST qui se trouve 4 a 6 fois plus élevée cheada résistante comparativement au témoin.
Cette élévation du GST est associée a une élévati@SH (glutathion) (Reidgtal., 1990).



La résistance aux pesticides associgeeaaugmentation de I'activité spécifique de la
GST a aussi été observée chez les vertébrés. Ef Békposition du poisson téléostéen
Tilapia : Oreochromis mossambicidsune dose sublétale de l'insecticide organophaggho
(RPR II) pendant 30 jours a entrainé I'épuisemantghlitathion dans tous les tissus. Une
induction de la GST de l'ordre de 79 % a été treu{i®ao, 2006a). Sur le méme poisson, le
RPR V a entrainé une induction de la GST hépatiguérdre de 81 % (Rao, 2006b).

Les résultats trouvés par Monteiebal. (2006) pour une autre espéce de poissBrycon
cephalugTeleosteiCharacidag, ont montré une augmentation de la GST danslésugssus
prélevés : branchies, foie et muscle blanc, apegpdsition au méthyle parathion (OP). Cette
élévation de la GST était concomitante a celleldtathion . Cette augmentation de I'activité
de la GST dans les différents tissus indique leckbppement des mécanismes de défense
pour contrecarrer les effets des pesticides etteeflefficacité de la protection a I'égard des
pesticides. Des inductions trés élevées de l'od#re866 % et de 393 % ont été obtenues
chez Bufo regularis suite a une exposition au diazinon et a I'endasel (Ezemonye et
Tongo, 2010).

La GST peut également catalyser le bodteme secondaire d’'un vaste groupe de
composés oxydés par la famille des cytochrome R&ihson et Hemingway, 2004 in
Hemingwayet al., 2004). Les résultats de Lee (1991) montrent aasepthototoxines tels que
la xanthotoxine et I'harmine induisent l'activitéee da GST. La xanthotoxine n’est pas
directement détoxifiee par la GST mais elle estliguge en phase Il aprés I'action des

monooxygenases liés au Cyt P450.

3- Etude de I'effet de I'extrait méthanolique brut de Haplophyllum tuberculatumet du
téflubenzuron sur la reproduction et les titres degcdystéroides chez les femelles de
Locusta migratoria
3-1 Effet sur la reproduction

Les métabolites secondaires telsplegoecdystéroides, les phytojuvénoides, les
antihormones juvéniles, les polyphénols, et leslaides présents chez certaines plantes
peuvent conférer a ces dernieres des activitéogumes a celles des IGRs de synthése (Varma
et Dubey, 1998 ; Céspedetal., 2005). Les extraits de ces plantes peuvent alasreffets

tres prononcés sur la fécondité, la fertilité, l8ngence des adultes ainsi que sur le



développement larvaire (Shaalatral., 2005). Pour plusieurs des variables mesuréel|-I'E
Ht et le TFB ont eu des effets semblables chezfdewlles delL. migratoria traitées a
'émergence : les deux traitements ont entraire pmlongation significative de la période
de pré-oviposition ainsi qu’une réduction significa de la fécondité. Des réductions de
fécondité similaires a celles rapportées ici oatefiregistrées pour d’autres extraits de plantes
et régulateurs de croissance chez les criquet&etrels groupes d’insectes (Abbassil.,
2003a, 2003b ; Amranet al, 2004 ; Tailetal., 2008 ; Abdellaouetal., 2009).

Les nombreuses similitudes entre lteflfa TFB et 'EM-Ht sur les variables de
reproduction mesurées laissent supposer que lestdgtements partagent les mémes cibles
chez les femelles dk&. migratoria et ont agit par des mécanismes analogues. L’action
indirecte reste la plus fortement suggérée poudées traitements. En effet, il est probable
gue le TFB ait agit sur les variables reproductided.. migratoria par des mécanismes
comparables a ceux rapportés pour le diflubenz(P&B). Lim et Lee (1982) suggerent que
la réduction de fécondité ch€xya japonica(Orthoptera), suite a un traitement au DFB, est
attribuable a l'effet indirect de ce traitement $arprise de nourriture chez les femelles
traitées. Aussi, la perturbation des fonctions de nhatrice péritrophique protégeant
I'épithélium de lintestin moyen, suite a l'inhimh de la synthése de chitine induite par le
DFB, pourrait étre responsable, du moins en pades effets obtenus. En effet, la
fragilisation de la matrice péritrophique, formée chitine et de protéines (Hagedetsal.,
2009) augmente les possibilités d'infections ches traités et réduit les fonctions
d’absorption et d’assimilation du mésentéron.

