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L'insécurité alimentaire demeure un fléau dans le monde et touche prés de 800 millions de
personnes dont la majorité se trouve dans les pays en développement. Dans les pays de I'Afrique
subsaharienne, I'agriculture connait une stagnation et I'aide alimentaire est toujours d'actualité,
avec un taux de croissance demographique en plein essor de 2, 9 a 3, 9 %, alors que celle de la
production agricole plafonne & 2 % par an (FAO, 1995). Dans certaines régions, 1’écart se creuse
entre la production agricole et les besoins alimentaires des populations.

D’autre part, la conservation des récoltes demeure I'un des facteurs clés de la sécurité
alimentaire d'un pays. En effet, la production agricole est généralement saisonniere alors que
les besoins des consommateurs s'étendent sur toute 1’année. De ce fait, la mise en place d'une
politiqgue phytosanitaire adéquate s’impose pour épargner les populations des risques de
pénurie alimentaire pendant lintersaison agricole (Zuoxin et al.,, 2006).Dans cette
perspective et pour faire face a la demande alimentaire croissante de ces populations, il est
nécessaire de ralentir la croissance démographique et d'accroitre la production agricole en
augmentant les rendements ou les superficies cultivables et en réduisant les pertes avant et
apres récoltes (Delobel & Trans 1993).

Pour atteindre ce but, l'utilisation de produits chimiques de synthese dans la protection des
plantes demeure une nécessité afin d’améliorer les rendements et la qualité des produits
agricoles. Bien qu’efficaces, ces produits présentent souvent des inconvénients vis-a-vis de
I’environnement et de la santé humaine telle que I’accumulation significative de matiéres actives
dans les écosystéemes aquatiques et terrestres traités (Barbouche et al., 2001) ainsi que
I’augmentation des cas de résistance aux insecticides chimiques et les effets néfastes sur les
espéces non cibles (Kim et al., 2005). En plus, tous les ans, un million de personnes sont
victimes d’empoisonnement par les produits chimiques de synthése avec plus de 20 000 déces

dont la grande majorité se trouve dans les pays en voie de développement (FAO, 2015).

Les inconvénients liés a 1’emploi des pesticides de synthése convergent en faveur de la
mise au point et de la vulgarisation d’alternatives efficaces a la lutte chimique. Pour ces
raisons, plusieurs chercheurs ont été motivés pour trouver des solutions durables pour une
bonne gestion des ressources naturelles. 11 s’agit de mettre au point des techniques de
production et des méthodes de contréle des ravageurs respectueuses de I’environnement,
telles que la lutte biologique par les produits d’origine végétale. Cette méthode de lutte
consiste a controler les interactions entre les agents pathogenes et les facteurs biotiques ou

abiotiques de I’environnement par 1’utilisation de plantes (Dharmaggada et al., 2005;
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George & Vincent, 2005; Dua et al., 2006) ou de leurs métabolites (les huiles essentiels et
les extraits organique...etc ) sélectifs et non polluants (Grafton-Cadwell et al., 2005), et
dégradables et non toxiques pour les organismes non cibles (Kostyukovsky et al., 2000). Il
s’agit des pesticides d’origine végétale ou biopesticides. Ces derniers ont prouvé leur
efficacité au laboratoire contre de nombreux ravageurs de denrées stockées (Raja et al.,
2001; Murdock et al., 2003; Kellouche &Soltani, 2004).

Les plantes a effet pesticide ont fait I'objet d'études par de nombreux auteurs (Morallo
& Tantengco, 1986 ; Preethi et al., 2010 ; Ayodele et al., 2011 ; Toufique et al., 2014 ;
Chehmi et al., 2015). Déja, les effets insecticides de quelques plantes ont été prouvés dans
certains pays. C'est le cas du piment rouge, du poivre noir, du tabac, de Titonia spp. et de
Lantana camara (Nkouka, 1995). On peut citer également le pyréthre, la roténone, le neem
(Isman, 2000) et certaines huiles essentielles extraites de plantes aromatiques dont certaines

sont traditionnellement utilisées par les paysans pour protéger leurs stocks.

C’est dans cette optique et compte tenu des nombreux problemes liés a la propagation
des bioagresseur des cultures et a leur contréle, que nous avons testé dans la présente étude
les effets antagonistes de quelques métabolites purs extraits de Dittrichia viscosa a 1’égard de

quelques bioagresseurs de cultures.

L'objectif principal de cette recherche est I'extraction de nouveaux métabolites produits
par D. viscosa et 1’évaluation de leur activité pesticide. Pour ce faire, les objectifs

spécifiques suivants ont été fixés:

1. Optimisation d’une méthode d'extraction rapide et exhaustive de la partie aérienne
de D. viscosa ;

2. Extraction et purification des principaux métabolites en utilisant des techniques
chromatographiques classiques, a savoir la colonne et la chromatographie sur
couche mince (CC, CCM);

3. Détermination de la structure des métabolites bioactifs par outils spectroscopiques
(UV, RMN) ;

4. Evaluation de l'activité herbicide, antifongique et insecticide des métabolites
purifiés.

Le travail réalisé comporte trois grandes parties. La premeére partie concerne les données

bibliographiques sur la protection des plantes et les bioagresseurs des cultures. La deuxiéme

partie est consacrée a la partie expérimentale ; elle porte sur la méthodologie adoptée pour
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I'ensemble des tests menés, et la troisiéme et derniére partie présente les résultats obtenus et
leur discussion. Enfin, une conclusion générale résume les principaux résultats et présente les

perspectives de recherches.
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Données bibliographiquem

Chapitre I

LA LUTTE BIOLOGIQUE

1. Définition de la lutte biologique
La définition de lutte biologique varie selon les auteurs. Elle est ainsi définie :

Au sens large, elle comprend toutes les méthodes qui réduisent la nuisance des ravageurs
a I’exclusion des pesticides chimiques, et des moyens de lutte qui diminuent directement les

populations de ravageurs présents (Pierrard, 1981).

Selon AAC (2009): il s’agit de I’utilisation d’organismes vivants pour contrdler ou

combattre un ravageur.

La lutte biologique est, selon la définition de 1’Organisation Internationale de Lutte
Biologique (OILB), «l’utilisation d’organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats

causés par des ravageurs ».

Elle nécessite la présence de parasites, de parasitoides et de prédateurs naturels dans les
cultures en favorisant I’aménagement ou la proximité d’un environnement qui leur est
propice (foréts, prairies, haies fleuries...) (Etilé, 2012).Cette méthode de lutte peut étre tres
efficace, mais elle peut se révéler difficile a maitriser par les petits agriculteurs (Guéye,
2011, in Laétitia, 2017).

Pour plusieurs phytopathologistes, la lutte biologique consiste en 1 utilisation
de microorganismes bénéfiques afin de réduire les maladies des plantes (Saliou, 2018). La
définition la plus couramment rencontrée est 1’« utilisation d'organismes vivants ou de leurs
produits pour empécher ou réduire les pertes ou dommages causés par des organismes
nuisibles aux productions végeétales». Cette définition est intéressante et assez complete
puisqu'elle réunit 1’utilisation des organismes vivants et leurs produits (Harman et al.,
2010 ; Suty, 2010).

La lutte biologique est le fait d’exploiter un organisme vivant afin de controler un autre
organisme vivant. Les organismes exploités sont également appelés ennemis naturels ou agents de
lutte biologique. La lutte biologique peut étre réalisée a 1’aide de macro-organismes ou a 1’aide de
biopesticides. Les macro-organismes, également appelés auxiliaires, sont des organismes prédateurs

ou parasitoides qui s’attaquent et éliminent les ravageurs d’une culture (Verscheure, 2017).
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2. Objectifs

Le but de la lutte biologique est de réduire et de contrdler les populations de ravageurs
en deca d’un seuil d’intervention pour lequel les dommages sont économiquement et
esthétiqguement acceptables (Lambert, 2010) en remplacant, en totalité ou en partie, les
pesticides chimiques utilisés en agriculture et en foresterie par des micro-organismes, des
macro-organismes ou encore par des toxines produites par des micro-organismes (Boivin,
2001: Druart, 2017).

3. Les différents types de lutte biologique

Selon plusieurs auteurs (Theiry & Xuereb, 2004; Thiec, 2007; Lambert, 2010;
Bouzerida et al., 2016), la lutte biologique peut étre divisée en trois catégories bien

distinctes :

3.1. La lutte biologique classique :

Consiste a introduire des espéces non naturellement présentes dans 1’agrosystéme, on
parle alors de lutte par inoculation. C’est une méthode qui vise I’implantation d’un
antagoniste exotique dans un milieu ou sévit un ravageur exotique. En 1’absence du ou des
ennemis qui contrélent ses populations dans son aire de répartition d’origine, le ravageur n’a
presque aucun obstacle a sa prolifération autre que la culture ou le milieu dont il dépend.
C’est ainsi que plusieurs cas de lutte biologique ont été réalisés par I’introduction d’un
ennemi naturel dans la nouvelle région, dans le but qu’il s’implante et se développe, pour
contréler le ravageur a long terme. Ce mode de lutte demande néanmoins, beaucoup de
recherche avant sa mise en place, surtout afin de s’assurer que 1’espéce introduite s’acclimate
et s’attaques pécifiquement au ravageur exotique et non aux organismes indigénes. Un
exemple de lutte biologique classique serait I’introduction de la coccinelle asiatique,

Harmonia axyridis Pallas, contre les pucerons (hémiptéres de la super-famille Aphidoidea),
3.2. La lutte biologique par augmentation de populations d’auxiliaires endémiques
Le but est de contrdler un ravageur indigéne en augmentant 1’occurrence de son ou ses

ennemis naturels, naturellement présents mais en quantité insuffisante, ou d’introduire a

répétition un ennemi qui ne survivrait pas, par exemple, aux conditions hivernales.
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L'objectif est ici de réduire le nombre de la population du ravageur sans que

I'établissement et la reproduction de l'auxiliaire ne soient visés pour le long terme. On

introduit des quantités trés importantes de I'organisme auxiliaire dans I'environnement lors

des périodes endémiques du ravageur. Cette technique connait d'autant plus de succeés ces

dernieres années que les chercheurs ont réussi a maitriser les méthodes de production de

masse de certains types d'organismes auxiliaires, par exemple la fermentation liquide ou

solide pour les bactéries et les champignons, cultures de cellules pour les virus, milieux

nutritifs semi-artificiels pour les insectes et les nématodes (Tableaul).

Cette lutte présente trois avantages particuliers :

= Assurer la parfaite coincidence chronologique entre le stade sensible de la cible et

le stade actif de l'auxiliaire ;

= Permettre une distribution optimale de I'organisme auxiliaire en fonction de celle

de la population cible ;

= Optimiser les doses d'application.

Tableaul: Quelques exemples de lutte biologique par augmentation

Auxiliaire

Cible

Références

Trichogramma brassicae

Pyrale du mais

Frandon & Kabiri, (1998);
Derron & Goy, (2006)

Metaphycus barletti ou M.
lounsburyi

Cochenille de 1’olivier

(Orphanides, 1993)

Coccinella algerica

Pucerons

Ben Halima et al.,
(2010) :Rahmouni et al., (2017)

3.3. La lutte par protection (conservation) :

Elle vise a augmenter 1’occurrence des ennemis naturels (auxiliaires) en aménageant les

paysages ou en modifiant I’environnement. C’est la méthode de lutte la plus utilisée car elle

nécessite beaucoup d’efforts et les auxiliaires sont déja adaptés a 1’environnement Visé.
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Parexemple, certaines espéces d’insectes prédateurs comme les coccinelles du genre
Hyppodamia, se nourrissent de pollen quand les proies deviennent plus rares. Malheureusement,
elles ne peuvent pas se reproduire sous cette diéte, ce qui peut faire chuter les populations. Cette
situation peut étre évitée en pulvérisant sur les cultures une solution de sucre et d’hydrolysat de

levures, ce qui remplace temporairement les pucerons .

4. Les organismes utilises en lutte biologique

4.1. Définition de I’agent de lutte biologique

L'agent de lutte biologique est toute entité taxonomique capable de réguler la dynamique
des populations d'un bio-agresseur, et dans le cas d'un insecte d'avoir une action a différents
stades de son développement (ceufs, larves, nymphes, adultes). Il représente un organisme
différent de sa cible, il exerce son action en tant que parasite (ou parasitoide) prédateur,
compétiteur ou agent pathogéne (micro-organismes) de la cible de la lutte, et aboutissant a sa
mort a plus ou moins bréve échéance, en s'en nourrissant ou tout au moins en limitant son
développement (Thiec, 2007 ; Bouzerida et al., 2016).

4.2. Les organismes utilisés en lutte biologique

Plusieurs groupes d’organismes peuvent étre utilisés en lutte biologique. Les principaux
sont les micro-organismes, les nématodes, les insectes et les arachnides ou des substances
naturelles issues particulierement de micro-organismes, de plantes ou mémes de minéraux
(Etilé, 2012 ; Bouzerida et al., 2016 ; Druart, 2017 ; Verscheure, 2017).

5. Utilisation des plantes et de leurs extraits en lutte biologique

Le concept d’utilisation des plantes en agriculture n’est pas nouveau. Les propriétés
insecticides de Pyrethrum roseum (Astéracées) ont été utilisées depuis plus de 2000 ans par
les chinois pour protéger leurs cultures contre les insectes (Leng et al., 2011). Auparavant,
I’activité insecticide de lanicotine extraite des feuilles de tabac, Nicotina tabacum, fut

découverte par Quintinie depuis 1690 (Camara, 1997, Deravel et al., 2013).

Avant la seconde guerre mondiale, les chercheurs en agriculture se sont beaucoup
intéresses aux produits naturels provenant des plantes. Depuis quelques décennies, I’homme
s’est intéressé a leurs activités biologiques, en particulier a leurs composes secondaires

considerés comme étant des substances pouvant étre utilisées contre les pathogeénes et les
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ravageurs. Cet intérét est appuyé par le fait que la plupart des produits naturels provenant des
plantes possedent une sélectivité remarquable envers leur cible, une activité specifique, et
sont généralement biodégradables (Gauthier, 2016). Les agriculteurs avaient d’ailleurs
coutume de mettre dans les sacs des grains de plantes odorantes comme la menthe, 1’ail, le
laurier, etc... pour protéger leurs stocks contre les insectes. Ces végétaux possédent une
action insecticide ou répulsive via des composés volatiles qu’ils émettent (Ait Aider, 2017).
L’utilisation des produits organiques de synthése met fin a la période glorieuse des
insecticides d’origine végétale vers les années 1950. Aujourd’hui, des milliers de plantes sont

utilisées dans le tiers monde pour la protection des récoltes (De luca, 1979 in Camara, 1997).

La valorisation des plantes a effet insecticide prend de plus en plus de ’ampleur au
niveau des programmes de recherches dans le monde entieret particulierement en Afrique.
Ces plantes sont exploitées sous plusieurs formes, soit sous forme de poudres végétales,

d’huiles essentielles, d’huiles végétales ou d’extraits végétaux (Bouzerida et al., 2016).

Les poudres des plantes

De nombreuses plantes aromatiques et médicinales ont été testées sous forme de poudre et
elles ont montré une action anti appétante ou répulsive vis-a-vis de plusieurs insectes ravageurs des
denrées stockées (Ait Aider, 2017). Ces poudres peuvent provenir de différents organes (feuilles,
écorces, graines, fruits, etc...) de plantes séchées (Gwinner et al., 1996;Suleiman & Yusuf,
2011). Ainsi, Tanacetum (Chrysanthemum) cinerariifolium, plus communément appelé pyréthre,
est une plante herbacée vivace cultivée pour ses fleurs dont une poudre insecticide est extraite. Ses
principes actifs, appelés pyréthrines, attaquent le systeme nerveux de tous les insectes. Cependant,

ces molécules naturelles sont rapidement dégradées par la lumiere (Deravel et al., 2013).

Les extraits aqueux

L’utilisation des extraits agueux est une méthode de conservation couramment pratiquée
par les fermiers africains qui réalisent un trempage des feuilles de plantes dans 1’eau pour
obtenir une solution a effet insecticide (Gakuru &Fouabi, 1996). Les principaux extraits
agqueux d’origine végétale utilisés contre les ravageurs des grains stockés sont: les extraits de
pyrethre (Asteraceae), de neem (Melicaeae), de poivron (Solanaceae) et les racines d’ Annona
(Annonaceae) (Gwinner et al., 1996). L’activité larvicide des extraits de plantes
aromatiques a aussi été confirmée par les travaux de plusieurs auteurs (Tandon & Sirohi,

2010; Govindara] & Kumari, 2013). Au Maroc, I’utilisation des plantes contre les
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invasions demoustiques est une pratique trés courante (Aouinty et al., 2006).Mis a part les
travaux d’Alouani et al., (2009), Habbachi et al.(2013) et Tchaker et al.,(2016), en
Algérie, les études menées sur 1’activité insecticide des extraits végétaux vis-a-vis des larves

de moustiques semblent inexistantes.

Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues depuis fort longtemps pour leurs vertues
médicinales (antiseptique et antifongique).Peu a peu, elles ont constitué un remarquable outil
de défense contre les insectes nuisibles en genéral et ceux des denrées stockées en particulier
(Keita et al., 2001). La toxicité de nombreuses huiles essentielles et de leurs constituants a
été évaluée sur de nombreux ravageurs des graines. Ainsi, les huiles essentielles de Laurus
nobilis (Lauraceae), d’Origanum glandulosum (Lamiaceae), de Clausena anisata (Rutaceae),
de Salvia verbenaca (Lamiaceae), d’Eucalyptus globulus (Myrtaceae) ont montré une activité
insecticide a 1’égard de Rhyzopertha dominica, Tribolium castaneum, Bruchus rufimanus,
Callosobruchus chinensis et de C.maculatus (Ndomo et al., 2008; Kellouche et al., 2010;
Mediouni-Ben Jemaa et al., 2012; Righi et al., 2014). Par ailleurs, I’étude du pouvoir
insecticide des huiles essentielles foliaires des plantes permet de mettre en évidence le

pouvoir biocide des huiles essentielles de ces plantes sur les insectes nuisibles.

Les huiles végétales

Les huiles végétales sont utilisées trés tot dans la lutte contre les insectes sous forme
d’émulsion. Ce sont a la fois des insecticides de contact qui agissent par leurs propriétés physiques
et chimiques et des adjuvants pour leurs molécules liposolubles et synergistes dans certains cas
(Regnault-Roger et al., 2005). Les huiles végétales sont parmi les extraits de plantes les plus
utilisés, elles permettent le contrble des bruches du niébé. Selon De Luca (1979), I’action des
huiles végétales se traduit soit par une destruction des larves dans les ceufs aprés pénétration a
travers les pores de chorion, soit par une augmentation de la mortalité imaginale suite a la création

d’un film asphyxiant sur la cuticule avec obstruction des orifices respiratoires (Camara, 1997).