L’effet régulateur de croissance deatfait éthanolique dél. tuberculatuma été mis
en évidence par Mohsest al. (1989) surCulex quinquefaciatudl est fort probable que la
réduction du potentiel reproducteur observée chezmigratoria soit due a un effet
antiappétant exercé par les composés phénoliquedENEHt. Les travaux axés sur la
recherche du site et du mécanisme d'action des aséspphénoliques révélent que ces
substances sont dimportants inhibiteurs enzymatigat métaboliques (Kubo et Kloche,
1983 ; Klocheetal., 1989 ; Hammond et Kubo,1999 ; Céspeeled., 2000). Plusieurs de ces
meétabolites polyphénoliques et stéroides ont uat efhtiappétant a I'égard des insectes,
inhibant les protéases, les hydrolases digestitvies g@polyphénols oxydases (Céspeeles.,
2004) et réduisant la digestibilité des protéinasitionnelles (Feeny, 1976 ; Rhoades, 1979).
Pour de nombreuses especes d’insectes, l'effebitebr de ces extraits sur les enzymes

digestives est combiné a une action cytotoxiqueyisant des destructions de I'épithélium



du mésentéron (Jbiloet al., 2008). Des destructions de I'épithélium du mésemt et des
coecums gastriques ont été observées chez les ldeveinquieme stade de migratoria
traitées a 'EM-Ht. Des altérations histopatholagig comparables a celles rapportées ici ont
déja été signalées également par d’autres autdord, des signes typiques de nécrose
cellulaire observés au niveau de I'épithélium mésah apres ingestion d&eganum harmala
(Rutaceae) che&chistocerca gregarigldrissi-Hassani et Hermas, 2008) et ingestion de
Azadirachta indicachezL. migratoria et S. gregaria,induisant ainsi une inhibition presque
certaine de I'assimilation (Nassiruddin et MordLi@93 ; Adote, 1994). La méme cytotoxicité
a été observée sur d’autres organes comme le gompgSayalet al., 1996 ) et lezorpora
allata (Sayahet al, 1998).

L'effet des deux traitements sur lextalléclosion était complétement différent, le
TFB ayant présenté une activité ovicide absoludisaque I'extrait méthanolique n’a entrainé
une diminution du taux d’éclosion que d’environ%0L’inhibition du dép6t de chitine chez
'embryon pourrait expliquer, selon Grosscurt (1p&BMedinaet al. (2002), I'action ovicide
du TFB. Le déficit en chitine affaiblit le squeketet I'attachement des muscles chez
'embryon et le rend incapable de supporter letefopressions nécessaires a I'éclosion des
ceufs. Cette perturbation réduit considérablementadex d’éclosion des ceufs traités ou issus
de femelles traitées (Lim et Lee 1982). L'effet nowvicide des extrait$l. tuberculatum
rapporté icia été également signalé par Mohsgnal. (1989) surCulex quinquefaciatus
Toutefois, la survie des larves du premier stadecelte espéece a été considérablement
affectée, le pourcentage de survie étant uniquemher@ % chez les larves issues des ceufs

traités contre 99 % chez les témoins.

3-2 Effet sur le développement ovarien et la vitalgenese

La vitellogenése est un processus lequel les macromolécules spécifiques des
femelles : les glycolipoproteines qui représententitellus sont synthétisées, transportées et
incorporées dans les ovocytes (Peel et Akam, 2Q@7naturation des ovocytes dépend entre
autre des métabolites prélevés de I'hnémolympheuehatériel synthétisin situ par I'ovaire
(Raikhel et Dhadialla, 1992).
Le processus de vitellogénese a également été t@affdarant le premier cycle
gonadotrophique par les deux traitements de fagfférehte. Le TFB a inhibé de facon

importante et stable la biosynthése des protéiaamlymphatiques durant les douze premiers



jours suivant I'émergence alors que I'EM-Ht sempletot avoir retardé I'apparition dans
I’'hémolymphe et empécher leur incorporation dassoleocytes. Cing fragments protéiques,
correspondant aux vitellogénines, d’apres les travde Wyatt (1988), étaient présents dans
les ovaires des femelles témoins et complétemesardd chez les traitées. Ces perturbations
de la vitellogénese ont eu des effets directs’suodgenése. L’'EM-Ht et le TFB ont affecté de
facon comparable le développement et la maturatiea ovocytes terminaux chdz
migratoria : la croissance de I'ovocyte terminal était trastdechez les séries traitées, et ce
retard de croissance a été accompagné d’'une dégénace précoce des ovocytes terminaux,
donnant lieu a des corps de régression.

L’absence de l'accumulation des prasgirk vitellogénines » et I'inhibition de la
croissance ovarienne pourrait étre attribuée affeh @mmun indirect des deux traitements
sur I'alimentation et I'absorption, bien que I'hnypese d’'une action directe des deux produits
sur l'incorporation de la Vg par les ovocytes ewval@ppement et/ou sur la production de
’hormone juvénile ne peut étre écartée égalem#nest possible donc que les deux
traitements aient inhibé partiellement la biosyséhde 'hormone juvénile ou aient réduit son
action sur la maturation ovarienne. Une telle egiion est en accord avec les résultats
obtenus par Chianet al. (2002), Tobe et Pratt (1975) et Wyattal. (1987), qui ont mis en
évidence la relation entre le développement ovaidiactivité des corps allates.

L’interférence des inhibiteurs de lanthyse de chitine avec la vitellogénése et
'ovogenese a été mise en évidence par de nomlanai@urs. Les mécanismes responsables
de cette interférence restent encore mal compmastibn indirecte reste le mécanisme le plus
souvent retenu. Chélzenebrio molitor Soltaniet al. (1996) rapportent que le DFB affecte le
développement ovarien en réduisant I'incorporatiearienne de la leucine et de la thymidine
dans I'’ADN ovarien (Soltani-Mazouni et Soltani, #99Ces auteurs suggérent également une
interférence du DFB avec la choriogenese. @yahia pomonellayne réduction significative
du contenu des ovaires en protéines et de I'épaiskel'épithélium de I'ovocyte terminal ont
été rapportées par Soltani et Solani-Mazouni (1992)

L’action directe des inhibiteurs de thy@se de chitine sur 'ovogenéese reste possible,
particulierement a la lumiere des travaux récemtd'sffet du lufénuron, un autre BPU, sur la
vitellogénese cheAedes aegypiiMoreiraet al., 2007) etRhodnius prolixugMansuret al.,
2010). Chez ces especes, la chitine est une comeosaportante des ceufs, et le traitement
des femelles au lufénuron bloque I'incorporationN#acetylglucosamine dans la chitine des

oeufs, réduisant ainsi la taille des ceufs et lebrerd’ceufs chorionés. De plus, il est assez



clair que les BPUs n'ont pas un effet inhibiteuredi sur les enzymes impliqués dans la
biosynthése de chitine mais qu’ils semblent plutéervenir au niveau d'un récepteur
sulfonylurée (Abo-Elgharet al., 2004). On ne peut donc exclure la possibilitéuge’
interaction avec ce récepteur ait des effets agued’inhibition de la synthése de chitine.
Londershausewt al. (1989) précisent que les liaisons préférentieltesom spécifiques des
inhibiteurs de synthése de chitine, dont le DFBe€efFB, avec les membranes indique que
ces substances hautement lipophiles peuvent irgeré&ec un grand nombre de fonctions
cellulaires, rendant plus difficile I'élucidatiore deur mode d’action.

Il serait difficile d’établir le rappbde sensibilité entre I'extrait méthanolique bdet
H. tuberculatumet ses mécanismes d’actions spécifique sur lelai@vement ovarien et la
vitellogénése car, a la différence des insecticidextrait brut représente une mixture
complexe de composés potentiellement biologiquemaciifs (alcaloides, composés
phénoliques, flavonoides, furanocoumarines, phgyséroides, phytojuvénoides) et agit sur
linsecte par une cascade de mécanismes compl®ass ce contexte, de nombreuses
recherches suggeérent I'effet de synergie ou la @coadon d’effets, amplifiant ainsi I'activité
biologique totale de I'extrait brut (Kubet al., 2000 ; Kubo et Kinst-Hori,1999 ; Pavela,
2004). Par exemple, il apparait possible que I'EMaH agit sur les variables reproductives
mesurées par une combinaison d’effets : un efféa@métant et une possible interférence
avec les hormones, comme cela a été rapporté pardereux auteurs pour divers composés
naturels et méme des régulateurs de croissanceréthetion du potentiel reproducteur
comparable a celle rapportée ici a été notée paagdiet al. (2003b) ches. gregariaau
cours du premier cycle ovarien sous l'effet deslaldes indoliques dBeganum harmala
les effets ont été attribués a Il'action antiapp@tade ces alcaloides et leur possible
interférence avec le processus de vitellogénesbggdiet al., 2003b). L'effet de synergie a
ete également signalé par Adel et Sehnal (2000)ogtiinoté une réduction sévere de la
fécondité associée a une faible éclosion c®eadoptera littoralisavec 100 ppm d’huile de
neem. lls ont expligué I'échec de la maturation de®cytes par une réduction de
l'incorporation de la vitellogénine. L’effet stésant de I'azadirachtine a été attribué par ces
auteurs a une perturbation de la régulation nedimzine de la reproduction.