Diverses études sur Boscia senegalensis et Azadirachta indicaont révélé I’intérét de ces plantes
dans la lutte contre les ravageurs des denrées stockées. En effet, diverses études phytochimiques
réalisées sur le neem (A.indica) montrent qu’il produit plus de 30 composes bioactifs dont le plus
puissant est 1’azadirachtine. Ce dernier perturbe la morphogénése et le développement embryonnaire

des insectes (Srivastava & Raizada, 2007; Correia et al., 2013). De plus, il a un effet anti-appétant
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entrainant par conséquent la mortalité de I’insecte. Huang et al., (2004) indiquent que 1’application
de I'Azadirachtine provoque une réduction de I'alimentation chez Spodoptera litura (Lépidoptere) et
la mort des larves et des pupes. Il est aussi mortel chez de nombreux Coléopteres (Shah et al., 2008;
Martinez-Villar et al., 2005). Mehaoua et al. (2013) ont prouvé que I'Azadirachtine est toxique sur
les larves de Apomyelois ceratoniae, la pirale des dattes, pendant peu de temps d'exposition (24h) et

qu’il cause une diminution de la fertilité des femelles.

6. Avantages et inconvenients de la lutte biologique

Avantages

D’apres Borowiec et al., (2011), les avantages de la lutte biologique sont multiples. Elle
constitue, si elle est couronnée de succes, une alternative plus respectueuse de
I'environnement et de la santé humaine que la lutte chimique. Par ailleurs, et méme si cet

aspect reste souvent peu ou mal chiffré, elle s'avere économiquement trés bénéfique :

= d'abord, c'est une méthode de gestion durable des ravageurs, aucun phénomene de

«résistance» de ravageur a un insecte auxiliaire n'ayant été documenté a ce jour;

= ensuite, elle ne nécessite pas (ou peu) d'interventions, ni de codts particuliers une
fois les phases initiales de recherche et développement et d'introduction de

l'auxiliaire terminées.

= il s'agit enfin d'une méthode qui peut étre déployée sur de vastes territoires, méme
peu accessibles, dans la mesure ou la dispersion de l'auxiliaire se fait

naturellement.

Inconvenients

Selon plusieures sources (OTA, 1995 ; Bouzerida et al., 2016), la lutte biologique n’est

pas parfaite et pourrait présenter des inconvénients non négligeables, tels que :

= La non spécificité de I’agent de lutte biologique. Il est essentiel de s’assurer qu’un
organisme, introduit dans un milieu a des fins de lutte biologique classique ne
s’attaque qu’au ravageur ciblé. Si 1’auxiliaire n’est pas spécifique, il risque de
s’attaquer a des espéces indigeénes, de menacer la biodiversité et, ainsi, de troubler

1’équilibre écologique.
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= La contamination possible des auxiliaires introduits par des pathogenes ou par
leurs propres ennemis naturels. L’opération de «purification» des auxiliaires est
essentielle a I’introduction sécuritaire des auxiliaires. La présence de
contaminants pourrait réduire 1’efficacité de 1’auxiliaire ou nuire aux organismes

indigénes et a la biodiversité.

= La recolonisation de la niche libérée du ravageur ciblé: ainsi, il est possible qu’en
diminuant I’abondance du ravageur ciblé, la niche ainsi libérée soit recolonisée
par un nouveau ravageur. A titre d’exemple, il est possible que 1’espace laissé par
une mauvaise herbe contr6lée par la lutte biologique soit repris par une autre
mauvaise herbe. Il est donc important de considérer ce risque avant 1’introduction

et de s’assurer que le ravageur n’est pas remplacé par un autre.

= L’éventuelle irréversibilité: ainsi, la lutte biologique a comme désavantage
environnemental d’étre difficilement réversible. Une fois qu’un organisme est
bien implanté, qu’il se reproduit et se disperse, peu de choses sont possibles a

faire afin de le stopper en cas d’effets indésirables.

7. Le marche phytosanitaire et les biopesticides

La protection des cultures contre les bioagresseurs a entrainé l'utilisation abusivé de pesticides
chimiques. L'usage de ces produits, engendre des impacts néfastes pour la santé humaine et animale.
Face a cette problématique, les biopesticides se présentent comme le meilleur moyen alternatif de
lutte. Ces biopesticides demeurent moins colteux, efficaces et sans risque pour 1’environnement et la
santé humaine (Yezza, 2005; Gauthier, 2016; Rahmouni et al., 2017 ; Trizelia et al., 2017). Les
biopesticides les plus utilisés sont des organismes vivants et qui sont pathogenes pour les
bioagresseurs cibles. On trouve par exemple Trichoderma comme biofongicide, Phytopthora comme

bioherbicide et Bacillus thuringiensis comme bioinsecticide (Gupta & Dikshit, 2010).

7.1. Le marché phytosanitaire mondial

Selon I'Union des Industries de la Protection des Plantes (UIPP), le marché des produits
phytosanitaires dans le monde se chiffre a plus de 40 milliards de dollars, avec une
croissance supérieure a 40% sur la période 2007-2012, alors qu’il était estimé a 30 425
millions de dollars en 2006 (Thiec, 2007).
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Le marché des produits phytosanitaires est dominé par les géants mondiaux de I'industrie
chimique, ce qui laisse peu de place aux nouveaux entrants. Selon les données, 80%
du marché mondial des produits phytosanitaires est concentré entre les 6 géants du secteur.
L'Europe demeure le premier marché phytosanitaire: 10,6 milliards de dollars en 2010 et
12,2 milliards en 2011. Elle se distingue par I'importance des fongicides (prés de 37 % des
ventes) et la faible consommation des insecticides (13,9 %). L'Amérique du Nord se place en

2™ nosition avec 8 milliards de dollars dont 6,5 milliards concerne les seuls Etats-Unis. En

3eme position se trouve 1’Amérique du sud ou le marché total des produits phytosanitaires est
de 6 milliards de dollars. Concernant I'Asie, le premier pays consommateur de produits
phytosanitaires en valeur est le Japon. La Chine arrive en deuxiéme position mais les chiffres
sont sans doute sous évalués, puis I'Asie-Océanie. L'Afrique est loin derriere avec 1,3

milliard de dollars de ventes des produits phytosanitaires (Gloria, 2012) (Figures 1 et 2).
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Evolution du marché des produits phytosanitaires dans différentes régions du monde
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Figure 1: Evolution du marché des produits phytosanitaires dans différentes
régions du monde (Gloria, 2012).
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Figure 2: Répartition du marché phytosanitaire dans différentes régions du monde
(Gloria, 2012).
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7.2. Le marché des biopesticides

Le marché des biopesticides a atteint 1,6 milliards de dollars en 2009 et est passé a 3,3
milliards de dollars en 2014 avec un taux de croissance composé annuel (TCAC) de 15,6 %.
Les pesticides synthétiques, par contre, représentent la plus grande part du marche, avec 41
milliards de dollars en 2009 et une valeur de 48 milliards de dollars en 2014 avec un taux de
croissance annuel composé (TCAC) de 3 % (Andry, 2005). La plus grande utilisation de
biopesticides se fait actuellement aux Etats-Unis, qui représentent plus de 44 % du total.
L’Union Européenne et 1'Asie viennent ensuite avec environ 20 % chacune, puis I'Amérique

latine avec environ 10 % et environ 6 % pour I’Asie (Deravel et al., 2013).

En général, les différentes estimations indiquent que le marché des biopesticides est
promis a un avenir prometteur bien que la part de marché qu'ils représentent actuellement est
encore faible. Ainsi, le marché des biopesticides enregistre un taux de croissance de 10 a
15% contre 2% pour les pesticides de synthese. De surcroit, une projection optimiste estime
qgu'en 2040, le marché des biopesticides atteindra 20% du marché mondial des produits de

protection des plantes (Regnault-Roger, 2005).

Cette projection est renforcée par le fait que le codt et le temps pour commercialiser un
biopesticide est de 2 & 10 millions de dollars et de 2 & 4 ans contre environ 100 millions de
dollars et 7 a 10 ans pour un nouveau produit chimique. Progressivement, les traitements
biologiques avancent et leur colt diminue car c'est aussi un facteur déterminant dans le choix

du traitement pour I'agriculteur qui préférera un moindre co(t a I'hectare (INRA, 2010)
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Chapitre II :

LES BIOAGRESSEURS DES CULTURES

Le terme bioagresseur regroupe tous les organismes pouvant engendrer des dommages
sur les cultures. Il peut s’agir d’agents pathogénes responsables de maladies, de ravageurs ou
de plantes adventices. Mieux apprendre a les connaitre nous permettra de mieux cibler les
méthodes de luttes. Ci-dessous quelques définitions des différents bioagresseurs de cultures

sont données :

1. Plantes advantices des cultures

Les adventices des cultures posent de sérieux problémes a I'agriculture dans plusieurs
pays a travers le monde (Laraba, 2005). Une adventice est, en botanique, toute plante qui,
pour des raisons diverses, est introduite spontanément dans une nouvelle région et installée
dans un peuplement végétal auquel elle est initialement étrangere (Ambrosi et al., 2007,
Brunel & Tison, 2005).

2. Les agents phytopathogenes

Les maladies des plantes causées par ce qu’on appelle les agents pathogénes remettent
en question les efforts des agriculteurs pour maximiser la production agricole a cause de
leurs capacités a développer rapidement une résistance aux pesticides (Suffert, 2003).Ces
maladies peuvent étre dues aux agents non parasitaires (physiologiques) ou parasitaires

(pathogénes) parmi lesquels on trouve :

Les champignons

Ce sontdes organismes filiformes microscopiques ou macroscopiques, dépourvus de
chlorophylle et des tissus conducteurs, mais pourvus de structures de reproduction (en
genéral des spores). Les champignons peuvent étre saprophytes (se nourrissent de matiere
organique morte) ou parasites (tirent leurs substances nutritives des plantes vivantes) causant
100000 maladies chez les plantes (Small et al., 2011; Asselin, 2012 ; Everts et al.,
2012).Commed’autres pays, les maladies dues aux champignons sont rencontrées en Algérie.
A titre d’exemple, on trouve: les fusarioses qui affectent diverses cultures telles que les
lentilles (Belabid et al., 2004), les pois chiches (Boureghda & Bouzned, 2009) et le palmier
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dattier (Sabaou et al., 1983), I’helminthosporiose (Merzougui & Aichour, 2013), les taches

chocolat et la verticilliose (Bellahcene et al., 2005).

Les bactéries

Ce sont des cellules simples sans chlorophylle qui se reproduisent habituellement par
division cellulaire et provoquent un ensemble de troubles spécifiques chez un hote infecté.
(Small et al., 2011 ; Asselin, 2012).

Selon Horguet (2007) et Aouar, (2012), les bactéries peuvent étre :

= des bactéries pathogenes opportunistes: habituellement inoffensives qui

deviennent pathogénes en présence de la plante compromise.

= des bactéries pathogénes strictes: qui sont toujours pathogénes.tels que Erwinia
spp., Agrobacterium tumefaciens et Streptomyces scabies. Cette derniere affecte
plusieurs cultures maraichéres (carottes, radis, betterave, etc), c’est aussi 1’agent

responsable de la gale commune de la pomme de terre

Les virus

Les virus représentent la forme la plus simple des organismes parasitaires. Ce sont des
particules cristallines composées d'acide nucléiqgue (ARN ou ADN) entouré par des
protéines. lls sont des parasites obligatoires incapables de poursuivre leur cycle a I'extérieur
de leur hote. Les petites particules virales peuvent étre trouvées dans toutes les parties de la
plante et ils ne peuvent pas étre vues sansmicroscope électronique (Small et al., 2011). lIssont
le plus souvent transmis d’une plante a I’autre par un organisme tiers dénommé vecteur.
Tobacco mosaic virus représente 1’especes la plus importante des virus qui attaquent les
plantes (Scholthof et al., 2011).

Les nématodes

Les nématodes sont des vers ronds non segmentés, microscopiques qui vivent dans des
materiaux du sol, I'eau et des plantes. La plupart des nématodes parasitaires des plantes
causent des gales et des Iésions aux racines, les font pourrir et peuvent retarder sérieusement

leur croissance (Small et al., 2011 ; Asselin, 2012 ).
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Les protozoaires

Ce sont des formes primitives d'animaux microscopiques. Quelques especes ont été

associées a certaines maladies des plantes (Asselin, 2012).

Les insectes

Les insectes ravageurs constituent I'un des facteurs de réduction les plus importants de la
production agricole (Abraz, 2015). Les dommages qu'ils provoquent pendant les phases de
cultures et durant le stockage, peuvent se révéler particulierement importants, entrainant

parfois méme, en absence de traitement, la destruction du plant (De lara & Maure, 2017).

3. Etude de cas: Callosobruchus maculatus (F).

Les cultures de légumineuses sont connues pour leur valeur nutritive et occupent de ce
fait une place importante dans 1’alimentation notamment dans les pays en voie de
développement ou la tendance est de répondre a certaines carences en protéines animales
(Ekeh et al., 2013). Ces cultures font 1’objet d’attaques par plusieurs insectes, aussi bien au
champ que dans les stocks. Parmi ces ravageurs, les coléopteres et les Iépidoptéres sont le
plus souvent rencontrés (Johnson et al., 2006) dont les bruches (Coleoptera:Chrysomelidae)
qui sont les plus importants insectes ravageurs des légumineuses a grains ( Adebayo & Oka,
2017 ; Jafer & Annon, 2018).

Ces insectes infestent les graines au champ et continuent de se multiplier pendant
I’entreposage (Chougourou & Alavo, 2011). Les pertes occasionnées aux denrées
entreposées par ces bruches sont trés importantes. Cette présente étude s’intéresse a I’une des
espéces qui causent le plus de dégats aux stocks de légumineuses, a savoir Callosobruchus
maculatus F., la bruche la plus répandue dans les régions chaudes et qui peut causer des
dégats peuvant atteindre 100% en Afrique tropicale (Sharma et al., 2007 ; Khashaveh et
al., 2011).

3.1. Systématique et synonymie

Position systematique

Callosobruchus maculatus est une espece cosmopolite d'origine inconnue et son affinité
est subtropicale et tropicale (EI-Sabrout & Bressac, 2012 ; Hadjel-Chebheb, 2014). Cette

espéce fut décrite pour la premiére fois par Fabricius en 1775 (Aiboud, 2012).
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Actuellement, la classification phylogénétique a tendance a classer les bruches dans la
famille des Chrysomelidae (Kergoat et al., 2007). La position systématique de C. maculatus

est la suivante:
= Reégne: Animalia
*  Phylum: Arthropoda
= Sousphylum: Hexapoda
= Classe: Insecta
= Ordre: Coleoptera
= Famille: Chrysomelidae
= Sousfamille: Bruchinae
= Genre: Callosobruchus

= Espece: Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775)

Synonymie

Selon Delobel & Trans (1993), C. maculatus est connu sous de nombreux

nomenclatures scientifiques et vernaculaires.

Noms vernaculaires :
= Francais: Bruche a quatre taches, Bruche du niébé, Bruche maculée
= Anglais: cowpea weevil, cowpea bruchid, southern cowpea weevil

»  Arabe : <l s gu
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Nom scientifique :

Les synonymes suivants ont été donnés a cette bruche :

Noms scientifiques

Bruchus maculatus Fabricius (1775)

Bruchus quadrimaculatus Fabricius (1792)
Bruchus ornatus Boh.(1829)

Bruchus vicinus Gyllen (1833)

Bruchus vicinus Gyllen (1833)

Mylabris quadrimaculatus Fabricius (1887)
Laria quadrimaculatus Bedel (1901)
Pachymerus quadrimaculatus Schisky (1905)

Callosobruchus maculatus Fabricius, Bridwell

Source

Ouedraogo, (1978) ; Delobel et Trans (1993)
Vazirani (1976) ; Delobel et Trans (1993) ;

Vazirani (1976)

Vazirani (1976)

Vazirani (1976)

Ouedraogo (1978)

Ouedraogo (1978)

Ouedraogo (1978)

Vazirani (1976) ; Delobel et Tran (1993)

(1929).

3.2. Description morphologique et développement

Le développement de C. maculatus, comme celui de la plupart des Chrysomelidae, passe

par les stades suivants (Ouédraogo, 1978):

L’ceuf: Mesurant 0,4 & 0,7 mm de long sur 0,3 a 0,4 mm de large (Balachowsky 1962 ;
Ouedraogo, 1991). L’ceuf est de forme ovoide de couleur blanchatre. Il est fermement attaché
au testa de la graine par une substance émise par la femelle au moment de 1’expulsion de
I’ceuf appelée spumaline (Ilboudo, 2009). Il est asymétrique et présente deux extrémites, une
extrémité arrondie correspondant au péle postérieur ou on note la présence d’une
protubérance appelée «tube respiratoire» qui jouerait un rdle dans le séchanges entre le
milieu extérieur et I’intérieur de I’ceuf (Seck, 2009). L’incubation de I’ceuf dure 3 a 5 jours et
aboutit a la formation de la larve néonate. Un ceuf mal déposé ou faiblement adhéré au

substrat avorte (Ilboudo, 2009). (Figure 13, a)

= La larve: La larve de cet insecte passe par 4 stades avant de se nymphosée. A

I’exception de stade 1 qui se déroule a la surface de la graine, sous le chorion de
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I’ceuf, tous les autres stades passent a I’intérieure de la graine (Kellouche, 2005).
L’éclosion se manifeste environ 6 jours aprés la ponte a une température de
28+1°Cet une humidité relative de 70+5%. La larve néonate dite primaire est de
type chrysomélien apparaissant toujours a 1’endroit de dépot de I’ceuf. Elle
possede trois fines paires de pattes non fonctionnelles et une plaque prothoracique
(Ilboudo, 2009). Elle reste sous le chorion de 1’ceuf pendant 24 a 48 h puis elle
pénétre directement dans la graine en forant une galerie dans I’épaisseur du
cotylédon (Figure 13,b). Aprés une premiére mue, elle perd ses pattes et sa
dépouille larvaire et devient une larve secondaire de type rynchophorien a corps
blanchatre (Abraz, 2015) (Figure 13,c). Elle continue a creuser la galerie et
1’¢largit en une premieére logette ou intervient la mue (Ilboudo, 2009). Elle subit
ensuite les deux autres mues devenant ainsi larve de 3°™ et 4°™ stade (Figure 13,
d,e). Ainsi, elle acheve ses 4 mues en une vingtaine de jours (Seck, 2009). La
larve de 4°™ stade présente un corps en arc de cercle, porte des pattes vestigiales
et ne possede qu’un ocelle de chaque c6té de la téte (Delobel & Trans, 1993).
Cette larve n’est différente des larves L2 et L3 que par la taille. Elle continue a
grossir en creusant une troisieme logette a laquelle elle donne une taille et une
forme définitives. Cette logette et arquée et tapissée d’acide urique. Elle n’est

séparée de I’extérieur que par une fine membrane tégumentaire de la graine. C’est

le lieu de la nymphose (llboudo, 2009).