La complexité de la régulation de la vitellogénesele la maturation ovarienne chez
les orthopteres rend l'identification des cause®ldeage et de l'inhibition de ces processus
difficile. Plusieurs autres facteurs sont impligaéslifférents niveaux. Par exemple, les

travaux de Feetal. (2005) ont montré que le jelne clikamalea micropteréorthoptere) a



entrainé une chute des titres de 'hormone juvéiisi qu'une baisse importante des titres de
Vg suite a une inhibition de la traduction des $@its de la Vg. Le traitement a 'hormone
juvénile synthétique de femelles soumises au jetiagant pas rétablit les titres de Vg, ces
auteurs ont suggéreé que la traduction était cargrphr d’autres facteurs et qu’'une carence en

certains nutriments pourrait étre a I'origine ddeehibition.

3-3 Effet sur I'évolution des titres des ecdystérdes hémolymphatiques et ovariens

La vitellogénese chez les insectes @nél peut aussi étre sous linfluence des
ecdystéroides (De Loof et Huybrechts, 1998). Aheanigratoria bien que la production de
vitellogénine soit clairement sous le contrble 'lerimone juvénile (Chinzei et Wyatt, 1985 ;
Girardie etal., 1996), la possibilité que les ecdystéroides jbuenrdle complémentaire ne
peut étre écartée (Girardie et Girardie, 1996). s de I'hormone juvénile et des
neurohormones, les ecdystéroides sont impliqués @arégulation de la reproduction chez
les adultes de criquets (Girardieal., 1998 ; Tawfiketal., 2002 ; Verlinderretal., 2009).

Les locustes comme les autres insetéggotes gardent leurs glandes prothoraciques
pour quelques temps apres I'émergence, cette glagtent pas la source des ecdystéroides
hémolymphatiques et ovariens chez les adultes (Kawél., 1999). Les cellules folliculaires
des ovaires sont le site de la biosynthése dess&mdjdes qui sont impliqués a plusieurs
niveaux dans le contréle de la reproduction (Glakal., 1978 ; Jarviset al., 1994 in
Abdellaoui, 2009).

Le profil des titres d’ecdystéroides l&mphatiques et ovariens était assez
comparable chez les femelles témoins tout au langrdmier cycle de 'ovogenése. Les titres
ont resté faibles et peu variables durant les geerniéres phases du cycle gonadotrophique :
la prévitellogenése et la vitellogenése. Un pidéaehregistré au £2our caractérisant la fin
de la vitellogenése et coincidant avec la taileximale des ovocytes terminaux (5,22 + 0,62
mm). La ponte des ceufs caractérisant la post sfefiese était accompagnée d’une chute
brusque des titres due au transfert actif unidowaoel des ecdystéroides conjugués vers les
ovocytes mares (Dinan, 1997). Ces ecdystéroidegigods se lient au vitellus et représente
une source d’ecdystéroides au cours de 'embrysgef\éerlinderretal., 2009).

L’inhibition du pic des ecdystéroideéntolymphatiques et ovariens s’est avérée

presque identique pour les deux traitements. Toisteline tendance de différence a été



observée entre 'lEM-Ht et le TFB a la fin du cyglenadotrophique ou une Iégére hausse des
titres a été enregistrée pour les traitées a I'EMes troubles de vitellogénese et du
développement ovarien entrainés par le TFB et IHiMaourraient étre a l'origine de cette
inhibition de la synthése des ecdystéroides :Vesydes terminaux restent a I'état juveénile et
n'atteindraient jamais ou tardivement I'état de unation nécessaire a la biosynthese des
ecdystéroides. Chdz migratoria, la biosynthése de quantités considérables d'éé&aydes a

été observée par Lagueatal. (1977) a la fin de la maturation des ovocytes teaox durant
chaque cycle gonadotrophique, au moment ou laag@hése est achevée. Aucune synthese
n'a été observée par ces auteurs en absence dopgjgsment ovarien.