La nymphe: Au départ, la nymphe est blanchatre et porte encore sur sa face
ventrale I'exuvie de la larve de 4°™ stade. La nymphose a lieu dans la graine a
I'intérieur d'une logette, aménagée par la larve 4 (Abraz, 2015) (Figure 13, f). Ses
organes se sclérifient au fur et a mesure dans I’ordre suivant: les yeux d'abord, les
pieces buccales et les antennes, les pattes, les élytres puis le corps tout entier pour
aboutir a I’imago. Ce dernier reste a 1’intérieur de cette logette pendant 24 ou 48

heures avant d’émerger (Ouedraogo, 1978).

L’adulte: C. maculatus est un petit coléoptére de 2, 8 & 3, 5 mm de long (llboudo,
2009). Le corps est de forme oblongue et de couleur génerale noire et rousse (tous les
intermédiaires entre le noir et le roux existent), recouvert, chez les exemplaires frais, de
soies dorées et blanches (Ouédraogo, 1991).Cette bruche se distingue de la bruche

chinoise (Callosobruchus chinensis) par ses élytres plus longs que larges et son allure
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plus allongée (Camara, 1997). Les élytres sont ornés de quatre taches noires,
arrondies, placées latéralement, les deux plus grandes vers le milieu, les deux autres sur
I'apex (Abraz, 2015). Le pygidium est allongé et entierement noir ou roux a zones
noires ; chez la femelle, il existe une ligne médiane de soies blanches (Aiboud, 2012).
Les pattes sont d'un roux clair et plus ou moins marquées de noir. Les antennes sont
crénelées & partir du 5™
Chebheb, 2014) (figure 13, g).

article et les derniers articles sont parfois assombris (Hadjel-

Dimorphisme: La distinction entre les deux sexes se fait par l'observation de
I'aspect général, le plus caractéristique est la coloration des élytres (ailes
antérieures) et de la forme du pygidium (extrémité postérieure de 1’abdomen)
(Figure 4). Ce dernier est élargi et de couleur sombre sur les deux faces pour les
femelles et petit et manqué de rayures chez les méales. Les femelles sont de taille
plus grande et de couleur plus foncée, contrairement aux males qui sont de couleur
brun clair (Beck & Blumer, 2007). Les antennes sont noires avec les 4 premiers
articles roux. Chez les males, elles sont plus élargies a partir du 7¢™ article mais
certaines femelles ont les antennes entiérement rouges. L'espéce est ailée, bien

qu'il existe des formes brachyptéres ou apteres (Aiboud, 2012).

Le polymorphisme imaginal: 1l existe chez Callosobruchus maculatus un
polymorphisme imaginal induit pendant le développement embryonnaire et/ou
post embryonnaire. Il dépend des conditions de température et de teneur en eau
des graines dans lesquelles a lieu le développement (Ouédraogo et al., 1991).
Deux formes d’adultes ont été décrites et caractérisées par Utida (1954 ; 1972).
Ces deux formes different par des caractéres morphologiques, physiologiques et

comportementaux (Camara, 1997) :

v' -La forme non voiliére (polyvoltine): ses adultes sont incapables de voler,
leurs muscles alaires ne sont pas fonctionnels (ne se déplacent que par la
marche). lls représentent le morphe adapté aux systéemes de stockage. La
coloration du corps est généralement brun rougeatre et les antennes des
adultes de la forme non voiliére sont plus longues que celles des adultes
voiliers (Abraz, 2015).

v' La forme voiliere (monovoltine): les adultes sont d'excellents voiliers et

constituent cependant la forme de dissémination la plus courante de
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I’infestation du niébé dans les champs. Le corps a une coloration générale
brun noir a gris noir (llboudo, 2009). Son apparition au cours du
developpement post-embryonnaire dépend surtout des facteurs abiotiques
tels que la teneur en eau de la graine et la température (Ouedraogo et al.,
1991). D’aprés Delobel & Trans (1993), les femelles pondent dans les
champs sur les gousses en voie de maturation ou seches. La forme voiliére
apparait au cours du stockage; elle est surtout constituée d'adultes
diapausants qui survivent dans la nature. Ces adultes coloniseront les
cultures et deviendront reproducteurs lors de la phase de floraison et de

fructification de la plante-hote.

3.3. .Génetique

Callosobruchus maculatus a un caryotype de dix paires de chromosomes (2N = 20)
(Yadav, 1971). Le chromosome 10 est le chromosome sexuel. Les males de bruche sont
hétérosexuels. Le caractere mendélien a été décrit pour les coléopteres des haricots, la
couleur du corps est autosomique et a des alleles a dominance incompléte (Eady, 1991).
D’autre part, la variation héréditaire de la taille corporelle est bien décrite (Fox et al., 2004),
de méme que les traits de vie et de comportement tels que la longévité et la durée de la
copulation (Brown et al., 2009). Certains genes ont été isolés et caractérisés, par exemple,
par des génes ayant une régulation de transcription pertinente pour I'environnement (Chi et
al., 2011). La base de données nucléotidiques dans le NCBI GenBank a plus de 80 entrées
pour C. maculatus. Lorsqu'une séquence génomique compléte devient disponible, onpeut
yaccéder en entrant "Callosobruchus" dans le moteur de recherche « NCBI Entrez ».
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(€)

Larves L1 (Grx20) Larve L2 (Grx80) Larve L3 (Grx80) Larve L4 (Grx10)

Nymphes (Grx20)

Adulte femelle (Grx10) Adulte méle (Grx10)

Figure 3: Les différents stades de développement de Callosobruchus maculatus
(Ait Aider, 2017)
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Figure 4: Détails schématisés montrant les différences de la face dorsale
entre le méale et la femelle de Callosobruchus maculatus (Brown & Downhover, 1988).
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Piéces buccales

Antennes serratiforme

(Type broyeur) %
Deux gros yeux réniformes I
. Thorax
Elytres
Fémur
Tibia Pygidium

Griffes

Figure 5: Détail de la morphologie de la femelle de Callosobruchus maculatus
(Aiboud, 2012).
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Figure 6: Le caryotype de Callosobruchus maculatus.

La Figure 5 montre le détail de la morphologie d’une femelle et la Figure 6 représente
les dix paires de chromosomes d'un male. Les paires de chromosomes du coté droit sont les

chromosomes sexuels (Yadav, 1971).
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1.1. Ecologie et cycle biologique

La plante héte la plus fréquente de C. maculatus est le niébé, Vigna unguiculata (L.)
Walp. En Afrique, I’insecte a été collecté des graines de Vigna radiata, de Vigna
subterranea, de Vigna angularis, de Murotyloma geocarpum, de Cajanus Cajun et méme
d'une césalpiniacée (Cassia occidentalis) au Sénégal (Delobel & Tran, 1993).

Dans les entrep6ts surtout mal appropriés, les insectes trouvent toutes les conditions
favorables pour se développer a partir des formes résistantes contenues dans les graines
(Camara, 1997 ; Beck & Blumer, 2007 ; llboudo, 2009). Les femelles sont réceptives dés
I’émergence. Aprés ’accouplement (Figure7, a), elles pondent sur les gousses, de préférence
mares ou directement sur les graines dans les cultures ou dans les stocks (Figure 7, b). On
compte 30 a 100 ceufs par ponte, cette derniére se prolonge de 15 jours a 01 mois (Aiboud,
2012).Selon Kellouche (2005), la durée du cycle du développement (de I'ceuf a I'adulte) est
en moyenne de 28 + 3 jours dans les graines de pois-chiche et méme au-dessous de 20 jours
en conditions de haute température et de faible humidité relative (Sanon & Ouédraogo,
1998). L'incubation des ceufs dure environ 1 semaine, le développement larvaire 15 jours et
la nymphose 6 jours (Aiboud, 2012). L'éclosion se manifeste de 3 & 4 jours apres la ponte
dans les conditions les plus favorables, mais a basses températures, I'incubation peut se
prolonger pendant plusieurs semaines (Ilboudo, 2009). Les larves néonates pénétrent dans
les graines immatures qui poursuivent leur développement et murissent. Au terme de leur
développement, les larves détruisent 1I’enveloppe interne des graines pour y faire leur loge de
nymphose et consomment les réserves contenues dans les cotylédons (Arumugam et al.,
2016). La suite du développement passe par 3 autres stades larvaires (Figure 7, c) et par un
stade nymphal (Figure 7, d) duquel sortira la bruche adulte (Camara, 1997). Les adultes
sont matures 24-36 heures apreés 1’émergence et peuvent vivre en moyenne entre 12 et 14
jours a 25-30° C, selon le méme auteur (Figure 7, e). lls sont tellement bien adaptées aux
conditions de stockage, qu’ils ne nécessitent ni eau ni nourriture pour se reproduire
(Moumouni et al., 2013). A la fin de la saison seche, lorsque les graines sont fortement
dégradées et que les variations climatiques annoncent le début de la saison des pluies, les

individus de la forme voiliere émergent dans les stocks (Ouédraogo, 1991).
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& de C. maculatus
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Les 4 stades larvaires de C. maculatus
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Figure 7: Cycle biologique de Callosobruchus maculatus (Abraz, 2015).
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1.2. Deégat et importance économique

Callosobruchus maculatus est le principal ravageur économiquement important des
graines de légumineuses (Ekeh et al., 2013). Il peut causer des pertes allant jusqu'a 30 % au

bout de deux mois, voire 100% en quelques mois (Ayodele et al., 2011).

Adultes et larves sont responsables des dégats commis sur les graines qui deviennent
impropres a la consommation et difficilement commercialisables en raison de divers détritus
qui s’y accumulent et notamment la présence d’azote sous forme d’acide urique toxique a
I’intérieur des graines du niébé (Ndoutoume-Ndong & Rojas-Rousse, 2007). Les signes
d’infestation sont les trous de sortie des insectes ayant un diamétre de 2, 5 mm (Kellouche,
2005). La bruche du niébé cause non seulement une réduction directe du poids sec, mais
également une diminution de la viabilité des semences et leurs potentiels germinatifs. Les

graines percées sont souvent décolorées et dégagent une odeur déplaisante.

Callosobruchus maculatus est responsable de la destruction de 50% des graines de niébé
au Brésil et entraine une perte de 50% de la valeur marchande. Au Nigeria, les pertes
avoisinent 2900 T/an (Caswell, 1960). Dans ce méme pays qui est le plus grand producteur
mondial (900.000 T/an), Singh etYadv(1999) évaluent les pertes a plus de 30 millions de
dollars. Au Niger, cet insecte entraine la perte de 30% de la production nationale (Alzouma,
1995). Au Sénégal, 90% des graines peuvent étre endommagées aprés 6 mois de stockage
(Seck, 1992).

Assurément, c’est cette particularité biologique de causer des dégats aux champs et dans
les stocks, qui rend ce ravageur trés redoutable. L’ampleur des dégats varie selon le niveau
de D’infestation initial, la durée et les techniques de stockage. L’infestation des graines
affecte leur valeur nutritive et leur qualité organoleptique et peut finalement rendre le stock
inconsommable (Djossou, 2006). De plus, cet insecte est de nos jours, signalé comme étant
polyphage attaquant plusieurs autres lIégumineuses. Il est également cosmopolite notamment
dans la plupart des régions tropicales et subtropicales, constituant ainsi une menace mondiale
au secteur agricole de I'Afrique et de I'Asie qui produisent de grandes quantités de
légumineuses (Zekaya et al., 2014). L’intérét économique de cet insecte justifie donc son

choix pour notre étude.
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Chapitre III

PRESENTATION DE L’ESPECE VEGETALE ETUDIEE:
DITTRICHIA (INULA) VISCOSA (L) GREUTER

L'utilisation des plantes médicinales par I’homme est une pratique antique. De nos
jours, la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses plantes,
compte tenu de leurs propriétés aromatiques, comme source d'assaisonnement ou comme
remede en médecine traditionnelle (Merghoub et al., 2011). Parmi ces plantes figure

Dittrichia (Inula) viscosa.

1. Généralités sur Dittrichia viscosa (L) Greuter

Le genre Dittrichia appartient a la famille des Astéracées (ou des composées) qui est
I’une des plus répandues dans le régne végétal. Le mot «Aster» du grec signifie étoile,
enrelation avec la forme de la fleur. Cette famille compte environ 25000 espéces réparties en
1300 genres (Lee, 2004), ce qui représente environ 8 a 10% de toutes les plantes a fleurs.
Dittrichia spp. Regroupent environ 90 especes. Ce sont des plantes herbacées vivaces, a
feuilles alternes, a capitules jaunes, contenant a la fois des fleurs tubuleuses et des fleurs
ligulées. Les bractées sont en plusieurs séries. Les fleurs périphériques sont pistillées, a
ligules tridentées, a anthéres sagittées a la base. Les achénes sont munis de cbtes, a aigrette
simple. Ce genre est distribué principalement dans le bassin méditerranéen, en Europe
(Espagne, France...), Asie (Chine, Turquie, Japon, Korea...) et en Afrique (Egypte, Algérie,
Maroc...) (Paquet, 2014 ; Al-Masri et al., 2015).

Dittrichia viscosa est une plante pérenne dont I’ancien nom du genre (Inula) auquelle
appartenait I’espéce viendrait du grec: Inéoqui signifie-je purge (Allusion a une propriété
thérapeutique de la plante) et viscosa veut dire visqueuse, d’ou vient le nom « Aunée
visqueuse » (Merghoub et al .2011; Deghdek & Zaitar, 2014). La position systématique de cette

plante est comme suit :
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Régne: Végétal

Embranchement: Spermaphytes
Sous-embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotyledones

Sous-classe: Gamopetales

Ordre: Campunulates

Famille: Asteraceae ou composeae
Genre :Dittrichia

Espéce: Dittrichia viscosa (L) Greuter

(Source: APG 111, 2019)

2. Synonymie :

D’apres Brullo & De Marco (2000) et Dobignard & Chatelain (2011), cette plante est

connue également sous les noms suivant;

Erigeron viscosum L.
Senecio littoralis Scop.
Solidago viscosa L.
Paniopsis viscosum Raf.
Pulicaria viscosa L.

Cupularia viscosa L

3. Noms Vernaculaires

Selon Boumaza (2011), I’inule visqueuse et connue sous les appellations suivantes :

Noms arabes: El Tibek. EI Tayoun. El Rassen El Dabik, Trehla et chez nous elle
s'appelle Megremen, Safsak, Mersit, Hfina. En Tamazirt c'est Afjded, Niret.
Tlirine. Elle n’était pas connue chez les anciens herboristes.

Noms francais: Inule visqueuse, Aunée visqueuse

Noms anglais : Rock Flea - Bane .

En Espagne, on la trouve sous plusieurs noms populaires comme: Jolivarda,

Joliverda, Xolivarda, Olivarda.
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4. Répartition géorgaphique

Le genre Dittrichia est largement répandue dans tout le bassin méditerranéen, en Europe
(Espagne, France...), en Asie (Chine, Turquie, Japon, Korea...) et en Afrique (Egypte,
Algérie, Maroc...) (Benhammou, 2006 ; Benguerba, 2008) ou il affectionne les sols salés, les
prairies humides et les bords de cours d’eau (Sbahi, 2017). Dittrichia viscosa se rencontre
dans les lieux peu propices a la végétation: bords de chemins, décombres, terrains
abandonnés, jacheres, garrigues. Elle affectionne les lieux fraichement perturbés par les
travaux ou le passage du feu, et pousse autant sur les sols argileux que sableux et apprécie
les sols secs et calcaires formant d'abondantes touffes vertes a capitules jaunes, elle est

considérée comme assez envahissante (Cicarelli et al., 2007 ; Deghdek & Zitar, 2014).

SLOVENIE  cacane

Figure 8: Répartition géographique du genre Dittrichia (Benyahia, 2014).
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5. Caractéristiques morphologiques

Selon Quezel & Santa (1963), I’inule visqueuse est une plante annuelle herbacée, mais
la plupart des auteurs rapportent que I’inule est une plante herbacée pérenne ou vivace
puisque les branches ligneuses bourgeonnent a chaque printemps et sont dans la partie
inférieure (Sbahi, 2017). Elle est hémicryptophyte a chaméphyte visqueuse et glanduleuse, a
odeur forte, entomogame (par les insectes) et anémochore (par le vent). Les tiges sont
frutescentes a la base, dressées en éventail, assez ramifiées et pourvues d'un feuillage dense.
Avec I'age, elles deviennent ligneuses et foncées a la base (Benhammou, 2012 ; Lecomte,
2015). Les feuilles sessiles sont insérées directement sur la tige avec une forme ondulée,
alterne, allongée a lancéolée. La base du limbe des feuilles semble entourer partiellement la
tige. Leur marge est lisse ou dentée avec un sommet aigu (Ait Youcef, 2006, Bouhadjera,
2017). La plante est couverte de poils glanduleux qui libérent une résine odoriférante et
collante (Reeb, 2010).

Chez D. viscosa, dont les pieds peuvent atteindre 150 cm de hauteur et un metre de
largeur, la floraison commence a partir du mois de Septembre (Warlop, 2006). Les
inflorescences consistent en des capitules floraux assez gros, multiflores, radiés et formant
de longues grappes pyramidales a forte odeur et présentent de nombreux capitules a fleurs
fertiles jaunes au sommet de la tige. Les fleurs périphériques sont liguliformes, celles du
centre sont tubulaires (Deghdek & zaitar, 2014). Les fruits sont des akénes (fruits secs)
velus, un peu ovoides, et sont surmontés par une petite aigrette jaunatre de soies denticulées
(Sbahi, 2017) (Figure9).

Selon Bouhadjera (2017), la formule florale des fleurs de D. viscosa est la suivante :

10S+10P+ (5 x 4) E+2C
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Figure 9: Dittrichia viscosa, aspect de la plante.

A/ Aspect général de la plante (photo prise pendant la collecte de la plante) ; B/ Aspect
des inflorescences ; C/ Détail de 1’aspet des feuilles.

Composition chimique

Beaucoup de contributions concernant la composition chimique de D.viscosa ont été
rapportées. Une étude menée par Benayache et al., (1991) sur les parties aériennes de cette
plante a montré sa richesse en flavonoides, en terpénes et en lactones sesquiterpéniques.
Alors que les racines contiennent de nombreux composés: I’Inuline, I’Helénine ou Camphre
d’Aunée (Fournier, 1947), de la paraffine et 3 sesquiterpenes essentiels: 1’Alantole,
1’ Alantolactone et 1’Acide Allantique (Annexes 1, 2, 3). En plus de ces substances on peut
trouver également des substances mineures comportant des résines et des pectines constituant

une matiére noiratre: la phytomélane (Oksdz, 1976 ; Benchohra et al., 2011).



Données bibliographiques

6. Usages traditionnels, propriétés biologiques et pharmacologiques

Utilisation de Dittichia viscosa dans la pharmacopée

Les effets thérapeutiques de cette plante sont trés diversifiés et connus depuis longtemps
dans les medications traditionnelles. De nombreuses études ont démontré une gamme élargie
des activités biologiques de cette plante, a savoir I’effet anti-inflammatoire (Zeggwagh et
al., 2006 ; Hernandez et al., 2007), antiviral (Sassi et al., 2008), antitumoral, antiseptique,
antibactérien, cicatrisant, et antifongique. Elle est également couramment utilisée pour sa
large durabilité de conservation alimentaire. Elle peut donc étre exploitée dans 1’industrie
agroalimentaire afin d’accroitre la durée de vie de certains produits (Lakhdar, 2015 ; Side
Larbi et al., 2016).