Tawfiket al. (2002) ont démontré également que la suppressiodégeloppement
ovarien chez.. migratoria est fermement associée aux faibles titres dertlooe juvénile
ainsi que des ecdystéroides et que cette suppngssisiste tant que leurs titres restent bas.
Outre ces mécanismes indirects, l'action de cex deitements peut étre primaire en
agissant sur les centres nerveux, interférant dorec la sécrétion des neurohormones
ecdystériogénes (Schlutet al., 1985) ou en entrainant des dégénérescences llidesce
folliculaires : le site de la production des ecdysides. Cette cytotoxicité directe a été notée
parSayahetal. (1996) chez des femelles dabidura ripariatraitées a I'azadirachtine.

La persistance de l'effet inhibiteur d&B sur les titres d’ecdystéroides et sur
'accumulation des protéines hémolymphatiques dagspenser que les effets indirects sont
plus importants pour I'extrait que pour le TFB. t8al et al. (1989) rapportent que le DFB
inhibe sélectivement la sécrétion des ecdystéroidésne semble pas agir sur les
ecdystéroides lorsque la glande prothoracique aastolrce d’hormone mais il inhibe la
sécrétion des ecdystéroides par d'autres orgaaescyiierement I'épiderme et les ovaires.
Chez Cydia pomonellale DFB a inhibé complétement I€ gic d’ecdystéroides lié a la
maturation ovocytaire (Soltaet al., 1989). Les travaux de Loremt al. (1995) ont montré
également que le DFB pouvait inhiber la producttbecdystéroides chez les ovaires de
Gryllus bimaculatusn vitro, la perturbation de la synthese de DNA dans lesres étant a

I'origine de cette inhibition.
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Conclusion générale et perspectives
La recherche de lactivité acridicide de I'extraitéthanolique brut de la plante
Haplophyllum tuberculatumsa caractérisation phytochimique latcompréhension de ses
mécanismes d’'action, étudiées et développer datedie de ce travail de recherche, nous ont
permis de tirer des conclusions intéressanteséaettre plusieurs hypothéses sur ses modes
et mécanismes d’action.

Le screening phytochimique d¢. tuberculatuma montré la présence notable des
flavonoides, des tanins totaux, des anthocyanede®talcaloides et I'absence totale des
saponosides, des iridoides et des coumarines.

Le rendement en composés phénoliques totalk deberculatunobtenu était d8,39 %, les
rendements des différentes fractions flavanoidigastent bas poutl. tuberculatumen les
comparant a ceux des autres especeRutaceae. La teneur en composés phénoliques de
'EM-Ht était estimée a 74,45 + 1,4 mg EAG/g.

Le criblage phytochimique de I'extraiiéthanolique brut et de ces différentes
fractions sur plaque CCM a mis en évidence lagmés d’acides phénols et de flavonoides :
flavonols et flavones. Parmi les flavonoides révdigurent la quercitine et la rutine, la
guercitine est majoritairement présente dans leasgsh d’acétate d’'éthyle et d'éther
diethylique.

Le profil chromatographique de I'extralcaloidique brut a permis de constater que
H. tuberculatumest assez riche en alcaloides. Leur identificatierpeut étre faite qu’'apres
analyse avec des techniques plus poussées tella QRG-SM ou I'HPLC.

L’analyse des différentes fractionsl'dgtrait méthanolique brut dEl. tuberculatum
par GC-MS a montré la présence d’acides phénols ldainaction éther diéthylique, de sucres
dans la fraction butanolique et d’alcools, alcapescides carboxyliques dans la fraction
acétate d'éthyle. Quarante trois composés au twialété identifiés dans les différentes
fractions de I'extrait méthanolique d& tuberculatum La fraction butanolique était la plus

riche en composeés.

L’extrait méthanolique brut d¢ tuberculatum et le téflubenzuron administrés par
ingestion forcée aux larves du dernier stadd oeusta migratoriaa différentes doses ont
présenté une bonne activité insecticide selondsgegsladministrées. Cette activité larvicide a
été accompagnée d’atteintes morphogénétiques quionohés différentes parties du corps

des larves.



Les observations histologiques au niveau du tubestif ont montré que les larves traitées
étaient susceptibles aux molécules testées eeguielix traitements au TFB et a 'EM-Ht ont
eu des effets toxiques certains sur les épithéldumsésentéron et des caecums gastriques.