Effet antifongique

Les études menées sur les différents extraits de D. viscosa ont montré la présence d’une
activité biologique variable sur différentes souches fongiques dans des systemes agricoles a
petite échelle dans lesquels les fongicides de synthése ne sont pas économiquement faisables
(Tegegne & Pretorius, 2007). Dans ce contexte, plusieurs études ont été menées dans le but
d’identifier les substances antifongiques produites par les plantes (Sas-Piotrowska &
Piotrowski, 2010). A titre d’exemple, Benhammou, (2006) a testé in vitro 1’effet des huiles
essentielles extraites a partir de cette plante sur un ensemble de moisissures phytopatogénes.
Les résultats obtenus ont révélé un pouvoir antifongique dont les pourcentages d’inhibition
de la croissance mycélienne étaient les plus élevés chez Fusarium spp. et peuvaient atteindre

100% pour Microsporum canis et Microsporum gypseum.

Effet antibacterien

Apres une étude floristique, biogéographique et éthnobotanique de D. viscosa, Bssaibis
et al., (2007) ont abordé¢ le volet phytochimique et ’activité biologique de cette plante. Les
¢tudes menées sur les différents extraits de la plante ont montré la présence d’une activité
biologique variable sur différentes souches bactériennes. Ces mémes auteurs ont trouvé une
activité antibactérienne optimale avec 1’extrait des fleurs au méthanol qui présentaient une
activité inhibitrice sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus

epidermidis jusqu'a la dilution 1/100.
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Effet cytotoxiques et génotoxiques

L’effet cytotoxique et génotoxique des extraits de feuilles de D. viscosa sur les cellules
du méristeme des racines d'Allium cepa ont été examinés par Askin Celik & Aslantirk,
(2010). Cette étude a montré que I’effet inhibiteur de la croissance des racines en fonction de
la concentration des extraits a été statistiquement significative en comparaison avec les
groupes témoins, et que cet effet a été observé sur les cellules membranaires dans les groupes
traités avec 5 mg / ml et 10 mg / ml d’extraits, ce qui explique le phénomeéne de cytotoxicité

chez I'Allium cepa.

Effet insecticide

L'inule visqueuse est réputée comme étant un “insecticide végétal" qui combat la
mouche de l'olivier. Des observations faites en Gréce ont montré que dans une oliveraie
"rénovée”, l'arrachage de I'Inule a été suivi d'une attaque de la mouche de I'olivier, ce qui
indique bien la relation Inule-Olivier connue par les anciens, en langue corse, ‘Pecita’
(Bssaibis et al., 2009).

Effet herbicide

Selon Omezzine et al., 2011, D. viscosa est largement utilisée comme un herbicide
naturel grace a son pouvoir allélopathique et sa capacité a réduire la germination et
I’émergence de plusieurs mauvaises herbes (Raphanus sativus, Peganum harmala and

Silybum marianum).

Effet nématicide

Les extraits de D. viscosa ont un potentiel en tant que nématicide naturel. Les travaux de Oka
et al.,, (2006) ont montré que les extraits obtenus des feuilles seches de cette plante avec un
mélange d'acétone etn-hexane oun-hexane seul, suivi par I'évaporation des solvants ont
montréune efficacité dans le contréle de Meloidogyne javanica dans les conditions du laboratoire,
en chambre de culture, en microparcelles et lors d’expériences sur le terrain. Les extraits peuvaient
tuer ce nématode dans le sable a une concentration de 0,01% ou plus et reduisaient l'indice de
grippage des plantules de concombre ainsi que l'indice de grippage et le nombre des ceufs du

nématode sur les plants de tomates dans les expériences en chambre de culture.
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Chapitre I

EXTRACTION ET PURIFICATION DES METABOLITES

Dans cette partie, nous donnons des informations sur la collecte et la préparation de la
plante utilisée pour ’extraction, & savoir Dittrichia viscosa. Nous décrivons également les
méthodes d’extraction et de chromatographie permettant I’obtention des métabolites et les

extraits organigques que nous avons testeés.

1. Matériel végetal utilisé

Des échantillons de D. viscosa ont été collectés dans differentes régions du Nord de
1’ Agérie (dans 1’ Algérois, a Boumerdés et a Khemis El Khechna) durant la période s’étalant
d’octobre a décembre 2013.

Les échantillons consistaient en la partie aérienne (tiges feuillées) de la plante. Des leur
récolte, les échantillons ont été placés dans des sacs en papier puis transportés au laboratoire
ou ils ont été déposeés sur du papier journal a température ambiante jusqu’a leur séchage
total. Le matériel vegétal a été par la suite broyé a 1’aide d’un broyeur ordinaire, pour obtenir

une poudre fine, puis conservé dans des sachets sous vide jusqu'a utilisation.

2. Extraction et purification des métabolites de Dittrichia viscosa

2.1. Obtention de I’extrait organique

Pour obtenir I’extrait organique, 400 g de la poudre végétale ont été mélangés avec un
litre du mélange eau-méthanol [H,O-CH3OH (1: 1, v/v)]. La suspension a été maintenue sous
agitation a température ambiante pendant 24 heures et puis macéré manuellement pour

recupérer la phase aqueuse du mélange (Figure 11, a).

La phase aqueuse obtenue a eté filtrée sous vide pour éliminer les restes de débris de la
plante (Figure 11,b), puis extraite trois fois avec le dichlorométhane CH,Cl, (3x400 ml), c’est
I’étape de I’extraction proporement dite. Elle consiste & déposer le surnageant dans une amploule
a décanter, sur lequel on rajoute un volume (400 ml) de dichlorométhane.On observe alors la
formation de deux phases dans ’ampoule a décanter. Le dichlorométhane étant plus dense que
I’eau, il constitue la phase inférieure. Pour que 1’extraction soit efficace, il faut agiter I’ampoule

a décanter, en pensant a dégazer régulierement, puis on laisse reposer le mélange pour bien
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séparer la phase organique de la phase aqueuse. Par la suite, la phase organique, contenant le
dichlorométhane et les métabolites, a été récupéerée dans un erlenmeyer propre (Figurell, c).
Les phases organiques dichlorométhanes ont €té combinées, mélangées avec une petite quantité
de sulfate de sodium (Na;SQ,), pour 1’élimination de I’excés d’humidité, filtrées et évaporées

sous pression réduite, produisant un résidu huileux de couleur rouge-brun (Figurell, d).
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d)- Evaporation du dichlorométhane etobtention de 1’extrait organique -

Figurell: Protocole d’extraction avec le dichlorométhane.
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2.2. Purification des métabolites de Dittrichia viscosa
2.2.1. Principe des méthodes chromatographiques de séparation et de purification

Les méthodes chromatographiques telles que décrites par Hainque (2008), sont des
méthodes permettant de séparer les éléments d’un extrait végétal en solution plus ou moins
complexe. Le mélange a chromatographie entrainé par une phase mobile circule au contact
d’une phase stationnaire liquide ou solide. Des interactions physiques ou chimiques
s’établissent entre la phase stationnaire, qui possede une trés grande surface de contact, et les
molécules a séparer. Des échanges rapides et réversibles se produisent dont la force dépend
de la nature chimique des molécules a séparer. Celles—ci sont plus ou moins retenues selon
I’importance de leur interaction avec la phase stationnaire. Les molécules sont alors
entrainées chimiguement, ce qui permet leur séparation. Cette séparation peut étre effectuéee

dans un but analytique quantitatif ou qualitatif ou dans un but préparatif

A. Chromatographies sur colonne :

Elle permet la séparation et I’isolement des constituants d’un mélange. Selon Helmut

(1969), elle présente, néanmoins quelques inconvénients parmi lesquelles on peut citer:
= De grandes quantités de solvants sont nécessaires a I’élution.

= La détection des composés exige une attention constante ...etc.

Principe de la technigue :

Le principe de cette chromatographie est basé¢ sur les phénoménes d’adsorption, d’une part
les substances les plus polaires sont fortement retenues par I’adsorbant dans la colonne et d’autre
part, les solvants polaires entrainent facilement les composés polaires. Les proportions des

molécules adsorbées dépendent de leur nature et du pouvoir de dissolution de 1’éluant.

Lorsque 1’échantillon est déposé au sommet de la colonne, il est aussitot adsorbé en une
zone cylindrique. L’écoulement continu de I’¢éluant dans la colonne provoque alternativement
la désorption et I’adsorption des molécules de I’échantillon. Les molécules sont entrainées
vers le bas a des vitesses variables selon leur affinité pour 1’adsorbant et leur solubilité dans
I’¢luant (PCA, 2004).
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B. Chromatographie préparative sur couches minces

La chromatographie sur couche mince est une technique couramment utilisée pour
separer des composants dans un but d'analyse (CCM analytique) ou de purification (CCM
préparatrice) (Lagnika, 2005). Elle est basée principalement sur les phénomenes
d’adsorption, elle s’apparente étroitement a la chromatographie sur colonne au niveau des

phases impliquées et du mécanisme mis en ceuvre pour la séparation.

Principe de la technique

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomeénes d'adsorption: la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire solide fixée sur une plaque de verre ou sur une
feuille semi-rigide de matiére plastique ou d’aluminium. L’échantillon a analyser doit se

trouver dans un solvant volatil (Almela et al., 2006).

Lorsque la plaque sur laquelle nous avons déposé 1’échantillon, est plongée dans la cuve a
CCM, le solvant monte par capillarité le long de la phase stationnaire et permet ainsi la
migration de chaque composé de [I’échantillon, chacun avec sa propre vitesse
(Andriamialihariso, 2011). Cette derniére dépend d’une part des forces électrostatiques
retenant le composé sur la phase stationnaire, et d’autre part de sa solubilité dans la phase
mobile. L’action de rétention de la phase stationnaire étant principalement contrélée par des

phénomenes d’adsorption.

En chromatographie sur couche mince, les substances de faible polarité migrent plus
rapidement que les composants polaires, ceci est valable lorsque I'éluant est a caractére peu
polaire ou apolaire (Andriamialihariso, 2011). Le constant de migration caractéristique de
chaque espéce chimique dans un systeme de phase stationnaire /phase mobile donné est
appelée facteur de rétention Rf (rapport entre la distance parcourue par la tache et la distance
parcourue par le front du solvant de puis la ligne de dép6t). La comparaison des Rf entre les
taches d’extrait avec des témoins connus permet I’identification de la nature des composés

(Hainque, 2008).
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2.2.2. Les séparations chromatographiques de I’extrait organique de D. viscosa :

A. Le choix de la colonne :

Le choix de la colonne et du type de silice dépend du poid de I’extrait (Tableau 2). Dans notre

cas, on a utilisé une colonne a pression normale (type n°2) et la silice 60 (0.063-0.200 mm).

Tableau 2.Détails des colonnes a pression normale utilisées pour le fractionnement.

Tvoe Poids de Masse de la Diamétre de la Hauteur de la
yp Pextrait silice colonne silice obtenue
1. 15-500 mg 15¢g 30 mm 45 mm
2. 500 mg-3 ¢ 3049 40 mm 50 mm
3. 2-15¢9 100 g 70 mm 55 mm

B. Choix de I’éluant

Pour choisir le bon éluant nous avons fait des essais sur CCM avec différents éluants
pour avoir une bonne séparation entre les produits, tout en recherchant un Rf ~ 0, 3 pour le
produit le moins polaire.L’extrait obtenu a été soumis a une chromatographie sur une
colonne de gel de silice et aprés plusieurs essais de systemes de solvants nous avons opté
pour le systeme suivant :Chloroforme/ Isopropanol (95:5), suivi d’un autre mélange

Chloroforme/ Isopropanol (7:3), puis d'une élution finale avec du méthanol.

C. Préparation de la colonne

La réalisation d'une colonne impose le respect de certaines régles pour assurer une
séparation efficace. Avant de commencer la manipulation, un morceau de coton a été placé
au fond de la colonne puis recouvert de solvant, afin d'éliminer I'air emprisonné dans le
coton. Par la suite, une suspension de silice dans 1’éluant Chloroforme/ Isopropanol (95 :5) a
été préparée. Le gel ainsi formé a été introduit dans la colonne avec un entonnoir. Une fois la
silice déposée ; on rince les parois de la colonne avec I'éluant et on le laisse s'‘écouler, on
s'assure régulierement de ne pas assécher la phase stationnaire, en vérifiant qu'il reste

toujours d’éluant au niveau de la silice (Evidente, 2013).
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D. Chromatoghraphie sur colonne de I’extrait de Dittrichia viscosa

Dans notre cas, la quantité de 1’extrait de D. viscosa obtenue est trés grande. Pour cette
raison on n’a pas pu l’utiliser en entier car il aurait fallu utiliser beaucoup de solvant. Pour
cela on a fait une imprégnation sur silice. Il s’agit de mélanger 1’extrait dilué dans le
chloroforme avec une quantité de silice jusqu’a 1’obtention d’une mousse. Puis, le solvant a
été évaporé sous pression réduite a une vitesse de 15 t/m et une température de 38°C jusqu’a

la formation d’une poudre de silice d’une couleur brune (Figure 12).

Le solide obtenu a été déposé a ’aide d’un entonnoir sur le haut de la colonne remplie
d’un gel de silice et contenant un volume de solvant. Par la suite, une petite quantité de
I'éluant a été rajoutée a 1’aide d’une pipette Pasteur, dont les premiers millilitres doivent
toujours étre ajoutés avec précaution afin de ne pas perturber la surface de silice (Figure 13,
a). Ensuite, I'éluant a été rajouté plus rapidement en le versant directement dans la colonne.
Le robinet a été laissé ouvert et 1’extrait est entrainé par la phase mobile (Figure 13, b). Des
fractions de 25 ml ont été recueillies et le suivi de ces fractions a été effectué par

chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium (Figure 13, c).

Les résidus de la seconde et de la cinquiéeme fraction ont montré la présence des

metabolites majeurs. Ces derniers ont éte ensuite purifiés (par colonne et CCM).
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- Dilution de ’extrait et addition de la silice -

- Obtention de la poudre de silice contenant I’extrait organique -

Figure 12: Imprégnation sur silice de 1’extrait de Dittrichia viscosa.
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1

c)- TLC des fractions et évaporation du solvant -

Figure 13: Chromatographie sur colonne de I’extrait organique de Dittrichia viscosa
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E. Chromatographie sur une couche mince

Cette méthode consiste a placer I’éluant choisi dans la cuve sur une hauteur de 2 cm et
fermer hermétiquement. Par ailleurs, une ligne a été tracée au crayon sur la plaque TLC a 2
cm du bord horizontal et parallelement a lui sans arracher le materiel (la silice) et sans le
toucher avec les doigts. Par la suite, 1’échantillon a analyser a été déposé sur le trait a I’aide
d’un capillaire de maniére a ce qu’il soit a 1,5 cm du bord latéral gauche et droit (Figure 14,
a). Le dépdt doit se faire rapidement et sans appuyer, de facon a ce que la ligne formée
n’excéde pas 2 mm de diameétre et sans arracher la silice avec le capillaire. La ligne formée a
été sechée et la plague de TLC a été placée dans la cuve a chromatographie contenant
I’éluant (Chloroforme/ Isopropanol). Ce dernier ne doit pas atteindre le trait de crayon et la
cuve ne doit plus étre manipulée (Figure 14, b). Aprés 45 min de développement, la plaque
TLC a été retirée avec des pinces et séchée avec un seche-cheveux (air froid) et visualisée

sous UV dans une chambre noire (Figure 14, c).

F. Révélation des composés séparés

Lorsque les composants de I'échantillon analysé sont colorés, leur séparation est
facilement observable sur la plaque ; dans le cas contraire, on doit rendre les bandes visibles
par un procéde de révélation. Pour la CCM trois révélateurs peuvent étre utilisés: 1’Ultra
Violet (UV), le Diiode (I,) et 1’Acide sulfurique (H,SO.) (Figure 15).

G. Calcul du Rapport Frontal, Rf

Le Rf (rapport frontal) est défini comme étant le rapport entre la distance parcourue par
la substance et la distance parcourue par le front du solvant. Le Rf est une caractéristique
d’un composé dans des conditions chromatographiques données: éluant, température, phase
stationnaire (Jurd, 1962). En effet, les valeurs des Rf effectués sur des systemes
chromatographiques peuvent apporter beaucoup d’indications (Benguerba, 2008). On
détermine pour chaque constituant le rapport frontal qui est compris entre 0 et 1.

Rf = Dx / Dy
Dx: distance parcourue par le composé (mesurée au centre de la tache).

Dy: distance parcourue par le front du solvant.
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a)- Préparation de la plaque de silice et dép6t d’une fraction-

b)- Migration des métabolites sur la plaque de silice.

¢)- Visualisation des bandes chromatographique sous UV -

Figure 14: Chromatographie sur une couche mince.
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Figure 15: Rf et les différents types de révélation.

H. Récupération des métabolites a partir des plaques CCM

Une fois la migration éffectuée jusqu'en haut de la plagueet apres séchage, les bandes
d’intérét ont été d’abord délimitées, puis récupérées par grattage de la silice avec une spatule
en prennant soin de placer sous la plaque une feuille d'aluminium qui servira a récolter la
silice grattée (Figure 16, a). Par la suite, le complexe formé (métabolite/silice) est dissout
dans le méme solvant de migration puis filtré et évaporé sous pression réduite, le filtrat

obtenu est ainsi a 1’état pur ou a purifier encore par CCM ou par colonne (Figure 16, b).

3. ldentifiction des métabolites par Résonance Magnétique Nucléaire(RMN)

L’objectif de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est de déterminer la nature des
atomes présents, leur nombre et leur enchainement, et ainsi de connaitre la structure totale

d’une molécule organique.

Appareil de RMN et réalisation d’un échantillon

Les appareils de RMN permettent d’imposer un champ magnétique trés intense. Les
premiers appareils généraient un champ d’environ 1 T (tesla). On peut actuellement atteindre
des champs de 23, 5 T. Par comparaison, cela représente 500 000 fois le champ magnétique

terrestre qui s’éléve a 4, 7 x10™° T (Figures 17 et 18).

Principe de fonctionnement de I’appareil

La RMN tire des informations de I’interaction qui nait entre les noyaux des atomes de

certains ¢éléments présents dans 1’échantillon et le champ magnétique intense et constant,
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produit par un aimant auquel on le soumet (signaux de résonance). On utilise couramment les
appareils de 400 MHz pour I'analyse chimique. Une excitation électromagnétique, autour de
la fréquence est générée au sein de I’appareil. Son étendue en fréquence est suffisamment
large pour pouvoir exciter I’ensemble des noyaux de la matiére chimique que 1’on veut
étudier. Apres excitation, les noyaux reviennent a leur état initial suivant un temps de
relaxation qui leur est propre. L’énergie libérée lors de ce retour génere un petit courant,

dans un circuit secondaire. C’est le signal que 1’on détecte (Navarrete Fuentes, 2011).

Préparation de I’échantillon

= Tubes RMN: Les tubes RMN doivent satisfaire a certains critéres de qualités
nécessaires a la réalisation d’une bonne analyse. Avant d’étre utilisés, les tubes
doivent étres propres et secs sans cassure ni félure (en proton la sensibilité est
telle que toute impureté sera détectée ce qui pourra nuire a 1’analyse et /ou a
I’interprétation des données). La longueur minimale de ces tubes doit étre de

170mm et de 5mm de diamétre pour éviter toute casse sur le passeur.

= Nettoyage des tubes: Aprés analyse, les tubes doivent étre lavés le plus
rapidement possible avec le solvant utilisé pour solubiliser le produit étudié.

Apres plusieurs rincages, le tube est séché sous vide.

= Remplissage des tubes: La résolution dépend de I’homogénéité du champ
magnétique, mais aussi du réglage fin de ce parametre qui est réalisé de maniere
automatique sur chaque échantillon. Dans les conditions standards d’analyse pré-
programmeées sur 1’appareil, ’homogénéité du champ a été calibrée a 1’aide de
tubes de références ayant une hauteur de remplissage constante de 4 cm soit 600ul
de solvant. Afin d’étre dans les conditions optimales de la mesure, il est

nécessaire de respecter cette hauteur de solvant dans le tube.

= Concentration des échantillons: La sensibilité d’une expérience de RMN dépend
des noyaux étudiés et de la concentration du produit. Dans les conditions
standards pré-programmées sur 1’appareil, une concentration de 0, 6 M est

nécessaire (dans 600l de liquide). Soit pour exemple:

v" RMN1H ~ 5 mg
v RMN13C en journée ~ 30 mg
v" RMN13C nuit ~ 10 mg
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= Choix du solvant: L’échantillon a étudier (quelques milligrammes) est dissout
dans un solvant qui ne contient aucun atome absorbant dans la zone de RMN du
proton, c’est le Chloroforme deutéré CDCl3, ou D est le symbole chimique du

Deutérium.

= Etiquetage des tubes: Il est nécessaire d’étiqueter les tubes en inscrivant sur le

haut du tube ou le bouchon au feutre noir indélébile, la référence du produit.

= Passeur BACS, turbines: Il faut prendre soin du passeur d’échantillon et des
turbines en les manipulant avec les mains propres, sans gants (contient du talc).
Une fois introduit dans une turbine, le tube est calibré en le mettant dans le
calibreur fixé au mur et en le poussant jusqu’au fond sans forcer. Les étapes de

préparation d’un échantillon RMN sont présentées dans la Figure 19.
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a)- Récupération de la silice -

:
.
. . ‘

b)- Rincage de la silice et récupération des métabolites -

Figure 16: Récupération des métabolites a partir des plagues CCM.
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1. Traitement de I’information. Visualisation du spectre.
2. Armoire informatique.

3. Aimant dans lequel est placé le tube contenant 1’échantillon a analyser.

Figure 17: Chambre a RMN

v Azote liquide (-196 C°)

ﬁ Eprouvette contenant des molécules

_——— Bobine émettrice et réceptrice
Hélium liquide (-269 C°)

Bobine supraconductrice

Sonde

Vue en coupe

Figure 18: Différentes parties de I’appareil de RMN (Navarrete Fuentes, 2011).
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- Le matériels nécessaire a la confection d’un
échantillon:

1. Bouchons pour tubes RMN

2. Tubes RMN

3. Pilulier dans lequel est dilué le produit a
analyser

4. Pipette Pasteur et poire de prélévement

5. Solvant deutérié (CDCL3)

- La mise en solution de I’échantillon contenu
dans un pilulier. Dans notre cas, ¢’est un
spectre proton H, 1mg environ de composé a
étudier est dissout dans 1 ml de solvant
deutérie.

- L’ensemble est ensuite transvasé, a 1’aide
d’une pipette Pasteur, dans le tube a RMN.

- Le tube avec son bouchon et son étiquette
est prét a étre déposé dans 1’aimant de
I’appareil.

Figure 19: Préparation d’un échantillon RMN (Arnaud et al., 2015).
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Chapitre II

TESTS BIOLOGIQUES

1. Présentation des bioagresseurs des cultures testés

1.1. Matériel fongique

Pour I’évaluation de I’effet de 4 métabolites purs extraits de Dittrichia viscosa sur la
croissance mycélienne de champignons phytopathogénes, 9 souches fongiques ont été
utilisées (5 souches de différentes especes du genre Fusarium, une souche de Botrytis
cinerea, une souche d’Alternaria sp., une souche de Phoma medicaginis pinodella et une
souche de Didymella pinodes). Les détails sur les souches fongiques testées sont consignés

dans le Tableau 3 et leur aspect cultural est donné dans la figure 20

Tableau 3: Les souches fongiques utilisées et leurs origines.

Espéce fongique Origine Hote Date d’isolement
Fusarium culmorum Saccardo Constantine | Collet du blé dur 2012
Fusarium graminearum ITGC de

g Oued Collet du blé tendre | 2012
Schwabe
Semar

Fusarium oxysporum f sp. ciceri | Oued .

. P hich 2003
(Padwick) Matuo & Sato Semar ols chiche
Fusarium oxysporum f sp. ciceri | Guelma Pois chiche 2003

. Feuill Poi
Botrytis cinerea Persoon ITGC e.u' agede Pois 2009

chiche
Fusarium solani (Martius) . .
Appel &Wollen Weberemend. ENSA Epl.(,je, Ble.tendre 2007
variete Latino
Snyder & Hansen
Alternaria sp. ITGC Pois chiche 2012
Phoma medicaginis var. o
: F P 201

pinodella (L.K. Jones) rance etit pois 013
Didymella pinodes (Berk. & A. o
Bloxam) Petr., (1924) France Petit pois 2013
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Figure 20: Aspect cultural des souches fongiques testées.

1- Botrytis cinerea / 2. Fusarium culmorum / 3. Fusarium solani / 4. Fusarium graminearum /
5. Didymella pinodes /6. Fusarium oxysporum f. sp. Ciceri / 7. Alternaria sp. /8. Phoma

medicaginis var. pinodella

1.2. Adventices et phanérogames parasites testées

Pour 1’évaluation de I’effet herbicide des métabolites purs extraits de D. viscosa, quatre
espéces adventices ont été utilisées. Il s’agit de :Convolvulus arvensis, Anagallis arvensis,
Chenopodium album et Oxalis pes-caprae. Ces adventices sont parmi les espéces les plus
répandues dans les cultures. Les parties aériennes de ces plantes ont été récoltées du jardin
botanique de 1’Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie, ENSA, en 2015 (Annexe 4). En
plus de ces adventices autotrophes, deux mauvaises herbes parasites, a savoir la cuscute
champétre (Cuscuta campestris Yuncker) et 1’orobanche spécieuse (Orobanche crenata

Forsk.) ont été également testées. (Annexe 5).

Les graines de cuscute ont été extraites manuellement des capsules desséchées de la
plante parasite récoltée sur différentes mauvaises herbes a la station de la direction générale
de I’Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) en juin 2012. Les graines ont été
nettoyées des débris de leurs capsules, puis réfrigérées a 4°'C pendant au moins une semaine

avant leur utilisation

Pour ce qui est de 1’orobanche, les graines de ce parasite proviennent de plants
d’orobanches desséchés récoltés en juin 2009 au jardin botanique de ’ENSA. Les graines ont
été conservées dans de petites boites en plastique dans les conditions du laboratoire jusqu’a

leur utilisation.
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1.3 Callosobruchus maculatus: origine et élevage au laboratoire

Callosobruchus maculatus provient de graines de pois chiche infestées. L’¢levage de
cette bruche est régulierement entretenu au département de Zoologie Agricole et
Forestiere (ENSA) —Alger pour son utilisation dans les différents travaux de recherche.Sa
multiplication, pour cette étude, a nécessité 1’utilisation de bocaux en verre contenant
environ 250g a 300g de pois chiche, une étuve réglée a 30°C et 75% d’humidité relative,

ainsi qu’un stock de graines saines de pois chiche.

L’opération consiste a infester chacune des boites avec quelques individus (adultes
males et femelles). Dans les conditions contrdlées, cela suffit pour qu’il y ait accouplement,
pontes et développement larvaire. Au bout de 20 a 25 jours, 1’émergence de nouveaux
adultes commence. Par la suite, le contenu des boites a été tamisé pour récupérer les adultes
qui serviront pour de nouvelles infestations plus importantes. Cette opération est répétée
plusieurs fois jusqu’a ce que les émergences deviennent conséquentes et peu échelonnées si
bien que les infestations qui suivent donneront des descendants suffisamment nombreux et
homogenes. A I’approche des émergences, les adultes 4gés de 0 a 2h sont prélevés au fur et a

mesure pour la conduite des différents tests au laboratoire (Figure 21).

Figure 21: Elevage de masse de Callosobruchus maculatus au laboratoire.
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2. Tests biologiques réalisés

2.1. Evaluation de D’activité antagoniste des métabolites purs de Dittrichia viscosa

sur la croissance mycélienne de quelques champignons phytopathogenes

Dans des boites de pétri (@ = 9 cm) contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar)
(Annexe 6), 5 petits disques de papier filtre (& = 5mm) ont été déposes a équidistance du
centre des boites. Ces disques ont recu 10ul de méthanol contenant 0, 2 mg de chacun des
métabolites appliqués séparément. Les disques témoins ne recgoivent qu'une solution
équivalente de méthanol (Figure 22, a). Des explants fongiques (@ = 5mm) prélevés des
cultures agées de 7 jours de chaque champignon, ont été placés au centre des boites. Quatre

répétitions par traitement ont été réalisées (Figure 22, b).

Parallélement, un explant fongique de chaque champignon a été cultivé sur milieu PDA
pour évaluer la durée de la croissance mycélienne maximale (occupation de toute la boite de
Petri). Les boites de Pétri ont été ensuite incubées a 25°C a 1’obscurité (Figure 22, c).
Lorsque le maximum de croissance mycelienne est atteind chez le témoin, le diamétre de la
colonie fongique des différents traitements a été mesuré.Le taux d’inhibition (TI) de la
croissance mycélienne est calculé par la formule proposée par Whipps (1997in Joseph et al.,

2009), comme suit :
| (%) = (1-Dn/Do) x 100
= | (%): Inhibition moyenne de la croissance mycélienne,

= Dn: Diamétre moyen de la croissance myceélienne correspondant aux traitements

avec les différents métabolites

= Do: Diametre moyen dutémoin
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a)- Dépdt des disques imprégnés de métabolites ou de méthanoldans les boites de Pétri

sur le milieu PDA —

¢)- Incubation des boites (25 ° C pendant 7 jours) -

Figure 22 : Etapes de I’évaluation de 1’effet des métabolites purs extraits de Dittrichia
viscosa sur la croissance mycélienne de quelques champignons phytopathogénes.
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2.2. Evaluation de D’effet des métabolites sur le taux de dégradation de la chlorophylle

de quelques plantes adventices

L’objectif de ce test est de calculer le taux de la chlorophylle dégradée apres le traitement par
les métabolites purs de D. viscosa. Il consiste a mettre 0,1 g de matériel végétal (feuilles), coupé en
petits disques de 5 mm, dans des tubes Eppendorf® dans lesquels on ajoute 1ml d’EDS contenant
10ul de chaque métabolite, appliqué séparément. Les tubes du témoin ont recu la méme quantité

d’EDS ou du Méthanol. Trois répétitions par traitement ont été réalisées (Figure 23, a).

Apres 6 jours d’incubation sous lumiére NUV (Vurro et al., 1998), le matériel végétal de
chaque traitement a été macéré avec 2 ml d’acétone a 80%, puis les extraits récupérés ont été
ajustés jusqu’a un volume final de 10ml, puis filtré a travers un papier filtre stérile (Figure 23,
b). Par la suite, les extrait sont été transférés dans des cuvettes et les lectures ont été faites a
647 et 663nm (Tait& Hik, 2003) dans un spectrophotométre (JENWAY, Modele 7300)
(Figure 23, c). Les lectures ont été prises immédiatement apres la préparation de I'extrait
(Pompelli et al., 2013).

Les concentrations de la chlorophylle a, b et totale ont été calculés on utilisant la
formule de Wellburn’s (1994). Les valeurs calculées sont exprimées en pug/mg de matiere
vegétale fraiche (MVF).

Chla= 12, 21 DO 663 — 2, 81 DO 647
Chlb= 20, 13 DO 647 — 5, 03 DO 663
Chl T=Chl a+ Chl b

Le taux de réduction de la teneur en chlorophylle (Tx Red) par rapport au témoin non
traité a été obtenu a partir de la formule suivante: (Amari et al., 2008)

Ch témoin — Ch traité
Tx Red = — x 100
Ch témoin

Ch, représente la teneur de chlorophylles des extraits de feuilles traitées ou non

(témoin).
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b)- Macération et filtration du matériel végétal -

c)- Lecture des résultats a 647 et 663nm dans un spectrophotométre -

Figure 23: Mesure du contenu en chlorophylle des feuilles de quelques plantes adventices
traitées par les métabolites purs extraits de Dittrichia viscosa.
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2.3.Evaluationde D’activité antagoniste des métabolites purs de Dittrichia viscosa a

I’égard de Cuscuta campestris

L’efficacité des métabolites purs de Dittrichia viscosa a été évaluée a 1’égard de C.
campestris. Les essais ont porté sur le taux de germination des graines du parasite ainsi que
sur le taux d’émergence de ses plantules. Avant de procéder au test de germination, il fallait

lever la dormance tégumentaire des graines pour qu’elles puissent germer.

Levée de la dormance tégumentaire

Les graines de cuscute ont été trempées dans 1’acide sulfurique (H,SO,4) concentré avec
agitation pendant 15 min a 1’aide d’un agitateur magnétique, puis filtrées a travers une grille
métallique. Par la suite, les graines traitées ont été rincées abondamment a 1’Eau Distillée
Stérile (EDS) pour éliminer les débris des téguments, puis mises a sécher dans du papier

filtre stérile.

Test de germination

Le méthanol étant toxique pour les plantes, sa teneur ne doit pas dépasser 2% pour la
cuscute et 0, 5% pour I’orobanche (Figure 24, a). Ainsi, pour les tests sur la cuscute, 40ul de
chacun des extraits dilués dans le méthanol ont été rajoutés a 1, 96 ml d’EDS puis placés
dans des boites de Pétri (@ = 5cm) contenant du papier filtre stérile (Whatman, GF/A). Cette
concentration est considérée comme la concentration initiale (Ci). Chez le témoin, la méme
quantité d’EDS ou de concentration correspondante de méthanol a été rajoutée (Figure 24,
b). Les graines de cuscute ont été par la suite éparpillées sur le papier filtre, et les boites ont
été incubées a 22°C a I’obscurité pendant 5 jours (Figure 24, c et d). Trois répétitions par
traitement ont été réalisées. Apres incubation, le nombre de graines germées a été déterminé
et le pourcentage de germination a été calculé. Une dilution de 10(codée C1) a été

également testée pour chaque extrait selon le méme protocole.
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a)- Préparation des extraits (chaque extrait a été dilué dans une quantité du méthanol

égal a 1/20 de son poids).

b)- Préparation des concentrations (Ci, C1) pour chacun des métabolites et du témoin
méthanolique. Les solutions ont été versées a raison de 2 ml par boite de pétri contenant du

papier filtre stérile.

c)- Dépot des graines de cuscute dans les boites de Pétri

’ -
|

| ”

[ 4

d)- Incubation des graines pendant 5 jours & 22°C.

Figure 24: Etapes de I’évaluation de 1’effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la
germination des graines de Cuscuta campestris in-vitro.
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Test sur ’émergence des plantules de la cuscute

Le test sur I’émergence des plantules de cuscute in-vitro, a été conduit dans des boites
de Pétri contenant 34g d’un mélange sol/sable (2:1, v/v) autoclavé a 120°C pendant 15 min
et humidifié avec 10 ml d’EDS. Dans chacune des boites, 3 ml d’EDS contenant les
métabolites (appliqués individuellement), a raison de 0, 4 mg/ml, ont été rajoutés. Par la
suite, 16 graines de cuscute ont été placées dans chacune des boites, a une profondeur de 5
mm et ces derniéres ont été placées dans les conditions du laboratoire. Pour les besoins
d'humidification du sol, des apports supplémentaires d’EDS ont été faits durant
I’expérimentation. La lecture des émergences a été réalisée quotidiennement durant une
semaine jusqu’a I’arrét total de 1’émergence. A la fin de I’expérimentation, le pourcentage

des plantules émergées par rapport au nombre total des graines enfouies a été calculé.

2.4. L’évaluation de D’activité antagoniste des métabolites purs de Dittrichia viscosa a

I’égard de Orobanche crenata

L’évaluation de 1’effet des métabolites purs extraits de D. viscosa a porté également sur la
germination des graines d’O. crenata et a nécessité la réalisation de deux étapes importantes,

il s’agit de la désinfection des graines du parasite et leur pré-conditionnement.

Désinfection

Les graines d’orobanches doivent subir une désinfection avant leur utilisation dans

tout test de germination. Cette étape est réalisée comme suit:

a)- Trempage des graines dans 1’éthanol a 70% pendant 30s a 1 min avec agitation sur
agitateur magnétique ; b)- Ringage avec de I’EDS; c) Trempage des graines dans
d’hypochlorite de sodium a 2% avec agitation pendant 20 min ; d)- Ringage avec I’EDS et
enfin, le séchage des graines dans du papier filtre stérile.

Pré-conditionnement des graines

Les graines d’orobanche désinfectées et séchées ont été transférées dans des boites de
Pétri (@ = 9cm) sur du papier filtre stérile humidifié avec I’EDS. Les boites ont été placées
par la suite dans un incubateur & 22°C pendant 10 jours. Un apport d’EDS supplémentaire a
été réalisé en cas de nécessité pour éviter le dessechement du papier filtre lors de la phase de

pré-conditionnement.
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Test de germination

A T’aide d’un scalpel stérile, de petits carreaux ont été deécoupés dans le papier filtre
portant les graines d’orobanche pré-conditionnées puis placés dans de nouvelles boites de Pétri
(@ =5 cm, 4 carreaux par boite) sur de papier filtre stérile (Whatman, GF/A). Parallélement,
une concentration initiale (C;) a 0, 5% a été préparée en ajoutant 5ul de chaque métabolite
dilué dans le méthanol, dans 995ul d’une solution de GR24 préparée comme suit: 1 mg de la
poudre du GR24 a été dissoute dans 1ml d’acétone complété a 100 ml par de I’EDS. Le GR24
est considéré comme étant un stimulant synthétique de germination. La dilution 107

(concentration C;) a été préparée pour chacun des métabolites testés.

Par la suite, 1ml de chacune des concentrations C; et C; a été ajouté par boite de Pétri,
separément. Chez les témoins, la méme quantité de GR24 ou de concentration

correspondante de méthanol a été rajoutée. Trois répétitions par traitement ont été réalisées.