L’activité des deux traitements sur pesametres structuraux de la cuticule chez les
larves du 5 stade a mis en évidence une réduction signifieaties quantités moyennes de
chitine cuticulaire et une augmentation des prefiouticulaires chez les séries traitées
durant tout le cycle larvaire. Ces deux traitemeoits réduit également les titres des
ecdystéroides hémolymphatiques et ont allongér@eddu stade larvaire.

En plus de son effet sur la cuticulEM-Ht et une autre fraction : les alcaloides, se
sont révélés neurotoxiques vis-a-vis des larvesimiguieme stade de. migratoria, les taux
d’inhibition enregistrés étaient de 37,72 + 10 %let51,97 + 8,7 % respectivement pour les
alcaloides et 'EM-Ht, 'EM-Ht s’est révelé plus uretoxique que les alcaloides. Ces deux

fractions onimontré également une remarquable activation deSla. G

Sur la reproduction, 'EM-Ht et le TEBIit eu des effets comparables sur plusieurs des
variables mesurées. Les deux produits ont sigtifiemnent retardé la premiere oviposition et
réduit la fécondité et la fertilité des femellesitiées. Le TFB et 'EM-Ht ont également eu des
effets semblables sur la croissance ovariennejtédlogénése et les titres d'ecdystéroides
hémolymphatiques et ovariens. Les deux traitememntsentrainé une réduction des niveaux
des protéines dans I'hnémolymphe ainsi qu’'une réaiicde 'incorporation de vitellogénine
dans les ovocytes et la croissance des ovocytesn@ux s’en est trouvée significativement
réduite comparativement aux témoins. Ce retardodedenése a également été accompagné
d’'une dégénérescence des ovocytes terminaux. Disjteéien que le TFB ait completement
bloqué I'éclosion des ceufs pondus, 'TEM-Ht n’a exuq effet inhibiteur sur cette variable.

Les ecdystéroides hémolymphatiquesvatiens tels que mesurés par RIA étaient
semblables chez les insectes témoins et traita psair un pic observé seulement chez les
témoins en fin de vitellogénése. Nous discutondadsignification fonctionnelle de cette
différence dans le contexte des modes d’actionkiiet de I'EM-Ht.

Les résultats préliminaires de la pnésestude montrent que I'extrait méthanolique
des feuilles et des tiges #e tuberculatumet le téflubenzuron ont affecté de facon presque
semblable le développement des larves et la reptiotu chez les femelles dle migratoria
Bien que les connaissances sur les mécanismegod'aets inhibiteurs de synthése de chitine

de la famille des BPU aient progressé au coursdaesieres années, leur action sur les



mécanismes physiologiques associés a l'activitéotertrice reste mal comprise et nécessite

de plus amples études.

L’extrait méthanolique brut daplophyllum tuberculatumeprésente une mixture de
composeés actifs, qui ont agit probablement par acteon synergique. La recherche des
biomolécules actives de cette plante, de leur sttemécanisme d’action nécessite un
fractionnement poussé, des isolements et des gatiidfns de chacune des molécules bio
actives. D’autres étudeim vivo et in vitro restent nécessaires pour identifier la ou les

molécules responsables de ces effets comparabsxales régulateurs de croissance.
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Résumé :

L’évaluation de [l'activité insecticide de I'exttanéthanolique de la plantdéaplophyllum
tuberculaumvis-a-vis du criquemnigrateur Locusta migratoria été faite en comparaison
avec un insecticide sélectif le téflubenzuron, nésultats obtenus ont montré que les deux
traitements ont présenté de nombreuses similitd@dfets, les deux traitements ont perturbé
le développement et la reproduction de ce cridastmétabolites secondaires présentes chez
cette plante étaient a I'origine de ces perturipatio

Mots clés:
Haplophyllum tuberculatum téflubenzuron,Locusta migratoria extrait méthanolique,
développement larvaire, reproduction

Abstract:

The evaluation of the insecticidal activity of tihreethanol extract of the plaktaplophyllum
tuberculaumegainst the migratory locusbcusta migratoriavas made in comparison with a
selective insecticide teflubenzuron, the resultswsdd that both treatments presented many
similarities of effects, both treatments affecté@ tdevelopment and reproduction of this
grasshopper, secondary metabolits present in thrg was the source of these disturbances.

Keywords:
Haplophyllum tuberculatumteflubenzuron Locusta migratoria methanol extract, larval
development, reproduction.