Le nombre de graines d’orobanche germées a été déterminé et le pourcentage de
germination a été¢ calculé aprés 10 jours d’incubation a 22°C, a I’obscurité. A 1’aide d’un

micromeétre, la longueur des tubes germinatifs des graines germées a été mesurée (Figure 25).
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- Pré-conditionnement des graines d’'Orobanche crenata —

- Préparation des différentes concentrations (C;, C;) et le méthanol, séparément —

- Application des différentes concentrations et incubation des boites a 22°C/10j -

Figure 25: Etapes de 1’évaluation de 1’effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la
germination des graines d’Orobanche crenata in-vitro.
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2.5.Evaluation de D’effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur les paramétres

biologique de Callosobruchus maculatus

Evaluation de I’effet des métabolites sur la mortalité des adultes

L'essai est mené dans des boites de Pétri de 9cm de diamétredans lesquelles les
papiers filtres (Whatman® GF/A) ont été imprégnés avec 1 ml de solution d'acétone dans
laquelle ont été diluees separemment lesvolumes suivants des métabolites purs de D. viscosa:
5ul, 2, 5ul et 1, 25ul. Les boites témoins ont recu uniquement de la solution d’acétone (1ml

par boite).

Aprés 10 min environ de sechage du solvant a I’air libre, des individus adultes de
C.maculatus (agés de 0 a 2 h)ont été déposés (20 individus par boite). Les bruches exposées
pendant 24 heures aux metabolites ont été par la suite transférées dans de nouvelles boites
contenant 50g de pois chiches non traités, puis incubées (28°C, 75% HR) dans une étuve a

I’obscurité.

La mortalité des insectes a été évaluée a 1, 3, 5 et 7 jours apres l'exposition aux

métabolites apres correction par la formule de Abbott (1925) :

M — Mt
MC(%) = mx 100

MC (%): Pourcentage de mortalité corrigée
M (%): Pourcentage de morts dans la population traitée

Les valeurs de la DL50 ont été calculées par analyse du Probit. Sept jours ont été
considérés pour éviter la mortalité naturelle, sachant que les adultes de C. maculatus (males et
femelles) ont tous deux une durée de vie moyenne de 7 jours dans des conditions de
laboratoire (Shah et al., 2016) (Annexe 7). Les brlches ont été considérées comme mortes
lorsqu'elles ne présentaient aucune réaction apres avoir été doucement incitées avec une

épingle. L'expérience a été menée avec cing répétitions.

Evaluation de I’effet des métabolites sur la fécondité

Des graines de pois chiche ont été déposées dans des boites en verre (14 cm de diametre,

100 g par boite), puis traitées avec les métabolites, appliqués séparément, dissous dans de
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I'acétone pour atteindre les doses correspondant a leurs valeurs de DL50, déterminées
précédemment lors du test sur la mortalité. Six millilitres ont été appliqués par boite et la

méme quantité d'acétone sans métabolites a été utilisée pour le témoin.

Apres les avoir bien mélangées avec les solutions de métabolites, les graines ont été
exposées a I’air libre pendant 10 min pour assurer 1’évaporation du solvent. Par la suite, 25
femelles &gées de 0-2 h ont été introduites dans chaque boite. Les boites sont été ensuite
incubées dans une étuve controlée (28+1 °C et 70 £5 % d’humidité relative) dans I’obscurité.
Apres 24h de contact avec les graines traitées, les femelles ont été transposées dans de
nouvelles boites en présence de 100g de graines de pois chiche non traitées et 25 males
vierges non traités. Quatre répétitions ont été realisées pour chaque traitement, témoin y

compris (Figure 26).

Le comptage des ceufs (éclos et non éclos) a été effectué, sous une loupe binoculaire, le
15eéme jour pour que toutes les femelles puissent pondre le maximum d’ceufs. Un deuxiéme
essai a été realisé dans les mémes conditions sauf que ce sont plutdt les males qui ont été

traités avec les métabolites.Les croisements suivants ont été réalisés:
= Femelles traitées avec males non traités (FTXMNT)
= Femelles non traitées avec méles traités (FNTXMT)
= Femelles non traitées avec males non traités. (FNTXMNT), qui correspond au
témoin.
Evaluation de I’effet des métabolites sur la fertilité

A partir de pontes réalisées lors du test précédent sur la fécondité, un nombre de graines
de pois chiche a été sélectionné de fagon a ne garder que 20 ceufs par boite. Les boites chez
le témoin contiennent le méme nombre d’ceufs, mais issus de couples non traités. En cas de
surplus, le nombre excédent d’ceufs est éliminé. Le comptage des ceufs éclos a été réalisé 3
jours apres et le taux d’émergence des bruches de la lere génération a ete calcule selon la

formule suivante:

Taux d’émergence = (Nombre d’adultes émergés/ nombre total d’ceufs)*100
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- Réalisation du test et incubation des boites -

Figure 26: Dispositif de 1’évaluation de I’effet des métabolites purs extraits de Dittrichia
viscosa sur la fécondité de Callosobruchus maculatus.
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Evaluation de I’effet des métabolites sur le sex-ratio

De 1’essai sur la fertilité, le développement est poursuivi jusqu’aux €mergences pour
faire le sexage des individus, et évaluer I’effet des métabolites sur le sex-ratio dans les lots
traités comparativement aux témoins non traités. Le sex-ratio a été calculé selon la formule

suivante :

Sex ratio= Nombre de males émergés/ Nombre de femelles émergées

3. Analyses statistiques

Toutes les expérimentations ont été menées selon un dispositif complétement randomisé
avec 3 a 5 répétitions. Les données sur la mortalité des adultes ont été corrigees avec la
formule de Abbott (1925). Les DL50 ont été déterminées en utilisant une méthode de
régression-probit. Les analyses de données ont éte réalisées a l'aide du logiciel Statistica
(V.8.5, 2014). Les données ont été soumises &8 ANOVA a un facteur et la comparaison des
moyennes (a p < 0,05) a été déterminée par le test de Duncan, en cas de différence

significative.



PARTIE III

RESULTAT ET DISCUSSION



Résultats et discussion @

Chapitre I

RESULTATS DE L’EXTRACTION A PARTIR DE DITTRICHIA VISCOSA

Les métabolites extraits de la partie aérienne de D. viscosa ont été identifiés comme étant
des sesquiterpénes bi et tri-cycliques. Il s’agit de: I'acide a-costique (Rf 0, 35), purifié de la
fraction A la moins polaire sous forme d’huile jaune homogeéne, I’inuloxine A (Rf 0, 52),
issu dela fraction B isolée sous forme d’une huile jaune, I’inuloxine B (Rf 0, 52) et
I’inuloxine C (Rf 0, 31), tous deux réveélés par le résidu de la fraction la plus polaire purifié a
nouveau par CCM préparative. Leurs structures ont été confirmées par RMN (Figures 27) et
comparees a des metabolites de référence de Andolfi et al. (2013). (Figure 28).

1. Profil chimique des métabolites obtenus

Inuloxine A :

Inuloxine A, obtenu sous la forme d'une huile jaune a pour formule moléculaire
C1sH2003. Sonprofile chimique est le suivant: [a]®p +8, 5 (€ 1, 9); IR vmax1755, 1706, 1659,
1119cm™ ;UVA max nm(loge)284(2, 14). Le spectre RN du H' est rapporté dans le Tableau 4:
HRESIMS (+)m/z 519[2M+Na]", 287[M+K]*, 271.1321 [Calculé pour CisHxNaOs, 271,
1310, M+Na]", 249 [M+H]", 231 [M+H-H,0]".

Inuloxine B :

Inuloxine B, obtenu sous la forme d'une huile jaune a pour formule moléculaire
C1sH2203. Sonprofile chimique est le suivant :[a]®p +49, 9 (c 0, 2); IRvmax1764, 1711, 1190
cm™; UVAmaxnm (log €) 270 (2, 40). Le spectre RMN du H* est rapporté dans le Tableau4:
HR ESIMS (+) m/z289 [M+K]", 273, 1357 [calculé pour C15H2,NaOs, 273, 1467 M+Na]".

Inuloxine C :

Inuloxine C obtenu sous la forme d'une huile jaune qui présente la méme formule
moléculaire que celle d’Inuloxine A (CisH2003). Cet Inuloxine différe de 1’inuloxine A par
les différents groupes fonctionnels présents dans le macrocycle en 10 termes.Sonprofile
chimique est le suivant: [a]®p+13, 1 (¢ 0, 3); IRvnax3428, 1758, 1662, 1635, 1152 cm™ ;
UVAmanm (loge) 262 (1, 07). Le spectre NMR du H' est rapporté dans le Tableau4: HR
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ESIMS (+)m/z 519 [2M+Na]*, 287 [M+K]", 271.1319 [calculé pour CisHzNaOs, 271.1310
M+Na]*, 253 [M+Na-H,0]", 249 [M+H]*.

L’acide a-costique:

Le principal métabolite de D. viscosa a été isolé a partir de la deuxieme et de la troisieme
fraction de la premiére colonne de purification de I'extrait organique correspondant. Ce
métabolite a été identifié comme étant 1’acide-a-costique par comparaison avec les données

spectroscopique (RMN H' et UV) rapportées dans la littérature.

L’acide a-costique obtenu sous la forme d’un solide a pour formule moléculaire
C1s5H2,0,. Son profile chimique est le suivant: [a]*p+15 (c 0, 5); IR vmax3403, 2906, 1687,
1618, 1278 cm™; UVAnmax nm (loge) 225 (3, 38) (Shtacher et Kashman, 1970); [a]*p+10 (c
0, 8 CHCI3):IR max(CHCI3)2, 900, 2, 830(v.s), 1, 960(v.s), 1, 615(>C=C<COOH)(s), 1,
435(s), 1, 365 (m), 968 (v.s) cm™ (Chen et al., 2001); [0]*°p+8 (c 0, 24 CHCI3); IR v-29186,
2848, 1696, 1621, 1436, 1278 cm™. Le spectre NMR du H* est rapporté dans le Tableau 4;
ESIMS (+) m/z235 [M+H]*, 189 [M-COOH]+.

Le résumé des colonnes et des CCM realisees pour la purification des différents

métabolites est présenté dans la figure 29.



Tableau 4: Résultats RMN H* pour les Inuloxines A-C et I’acide a-costique

Position Inuloxine A Inuloxine B Inuloxine C L’acide a-costique
8H (Jin Hz) 8H (Jin Hz) 8H (Jin Hz) dH(Jin HZ)
1 (2H) 2.20m 2.34m 1.36 (2H) m
2.22m
2 2.52m 2.55ddd (15.6 ; 9.3 ;4.3) 2.21m 2.09m
2.44m 2.44ddd (15.6 ;8.8 ;6.6) 1.70ddd (8.0 ; 8.0 ; 3.9) 1.96 m
3 1.69m 5.32brs
4 1.75m
1.99m
5 5.39dd (9 ;5.2) 5.45dd (10.1 :2.0) 2.02m
6 2.40m 2.22m 1.27m 1.27 q (13.1)
2.13dd (10.0 :5.2) 1.87ddd (15.6 ; 10.1 :3.8) 2.32ddd (13.2 :3.6 :3.2) 1.46 dt(13.1, 3.7)
7 3.27m 2.65m 2.69m 2.42 brt(13.1, 12.6, 3.7)
8 4.60ddd (11.2 :8.5:2.5) 4.61ddd (11.0:7.5:6.1) 4.33ddd (10.7 :9.0:6.1) 1.68 br d (13.0)
1.56 ddd(13.0, 12.6, 3.7)
9 1.95ddd (13.7 :5.4 :2.5) (2H) 2.05m 3.24ddd (15.6 :6.1 :3.2) 1.86 br d (12.6)
1.83dt (13.7 :11.2) 2.58dd (15.6 :10.7) 1.28 td(12.6, 2.7)
10 2.31m 2.34m
11 2.79 quin (7.5)
12
13 6.18d (3.0) 1.16d (7.5) 6.27d (3.5) 6.32s
5.47d (3.0) 5.68s
14 2.10s 2.14s 1.24s 0.84s
15 1.08d (6.9) 1.13d (7.2) 5.00bs 1.62s
5.13bs
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Figure 27: Spectre RMN H* des 4 métabolites enregistré a 400 MHz dans le CDCls.
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Structure de I’Inuloxine A Structure de I’Inuloxine B

OH

Structure de I’Inuloxine C Structure de I’acide a-costique

Figure 28 : Structure chimique des Inuloxines A-C et de 1’acide a-costique
(Andolfi et al., 2013).



1 kg de poudre de Dittrichia viscosa
|
1-Macération H,O: CH30h (1 :1)
2- extraction avec CH,Cl,
I

Extrait organique 30, 2893g

I
Colonne, Eluant ; CHCI3: C3HgO (95 :5)
v

v v

Fraction 2= 1, 6608g Fraction 3= 3, 5777g Fraction (5+6)= 12, 369
T
Plusieurs colonnes et CMM Colonne, Eluant ; CHCI3: C3HgO (98 :2)
\ 4 A 4
T(1-26)= 1, 25309 F2= 588, 9mg
Colonne, Eluant X CHC|3: C3HgO CMM :EP: Acet (7 3)
N
F=16, 27mg
¢ A 4 A 4
Inuloxine A Acide a-costique Inuloxine B Inuloxine C

Figure 29: Schéma récapitulatif de I’extraction et de la purification des métabolites purs de Dittrichia viscosa.
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Chapitre II

RESULTATS DES TESTS BIOLOGIQUES

1. Effets des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la croissance mycélienne des

souches fongiques phytopathogénes testées

L’ensemble des métabolites testés, n’ont révélé aucune activité sur la croissance
mycélienne des souches fongique testées. En effet, tous les champignons se sont développés
normalement et de facon semblable a leurs témoins (Tableau 5). Cependant, 1’acide a-
costique a affecté la croissance mycélienne de la souche de Fusarium oxysporum fsp. ciceri
en provenance de Guelma avec 50 % de reduction. Néanmoins, I’effet n’a pas pu étre

reproduit lors de la répétition de 1’essai.

Tableau 5: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la croissance mycélienne des
souches fongiques phytopathogénes testées.

Croisssance mycélienne des souches fongiques (cm)
Traitements

F.c. F.g. F.s. Alt. Foxy.G. Foxy.O. B.c. Ph.m. D.p.

InuloxineA  9,0b 9,0b 9,0b 8,0a 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b

Inuloxine B 9,0b 9,0b 9,0b 8,0a 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b

Inuloxine C 9,0b 9,0b 9,0b 8,0a 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b 90D

Acide o-

) 9,0b 9,0b 9,0b 8,0a 4,5a 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b
costique

Témoin (Eau) 9,0b 9,0b 9,0b 8,0a 9,0b 9,0b 9,0b 9,0b 9,0D

Témoin

(Méthanol) 9,0b 9,0b 9,0b 8,0a 9,0b 9,0b 8,2b 9,0b 9,0b

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon
le test de Ducan au seuil de 5%.F.c.: Fusarium culmorum / F.g.: Fusarium graminearum / F.s.:
Fusarium solani / Alt.: Alternaria sp. / Foxy.G.: Fusarium oxysporum fsp. ciceri (Guelma) / Foxy.O.:
Fusarium oxysporum fsp. ciceri (Oued Smar) / B.c.: Botrytis cineria / Ph.m.: Phoma medicaginis

pinodella / D.p.: Didymella pinodes.
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2. Effets des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur le contenu en chlorophylle des

feuilles de quelques adventices.

La dégradation de la chlorophylle differe selon les métabolites, les espéces d’adventices
et les types de chlorophylle. Chenopodium album n'a montré aucune sensibilité a I'égard des
3 métabolites testés (Inuloxine A, Inuloxine C et ’acide a-costique) par rapport au témoin
EDS. Par contre, les chlorophylles b et totale ont été affectées par tous les métabolites testés
au niveau des feuilles d'Anagallis arvensis. Chla semble, cependant étre plusresistant. Chez
Oxalis pes-caprae, les taux de Chlb et TChl ont été considérablement réduits par rapport au
témoin EDS. Chlb a été affectéepar l'acide a-costique avec une réduction de 99%. De
maniére inattendue, le contenu de Chla des feuilles de Convolvulus arvensis traitées par les 3
métabolites était significativement plus élevé que ceux du témoin EDS. La Chl b n'a montré
aucune différence avec ce dernier (Tableau6). De maniere générale, le traitement des feuilles

avec l'acide a-costique a entrainé la réduction la plus élevée des taux de chlorophylle.



Tableau 6: Effets des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur le contenu en chlorophylle des feuilles de quelques adventices.

Espéce d’adventice Chl A Différence (%)§ ChIB Différence (%)§ ChIT (Do/:J‘;fgrence
Inulox. A 0,78 a / 0,57 a / 1,36 a /
Inulox. C 0,75a / 0, 557a / 1,30a /
Chenopodium ablum | Acide a-costique 0, 58 ab / 0,59a / 1,18 a /
Témoin (MET) 0,45b -41,7 0,12 b -83,7 0,57b -62, 2
Témoin (EDS) 0,77 a 0,74 a 1,51a
Inulox. A 1,45a +88, 3 0,74 a / 2,20ab /
Inulox. C 1, 59a +106, 4 0,8la / 2,40b +64.3
Convolvulus arvensis | Acide a-costique 1, 50 a +95, 8 0,62a / 2,13 ab /
Témoin (MET) 1,04 ab / 0,89a / 1,93 ab /
Témoin (EDS) 0,77b / 0,68a / 1,46 a /
Inulox. A 0,78 a / 0,28a -56, 9 1,07 a -58,5
Inulox. C 2,40 b +64, 3 0, 36 ab -44, 6 1,14 a -55, 8
Anagalis arvensis Acide a-costique 2, 13 ab / 0,26 a -60 0,94 a -63,5
Témoin (MET) 1, 93ab / 0, 43b -33,8 1,49b -42, 2
Témoin (EDS) 1,46 a / 0,65c / 2,58 ¢ /
Inulox. A 1,04 a / 0,2a -80, 8 1,21a -53,1
Inulox. C 1,21a / 0,33a 68, 2 1,54 a -40, 3
Oxalis pes-caprae Acide a-costique 0, 46 a / 0,0la -99 0,47 a -81, 8
Témoin (MET) 0,81a / 0,29a -72,1 1,11a -57
Témoin (EDS) 1,8la / 1,04 b / 2,58b /

Inulox.: Inuloxine / Chl a: chlorophylle a / Chl b: chlorophylle b /TChl: Chlorophylle totale/ Témoin MET: Témoin méthanolique / Témoin EDS: Témoin

avec I’Eau Distillée Stérile. I8 Les taux de réduction ou d’augmentation (Différence) sont calculés par rapport aux témoins EDS correspondants.
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3. Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la germination des graines et

I’emergence des plantules de Cuscuta campestris

Effet sur la germination des graines

Les résultats obtenus montrent que tous les métabolites ont agit sur la germination des

graines comparativement aux témoins (Tableau 7).

L’Inuloxine C a réduit la germination d’une fagon trés appréciable avec un taux de
réduction de I’ordre de 98, 7% par rapport au témoin méthanolique. Les métabolites les plus
performants étant I’Inuloxine A et 1’Acide a- costique avec 100% d’inhibition de la
germination des graines du parasite. L’Inuloxine B s’est révélé le moins efficace avec une
réduction de la germiantion de I’ordre de 38% par comparaison au témoin EDS. Avec la

dillution 10 aucun métabolite n’a eu un effet statistiquement différent des deux témoins.

Tableau 7: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la germination des graines de
Cuscuta campestris

Germinationdes graines de Cuscute (%)

Métabolites
Concentration Initiale Dilution 10-1

Inuloxine A 00, 00a 51,67 a
Inuloxine C 00, 79a 44,41 a
Inuloxine B 34, 16¢ 45,73 a
Acide a-Costique 00,00 a 44, 46a
Témoin (EDS) 54,88Db 54,88 a
Témoin(Méthanol) 62,52 b 47,61 a

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de Duncan au seuil de 5%.
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Effet sur I’émergence des plantules

L’effet des quatre métabolites testés sur I’emergence des plantules de cuscute n’était

passtatistiquement différent des deux témoins non traités (Tableau 8).

Tableau 8: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur 1’émergence des plantules de
Cuscuta campestris.

Emergence des plantules de Cuscuta campestris

Traitements Emergence des plantules (%)
Inuloxine A 08,5a
Inuloxine B 22,5a
Inuloxine C 20,9 a
Acide a- Costique 13,7 a
Témoin Eau 24,0 a
Témoin (Méthanol) 290 a

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de Duncan au seuil de 5%.

4. Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la germinationdes graines et

I’élongation du tube germinatif des graines germées de Orobanche crenata Forsk.

Effet sur la germination des graines

Il ressort des résultats obtenus que les Inuloxines A et C ont complétement inhibé la
germination des graines de 1’orobanche (100% inhibition, P < 0.001). Par contre, I’acide o-
costique a induit une inhibition de la germination de 1’ordre de 23, 6% 30, 67% comparaison
aux témoins GR24 et le témoin méthanolique, respectivement (Tableau 9). Le taux de
germination obtenu suite a I’application de 1’Inuoxine B n’était pas statistiquement difféerent
des deux témoins. Avec les dilutions 107, les 4 métabolites testés n’ont eu aucun effet sur la
germination des graines du parasite puisqu’ils n’étaient pas statistiquement différents des

deux témoins
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Tableau 9: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la germination des graines de
Orobanche crenata

Germinationdes graines de 1’Orobanche (%)

Métabolites Concentration Initiale Dilution 10!
Inuloxine A 00, 00c 39,72a
Inuloxine C 00, 00c 23,08d
Inuloxine B 40,34 b 58,16 b
Acide a- Costique 23,87 a 61,02 b
Témoin (GR24) 31,24 ab 31, 24 abd
Témoin (Méthanol) 34,43 ab 45,05 a

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de Duncan au seuil de 5%.

Effet sur la longueur du tube germinatif des graines germées

L'élongation du tube germinatif des graines germées de I'orobanche a également été affectée
par les Inuloxines A, B et C, qui ont réduit significativement la longueur des tubes germinatifs
par rapport au témoin méthanolique (100 % d’inhibition). (Tableau 10). Avec la concentration
10, I’Inuloxine C était le seul a inhiber 1’élongation du tube germinatif avec un taux de

réduction de 76, 8%, 83, 2% par rappart aux témoins GR24 et méthanolique, respectivement.

Tableau 10: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la longueur de tube
germinatif des graines germeées d 'Orobanche crenata.

Longueur du tube germinatif (um)

Métabolites Concentration initiale Dilution10™
Inuloxine A 00,00 a 35,60d
Inuloxine C 00,00 a 18,53 ¢c
Inuloxine B 00,00 a 70, 53 ab
Acide a- costique 76,86 b 65, 40 a
Témoin GR24 80,06 b 80,06 b
Témoin (Méthanol) 82,47 D 110, 26 ¢

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de Duncan au seuil de 5%.
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5. Effet insecticide des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur les parametres

biologiques de Callosobrochus maculatus

Effet des métabolites sur la mortalité des adutes

Les essais de toxicité par contact a I'égard de Callosobruchus maculatus, montrent que
tous les métabolites testés ont exercé une activité insecticide tres marquée surtout a la dose
de 5ul/ml ou les taux des mortalités corrigées ont atteint les 100% seulement 24 h apres

I’exposition aux métabolites.

A la dose de 2,5 pl/ml, les mortalités sont restées assez élevées oscillant entre 77,55%
pour I'Inuloxine Cet 90,81% pour I'Inuloxine A, dépassant ainsiles doses létales. Par contre,
I'Inuloxine B n’a engendré que 38,77% de mortalité seulement. Les mortalités enregistrées
avec la dose la plus faible (1,25 pl/ml) n’ont dépassé guere les 40%, cependant les taux

restent trés différents de ceux du témoin (Figure 30).

Les valeurs des DL50 ont eté calculées par transformation des pourcentages de mortalité
en unités probits et les valeurs obtenues ont été corrélées avec le logarithme des doses
(Annexe 07). A T’aide de la droite de régression, on a déterminé la dose létale

correspondante pour 50% de la population d’insectes (Figures31).

D’aprés les DL50 obtenues, nous constatons que les Inuloxines A et C et 1’acide a-
costique occasionnent une toxicité assez proche avec une DL50 égale a 1,52 ul/ml pour
Inuloxine A, 1,58 pl/ml pour Inuloxine C et 1,47ul/ml pour 1’acide a-costique. Enfin,

I’Inuloxine B a manifesté la plus faible toxicité avec une DL50 égale a 1,76 pl/ml.
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Figure 30: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la mortalité des adultes de Callosobruchus maculatus
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6. Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la fécondité et la fertilité de

Callosobrochus maculatus.

=  Effet sur la fécondité

Les résultats présentés dans le Tableau 11 indiquent que la performance de la ponte
varie en fonction du sexe du partenaire sexuel traité. Lorsque des femelles traitées se sont
accouplées avec des males non traités (FT x MNT), a part l'inuloxine C, les 2 autres
métabolites n'ont eu aucun effet sur le nombre d'oeufs pondus. En effet, les moyennes de
I’Inuloxine A, et de I’acide a-costique, bien que proches, ne different pas statiquement de
celle du témoin. Alors que l'inuloxine C a provoqué une ponte moyenne presque double par

rapport a celle du témoin (augmentation de 97 %, P<0, 001).

A l'inverse, lorsque des femelles non traitées se sont accouplées avec des males traités
(FNT x MT), les 3 composes (Inuloxines A et C et I’acide a-costique) ont réduit de maniere
significative le nombre d'ceufs pondus par rapport au témoin non traité (P<0, 001) avec une

inhibition de la ponte presque égale allant de 23% a 27%.

Tableau 11: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la fécondité de
Callosobrochus maculatus.

Type FT x MNT FNT x MT
d’accouplement

Nombre des Différencea Nombre des Différencea %

ceufs pondus % ceufs pondus
Inuloxine A 676,5 a nsb 755,0a -27
Inuloxine C 2200,2Db +97 784,5a -24
Acide a costique 754,0a nsb 800,0a -23
Témoin (Acétone) 1114,5a - 1033,8b -

Les Inuloxines A et C ont été testés a 1.58 pl/ml et 1.74 pl/ml, respectivement. L’Acide a-costique a

été testé & 1.52 pl/ml.

FT ; Femelles traitées/ MT ; Males traités/ MNT ; Males non taités/ FNT ; Femelles non traitées, a :

par comparaison au témoin non-traité ; b ns:non significatif

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de Duncan au seuil de 5%.
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=  Effet des métabolites sur la fertilité

Les resultats présentés dans le Tableau 12 montrent que la fertilité a été
significativement affectée, quel que soit le sexe du partenaire sexuel traité.Lorsque les
femelles traitées se sont accouplées avec des males non traités (FT x MNT), les résultats
obtenus ne présentaient pas de différence entre eux mais étaient statistiquement differents du
témoin. Les 3 métabolites testés (Inuloxine A, C et I’acide a-costique) ont entrainé un
nombre de descendants de la 1°® génération (F1) significativement plus faible (P < 0,001)
par rapport au témoin non traité.On note également que 1’effet des métabolites sur la fertilité

était le plus élevé avec l'acide a-costique et le plus faible avec I'inuloxine C.

D’autre part, lorsque les femelles non traitées se sont accouplées avec des males traités
(FNT x MT), un nombre d'adultes F1 emergés significativement plus faible a été obtenu suite
au traitement avec 1'Inulxine C et l'acide a-costique (P < 0,001) avec des taux de réduction de
70 % et 65 %, respectivement. Par contre, l'inuloxine A n'a pas eu d'effet significatif

comparativement au témoin non traité.

Tableaul2: Effet des métabolites purs de Dittrichia viscosa sur la fertilité de Callosobrochus
maculatus.

;lr’)g::ioupelement FTXMNT FNT X MT
Nombre Taux de Nombre Taux de
d’adultes réduction de la d’adultes réduction de la
emerges(F1). descendance %°  emergés(F1). descendance %?°
Inuloxine A 12 a 41 a 13 ab 35ab
Inuloxine C 13 a 36 a 06 a 73 a
Acide a-costique 10 a 49 a 07 a 68 a
Témoin (Acétone) 18b 11b 14b 29 b

Les Inuloxines A et C ont été testés a 1, 58 pl/ml et 1, 74 pl/ml, respectivement. Acide o costique a

été testé a 1, 52 pl/ml.

FT: Femelles traitées/ MT: Males traités/ MNT: Males non taités/ FNT: Femelles non traitées,/ ? :

Les moyennes ont été calculé a partir de 20 ceufs pondus

Les moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon

le test de Duncan au seuil de 5%.
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Sex ratio

Les résultats presentés dans le Tableau 13 montrent que le sex ratio de la population de

descendants F1 varie en fonction du sexe du partenaire d'accouplement traité. Le sex-ratio n'a

pas ete affecté lorsque les femelles traitées avec tous les métabolites se sont accouplées avec

des males non traités. A I'inverse, un rapport de sexe plus faible a été constaté lorsque des

femelles non traitées s'accouplaient avec des males traités avec I’acide a- costique et

Inuloxine C, bien qu'une différence significative (p < 0, 001) n'ait été détectée que pour le

dernier métabolite.

Tableau 13: Effet des metabolites de Dittrichia viscosa sur le sex ratio de la F1 de

Callosobruchus maculatus

Type FTx MNT ENT x MT
d’accoupelement

% Femelles Sex ratio % Femelles Sex ratio
Inuloxine A 57 a 0, 798 a 63 ab 0, 585 ab
Inuloxine C 67 a 0,513 a 85hb 0, 208 a
Acide a-costique 66 a 0, 565 a 75 ab 0,333 ab

Témoin (Acétone) 64a

0, 626 a 58 a 0,745D

FT: Femelles traitées/ MT ; Males traités/ MNT ; Males non taités/ FNT ; Femelles non traitées. Les

moyennes de chaque colonne suivies de lettres différentes sont significativement différentes selon le

test de Duncan au seuil de 5%.
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DISCUSSION GENERALE

Les substances d’origine végétale ont toujours constitué une source majeure pour
I’¢laboration de nouvelles substances aux propriétés thérapeutiques. Dans notre étude,
Dittrichia viscosa avec son large spectre allélopathique, sa grande diversité biologique,
chimique ainsi que son caractere ubiquitaire, nous a incités a évaluer I’activité antagoniste de

quatre de ses métabolites a 1’é¢gard de quelques bio-agresseurs des cultures.

Effet sur les champignons phytopathogénes

Les métabolites testés n’ont manifesté aucune activité inhibitrice vis-a-vis des souches
fongiques utilisées. Beaucoup d’auteurs ont mis ’accent sur les facteurs susceptibles de
conditionner I’activité fongicide d’un extrait ou d’'un composé issu de plantes. Il ya lieu de
citer, la concentration du composé, la nature du solvant, la structure chimique, la sensibilité
propre de chaque champignon ainsi que certaines réactions possibles d’antagonisme ou de

synergie lors du contact du métabolite avec la souche fongique.

Dans notre étude, 1’une des raisons probables de ’absence d’activité des métabolites est
le fait que les tests ont étémenés avec une dose unique (10u/ml). Il se peut que cette dose soit
insuffisante pour induire un effet, et de surcroit sur une gamme de souches fongiques de

sensibilité différente.

A ce sujet, plusieurs auteurs mettent I'accent sur les limites de concentrations requises a
partir desquelles l'activité antifongique devient efficiente. En effet, EI Ajjouri et al.(2013)
ont observé une sensibilité différente de 4 souches de champignons, a savoir Gloeophyllum
trabeum, Poria placenta, Coniophora puteana, Coriolus versicolor vis-a-vis de 1’huile
essentielle deThymus ciliatus et T. algeriensis..Globalement toutes les souches fongiques
lignivores testées ont montré une grande sensibilité a I’huile essentielle de T. ciliatuset une
sensibilité inférieure a I’essence de T. algeriensis.Dans le méme sens, Maoz et al. (1999) ont
rapporté que la tayunine, un composé sesquiterpéne isolé de Inula viscosa, provoque une
inhibition de la croissance mycélienne de Microsporum canis et Trichophyton rubrum

lorsqu'il est testé a 10 et 50 pg / ml, respectivement.

Pour Cafarchia et al. (2001), c'est a la concentration de 1 mg / ml de tomentosine, un
autre sesquiterpéne, isolé a partir de fleurs de 1. viscosa, qu'ils ont pu obtenir une inhibition

intéressante contre Microsporum canis, M. gypseum et Trichophyton mentagrophytes.
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Aussi, nombreux sont les chercheurs qui ont expérimenté plusieurs solvants pour
exprimer l'activité antifongique. Cette derniere est en effet influencée par la nature du

solvant et les résultats justifient ce facteur determinant par des différences tres significatives.

Viji et al., (2013) ont trouvé que l'inhibition obtenue avec l'extrait d’acétone des feuilles
de Calotropis gigantea testé contre des souches d'Aspergillus et de Penicillum était plus

importante que celle avec I'extrait aqueux.

De méme, l'utilisation des extraits organiques de Inula viscosa contre deux especes de
Trichoderma et trois de Fusariuma provoqué des inhibitions plus ou moins importantes en
fonction de la nature du solvant. Les pourcentages d'inhibition se situaient entre 17-61%, 77-
100% et 55-100% en présence de I'hexane, du chloroforme et du méthanol, respectivement
(Omezzine, 2011).

Ces résultats ainsi que ceux issus des travaux utilisant soit les huiles essentielles soit les
extraits indiquent que 1. viscosa est une source importante de composés bioactifs utiles pour

le développement de produits contre certaines souches fongiques.

Effet sur les adventices

Nos résultats concordent avec ceux de beaucoup d’auteurs qui ont pu mettre en évidence
des perturbations des teneurs des chlorophylles sous d'autres stress, hydriques, pathogenes,

fertilisants .. etc.

En effet, Ben Tekaya et al. (2007) ont rapporté que la chlorophylle b agit plus
significativement comme pro-oxydant que la chlorophylle a. De leur coté, Cheikh M’hamed
et al. (2008) ont montré que la chlorophylle b est moins sensible au stress salin de l'orge

quela chlorophylle a.

Cependant, certains auteurs tels que Guettouche (1990) affirment que la teneur en
chlorophylle n’est pas un bon indicateur de résistance mais c’est plutot le rapport Ch a / Chb
en ce sens que: plus ce parametre est élevé, plus la plante est tolérante. Il est clairement
expose dans la littérature que la photosynthése et les echanges gazeux des feuilles sont
affectés par plusieurs stress dont, la salinité, le stress hydrique, le stress métallique, la
compaction du sol, une nutrition inadéquate...etc (Tripathi, 1999). Hikosaka et al. (2006)
ajoutent quela quantité de la chlorophylle peut étre influencée par beaucoup de facteurs tels

que I'age des feuilles, la position des feuilles, et les facteurs environnementaux tels que la
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lumiere, la température et la disponibilité en eau. Au cours d'un stress hydrique, une
diminution de la teneur en chlorophylle a été remarquée chez le blé dur (Bousba et al.,
2009). L’évaluation de la perte en chlorophylles aprés infiltration de la juglone, a confirmé
I’influence deMycosphaerella fijiensis, agent causal de la cercosporiose noire sur 1’activité
photosynthétique de différentes variétés de bananiers. (Amari et al., 2008). L'explication de
cette perte de chlorophylle est selon Tahri et al., (1998) et Hassani et al., (2014), due a
I'altération de l'activité de la glutamate synthétase, qui est une enzyme impliquée dans la

biosynthése du glutamate qui est un précurseur de pigments chlorophylliens.

Effet surles plantes parasites

Les composés d'origine naturelle, comme les phycotoxines produites par des
champignons ou les métabolites purs des plantes, peuvent étre utilisés dans les stratégies de
gestion des mauvaises herbes parasites en interférant avec leurs premiers stades de
croissance. Ces métabolites peuvent inhiber la germination des graines ou affectent
I’¢longation du tube germinatif, empéchant ainsi I'attachement a la plante hote (allélophatie
positive), ou, au contraire, de stimuler la germination des graines en l'absence de I'hGte
(allélophatie négative), ce qui contribue a une réduction du stock des graines du parasite dans
le sol (Vurro et al., 2009 ; Evidente et al., 2013).

Dans nos conditions expérimentales, les résultats obtenus montrent une activité
antagoniste efficiente sur la germination des graines de la cuscute. La réduction du taux de
germination des graines sous I’action des métabolites de D. viscosa était de I’ordre de 90%
pour I'Inuloxine C et l'acide a-costique. En revanche, celle induite par I'lnuloxine A était de
100%. Cela est en accord avec les travaux de Dor &Hershenhorn (2004) qui ont rapporté
que cette plante contient des composés naturels herbicides trés actifs. Ces composés actifs
ont été purifiés et leur structure chimique a été déterminée. Il s’agit d’un sesquiterpéne

lactone tayunin (C15H2003).

Paradoxalement a la germination, les métabolites n’ont manifesté aucun effet significatif
sur I’émergence des plantules de la cuscute. Sur ce volet, beaucoup de travaux font état de la
difficulté pour faire valoir les réponses des composeés allélochimiques en utilisant le sol
comme substrat. En effet, selon Cheng (1995in Inderjit, 2001), une fois dans le sol, ces
composés peuvent subir des interférences en matiere de rétention, de transport ou de

transformation, influencant quelque peu leur phythotoxicité. Selon Werker & Fahn
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(1981) et Levizou et al., (2002), les composés allélopathiques de cette plante ne sont pas
inactivés dans le sol et, de surcroit ses feuilles portent abondamment des glandes sécrétrices
assurant une continuité d’approvisionnement du sol en composés allélopathiques jusqu'a la
concentration nécessaire pour inhiber I’émergence des plantules de cuscute. On pourrait donc
supposer que la dose des métabolites a proximité des graines n’était pas suffisante pour

induire un effet inhibiteur sur 1’émergence des plantules.

Les tests sur I'orobanche font ressortir que les Inuloxines A et C sont les plus actifs en
inhibant completement la germination des graines de ce parasite (100%) ; alors que, l'acidea-
costique a exhibé un effet inverse puisqu’il a causé une stimulation de la germination de
I’ordre de 29%. Ces mémes métabolites testés par Cimmino et al., (2014) sur une autre
espéce d’Orobanche (Orobanche cumana) ont montré une activité stimulatrice de la
germination des graines. De méme, Evidente et al., (2007) ont identifié le trigoxazonane,
composé purifié du fenugrec (Trigonella foenum-graecum) comme étant un inhibiteur de la

germination des graines d’Orobanche crenata.

Concernant 1’effet de ces métabolites sur le développement du tube germinatif des
graines germees de I’orobanche, les Inuloxines A et C ont confirmé leur activité inhibitrice
(100% d’inhibition). Cimmino et al., (2015) ont trouvé que le métabolite pur de seigle
Ryecyanatine a inhibé la germination et le developpement de Orobanche crenata, en
induisant la promotion d'une couche de papilles a la pointe de la radicule ce qui empéche

’attachement du parasite a la plante hote.

L’inhibition de la germination des graines associée a celle de 1’émergence des plantules
pourrait se révéler étre une piste trés intéressante pour contréler les plantes parasites, a

I’image des Inuloxines A et C vis-a-vis de 1’orobanche.

Effet sur Callosobruchus maculatus

Dans notre étude, I'efficacité des métabolites purs extraits de D. viscosa comme agent de
lutte biologique contre C. maculatus a été évaluée en tenant compte de la mortalité des
adultes, de la ponte et de I'émergence de la descendance F1. La mortalité des adultes est un
parameétre clé pour évaluer l'efficacité d'un produit utilisé pour la protection de denrées
stockées. La mortalité empéche les adultes de s'accoupler et de pondre des ceufs et limite

ainsi l'accroissement de la population de C. maculatus dans les stocks de graines.
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Nos résultats ont montré que les métabolites testés (Inuloxines A, B et C et acide a-
costique) ont agi rapidement, provoquant une mortalité complete (100 %) des adultes un jour
seulement aprés I'exposition a la concentration la plus élevée (5ul/ml). Lors des tests de
toxicité par contact menés par Rotundo et al., (2019), I'extrait n-hexane des parties aériennes
(feuilles et fleurs) de D. viscosas'est révélé trés bioactif vis-a-vis du charancon du grenier,
Sitophilus granarius (L.). L'analyse par GC-MS des fractions actives a fortement suggéré
I'acide costique et, en particulier les isoméres a- et y-, comme le composeé responsable de la

toxicité par contact de cet extrait contre les adultes du charangon du grenier.

Par contre, d'autres espéces du genre Inula (Dittrichia) ont montré une efficacité moindre
contre plusieurs parasites des denrées stockés, méme lorsqu'elles ont été testées a des
concentrations plus élevées. Ainsi, un extrait des racines d'Inula helenium L. testé a 1’égard
de Sitophilus oryzae L. a provoqué une mortalité des adulte de 0, 0% et 37%apres 3 et 4jours
respectivement d’exposition de 1’insecte a une concentration d’extrait de 50mg/100ul de
méthanol (Kima et al., 2003).Dans la méme étude, les taux de mortalité sur Callosobruchus
chinensis L. étaient de 27% et 30% aprés 1 et 2 jours respectivement apres le traitement, ce
qui pourrait suggéerer que C. chinensis était plus sensible. L'extrait des parties aériennes de
I'Inula racemosa Hook. a permis d'obtenir un taux de mortalité de 66, 59% de C. chinensis
infestant les graines de pois chiches stockées dans I'Uttar Pradesh en Inde aprés une journée
d'exposition a 1’extrait testé appliqué a une dose allant jusqu'a 2 % (Chandel et Singh 2017).
En outre, le Neem, Azadirachta indica A. Juss., connu pour sa grande toxicité pour C.
maculatus, a nécessité des concentrations plus élevées et plus de temps pour atteindre une
mortalité de 100% des adultes. A titre d’exemple, des extraits de feuilles de neem appliqués a
une concentration de 3, 8 g/l ont permis d'obtenir une mortalité compléte des adultes de C.
maculatus le 3*™jour aprés le traitement (Paranagama et al., 2003). De méme, la mortalité
des chrysomélides a atteint 65-100 %3-5 jours apres I’enrobage des graines de niébé avec
I'huile de Neem (Ivbijaro, 1990).

Nos résultats ont également montré que la ponte et I'émergence de la progéniture F1
étaient significativement réduites (jusqu'a 27 % et 73 %, respectivement) aprés traitement
avec des métabolites purs de D. viscosa, ce qui est cohérent avec plusieurs études
précédentes qui ont signalé des réductions significatives du nombre d'ceufs pondus et de la

progéniture F1 produite aprés traitement de C. maculatus avec des extraits ou des huiles
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essentielles de différetes plantes (Raja et al., 2001 ; Boeke et al., 2004 ; Rahman &
Talukder, 2006 ; Demnati & Allache, 2014).

De toute évidence, sous l'effet des metabolites purs testés, la plupart des ceufs pondus
n'ont pas achevé leur cycle de vie, ce qui a entrainé une réduction de la production de la
descendance F1. Raja et al., (2001) ont lié la réduction de I'émergence des adultes a la faible
capacité d'éclosion des ceufs et ont supposé que les vapeurs d'huiles des plantes testées sesont
diffusées probablement dans les ceufs et ont affecté le processus physiologique et

biochimique associé au développement embryonnaire.

Les composés utilisés dans la présente étude sont des lactones sesquiterpénes bi- et tri-
cycliques, appelées Inuloxines A-C et 1’acide a-costique (Andolfi et al., 2013) isolés des
parties aériennes du membre des Asteraceae , Dittrichia (=Inula) viscosa. Les lactones
sesquiterpéniques constituent I'une des classes de métabolites secondaires les plus répandues
et les plus importantes sur le plan biologique, et sont les plus répandues dans les Asteraceae
(Chadwick et al., 2013).1l a été demontré que les sesquiterpenes exercent un large éventail
d'effets sur les insectes nuisibles des denrées stockés, notamment une toxicité de contact, une
altération de la croissance, des activités répulsives et dissuasives, ainsi qu'une inhibition de
la reproduction par des effets ovicides et larvicides (Tripathi et al., 2000; Garcia et al.,
2003; Nawrot & Harmatha 2012; Aliyu et al., 2014; Russo et al., 2015; Wei et al., 2018)

Le résultat le plus frappant de la présente étude est la différence entre les réponses des
males et des femelles de C. maculatus, les males présentant une plus grande sensibilité au
traitement avec les métabolites purs testés (Inuloxine A, Inuloxine C et acide a-costique). Ce
constat a été confirmé lorsque la ponte n'a été significativement réduite que lorsque des
femelles non traitées se sont accouplées avec des males traités (FNT x MT), mais pas dans le
cas contraire. De plus, une émergence de la progéniture F1 significativement plus faible a pu
étre obtenue a partir d'ceufs pondus par des femelles non traitées qui se sont accouplées avec
des males traités avec 2 des 3 métabolites purs testés (I’Inuloxine C et I’acide a-costique). En
outre, le sex-ratio n'a été affecté que lorsque des femelles non traitées se sont accouplées

avec des males traités.

Toutes ces données suggeérent que les composes testés peuvent avoir induit la stérilité
des maéles, entrainant une réduction de la féconditeé et de la fertilité des femelles non traitées
qui se sont accouplées avec les males traités. Plusieurs extraits de plantes et huiles

essentielles ont été signalés comme des chimiostérilisants contre les insectes (Saxena et al.,
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1977; Singh 2017) en réduisant la ponte des insectes, 1'éclosion des ceufs, le développement
postembryonnaire et la production de la descendance. En plus de la toxicité directe, la
chimiostérilisation par des produits naturels peut étre une méthode de contrdle intéressante
en produisant en masse des males stériles pour les relacher. Une autre explication pourrait
étre un effet indirect des méles traités sur les ovaires des femelles. On peut donc supposer
que les sesquiterpénes présents sur la genitalia des méles traités ont pu étre introduits dans la
cavité corporelle de la femelle lors de I'accouplement et ainsi provoquer des effets ovicides
plus importants que lorsque les femelles étaient traitées seules. Des recherches
supplémentaires sont, néanmoins, nécessaires pour mieux comprendre ce phénomeéne et son

utilisation a des fins de lutte.

En conclusion, nos résultats sur 1’activité biologique des métabolites purs issus de Inula
viscosa contre la bruche du pois chiche viennent s’ajouter a ceux des autres chercheurs pour
promouvoir, rationaliser et optimiser les investigations dans ce domaine; avec

éventuellement des perspectives de formulations d’un bio pesticide.
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Conclusion générale

Le présent travail est consacré a 1’¢tude de I’activité biologique de quelques
métabolitespurs extraits de Dittrichia viscosa a I’égard de quelques bioagresseurs des plantes

cultivées.

A travers les différents tests réalisés, nous avons pu évaluer l'activité biologique de ces
métabolites sur deux types de plantes parasites (Cuscuta campestris et Orobanche crenata).
Les Inuloxines A et C ont causé une inhibition totale de la germination des graines de ces
deux plantes parasites avec une incidence trés significative sur le développement du tube

germinatif de 1’Orobanche.

Dans nos conditions expérimentales, aucun effet n'a été décelé sur les souches fongiques
phytopathogénes utilisées bien que, comme rapporté dans la littérature, certains extraits
aqueux et huiles essentielles de la méme plante ont montré une activité fongicide sur

plusieurs autres especes de champignons.

Concernant ’effet sur la chlorophylle, de maniére générale les chlorophylles b et totales
ont montré une sensibilité vis-a-vis des métabolites testés chez toutes les espéces adventices
étudiées a I’exception de Chenopodium album qui n’a manifesté aucune sensibilité envers les
mtabolites testés. L’acide a-costique a entrainé la réduction la plus élevée des taux de

chlorophylle.

Concernant 1’insecte des denrées stockées Callosobruchus maculatus, les quatre
métabolites testés ont manifesté une activité insecticide trés elevée avec des DL50

inferieures & 1,8 ul/ml. L’Inuloxine A et I’acide a-costique se sont révelés les plus toxiques.

Les résultats de la présente étude suggérent clairement que l'on peut s'attendre a une
protection efficace des graines de pois chiches stockées grace a l'action combinée d'une
réduction de la ponte, d'une mortalité élevée des adultes et de faibles taux d'émergence. lls
ont également démontré que les métabolites extraits de D. viscosa exercent une activité
toxique significative sur C. maculatus dans des conditions controlées. Par conséquent,
l'utilisation de ces métabolites ou de la plante entiére de D. viscosa, pourrait aider a protéger

les graines de pois chiches ou d’autres légumineuses stockées.

Par ailleurs, et malgré I'abondante littérature concernant I'utilisation de I'huile essentielle
ou des extraits de D. viscosa comme agents protecteurs de stockage, aucun des travaux que
nous avons pu examiner n'a pris en compte les effets que cette plante pourrait avoir sur la

qualité des denrées stockés. Par conséquent, des tests de laboratoire standardisés doivent étre
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entrepris pour quantifier ces effets, étant donné, par exemple, que la forte odeur de la matiere

végétale de D. viscosa est susceptible de donner une odeur aux denrées alimentaires stockées

et traitées.

D’autres aspects pouvant faire 1’objet d’études ultrieures peuvent inclure 1’optimisation
des conditions d’extraction et de concervation, 1’optimisation des méthodes d’application
(par le dévelopement de formulations appropriées) pour les essais en plein champ, les

mécanismes d’action ainsi que la toxicité envers les cultures, les invertébrés et I’Homme.

Enfin, il est évident que ce type de contribution, doit s’inscrire dans un vaste programme
qui vise la valorisation des ces métabolites a une échelle plus grande afin d’aboutir a la

formulation de biopesticides.
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ANNEXES




Annexe 1: Les flavonoides d’Inula viscosa L. (Pacha et al., 1993)

NOM DU FLAVONOIDE

7- Méthyléther Naringénine (Sakuranétine)

7- O-méthyl aromadendrine

3- O-acétyl taxifoline

3- O-acétyl padmatine

4,7, 4’- Trihydroxyflavone (Apigénine)

6- Méthyl éther scrutellareine (Hispiduline)

5, 7,3, 4> Tétrahydroxyflavone (Lutéoline)

6- Méthoxyluteoline (Népétine)

5, 7- Dihydroxy - 6, 3’- Diméthoxyflavone (Jacéosidine)

5, 4’- Dihydroxy - 7- Méthoxyflavone (Genkivanine)

7-Methyl éther kaempférol (Rhamnocitrine)

5,7, 4’ - Trihydroxy - 3- Ethoxyflavine

3,5, 7 - Trihydroxy - 4’- Ethoxyflavine

3,5,7, 3, 4- Pentahydroxyflavone (quercétine)

5,7, 3, 4’- Tétrahydroxy - 3-Méthoxyflavone

3,5, 7,4 - Tétrahydroxy — 3’-Méthoxyflavone

3,5, 3%, 4’ -Tétrahydroxy — 7-Méthoxyflavone

3- Glucosyl -5, 7, 3°, 4’- Tétrahydroxyflavone

7- Glucosyl -3, 5, 3°, 4’- Tétrahydroxyflavone

7- Glucosyl -5, 3, 4’-Trihydroxy- 3-Méthoxyflavone

5, 7, 4’- Trihydroxy-3, 3’- Diméthoxyflavone

5,7, 3, 4’- Tétrahydroxy —3, 6- Diméthoxyflavone

5,7,3, 4 - Tétrahydroxy —6, 3- Diméthoxyflavone

5, 6, 37, 4’ - Tétrahydroxy —3, 7- Diméthoxyflavone

7-Glucosyl -5, 6, 3°, 4’-Tétrahydroxy-3-Méthoxyflavone

5, 7, 4’-Trihydroxy —3, 3’-Diméthoxyflavone

(2S)-5, 7, 4> — Trihydroxyflavone (Naungénine)

(2S)-5, 4’- Dihydroxy-Méthoxyflavone




(2R) (3R)-5, 7, 3, 4 — Tétrahydroxyflavone

(2R) (3R)- 5, 3°, 4-Trihydroxy —7- Méthoxyflavone

(2R) (3R)- 3, 5, 4’-Trihydroxy —7-Méthoxyflavone

(2R) (3R)- 3-0- Acétoxy — 5, 7, 4’-Trihydroxyflavone

(2R) (3R)- 3-0- Acétoxy-5, 4’-Dihydroxy —7-Méthoxyflavone

(2R) (3R)- 3, 5, 7, 3°, 4’-Pentahydroxyflavone

(2R)(3R)-3, 5, 3’, 4’-Tétrahydroxy-7-Méthoxyflavone

(2R)(3R)- 3-0-Acétoxy- 5, 3°, 4’-Trihydroxy-7- Méthoxyflavone

3-Methyl éther kaempférol (isokaempféride)

3-Méthyl quercétine

3-Méthoxyquercétine

3-Metoxy quercétine-7-Glucoside

3- Méthyl éther quercétine

7- Méthyl éther quercétine (Rhamnétine)

3’-Méthyl éther quercétine (Isoramnétine)

3, 3’-Diméthyl éther quercétine

3, 6-Diméthyl éther quercétagétine (Axillarine)

6, 3’-Dithyl éther quercétagétine (Spinacétine)

Eriodictyol

7-Méthyl éther Eriodicyol

3-Acétate aromadendrine

7-Méthyl éther aromadendrine

3-Acétate taxifoline

7-Méthyl éther taxifoline

7-Méthyl éther —3- Acétate taxifoline

Aromadendrine (dihydrokaempférol)

Taxifoline (dihydroquercétine)

7-Méthyl éther taxifoline

7-Méthyl éther —3- Acétate taxifoline

Aromadendrine (dihydrokaempferol)

Taxifoline (dihydroquercétine)




Annexe 2: Les acides sesquitérpéniques d'Inula viscosa L. (Pacha et al., 1993).

Acides sesquiterpeniques

Acide eudesma-3, 11 (13) — diéne —12 oique

12- Carboxyeudesma -3, 11 (13) diéne

2-Déaceétoxy-invisculide, Xanthinin

Gérmacranolides

Acide ilicique

Acide 3a — Hydroxycostique

Acide 3a - Dydroxy-3, 4-Dahydro 4, 5- Dihydrocostique

Acide costique A

Acide isocostique A

Acide ilicique A

Acide viscique A

Acide viscosique A

Inuviscolide




Annexe 3: Les triterpénes esters d’Inula viscosa L.(Pacha et al., 1993)

Triterpenes esters

Acétate de dammaradiényl

Acétate de taraxasteryle

Acétate de pseudataraxastérile

Fridelin

3- Epifridelinol

20(29) Lupéne — 3, 16, b — diol

3 b -monoacétate de tritéerpene diol

Y -Acétate de taraxastérole

3, 16-Dihydroxylupéol 3- Palmitate

3, 16- Dihydroxylupéol 3- Myristate

Estérs de I’a — Amyrine

Isobutyrate de 3- Méthoxy —para-cymene-7yle

Isovatérate du 3-Métoxy-para-cymene-7yle

Nérotidol




Annexe 4: Les espéces adventices utilisées

Chenopodium album

Oxalis pes-caprae



Annexe 5: Aspect des plantes parasites utilisées

Orobanche crenata sur féve

v )



Annexe 6: Composition du milieu PDA

Le milieu est autoclavé a 120°C pendant 20mn

Annexe 7:

20 g Glucose

20 g Agar

200g Pomme de terre

1litre d’eau distillée stérile

Determination de la DL50

Détermination de la DL50 de Inuloxin B (7 jours)/20 individus.

Mort. | Mort. | Mort. | Mort. | Mort. | Moyen 0 %Mort ;
Dose In dos Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 ne % corg Probit
5 ul/ml 1.6094 20 20 20 20 20 20 100% 100 8.09
2.5ul/ml | 0.9162 2 5 8 11 14 8 40% 38.77 4.694
1.25ul/ml | 0.2231 12 5 6 9 9 8.2 41% 39.79 4,722
Temoin 0 1 0 1 0 0.4 2
acétone
Mort. : Mortalité/ Rep : Répition/ % Mort.corg. : Pourcentage de la mortalié corrigée
Détermination de la DL50 de Inuloxin A (7 jours) 20/ individus
Mort. Mort. Mort. Mort. Mort. | Moyen o %Mort .
Dose Ingdos Repl Rep?2 Rep3 Rep4 Rep5 ne & corg Probit
5 ul/ml 1.6094 20 20 20 20 20 20 100 100 8.09
2.5ul/ml | 0.9162 20 20 20 11 20 18.2 91 90.81 6.284
1.25ul/ml | 0.2231 5 6 2 10 9 6.4 32 30.61 4.481
Temoin 0 1 0 1 0 0.4 2
acétone

Mort. : Mortalité/ Rep : Répition/ % Mort.corg. :

Pourcentage de la mortalié corrigée

Vil



Détermination de la DL50 de Inuloxin C (7 jours) /20 individus.

Mort. Mort. Mort. Mort. Mort. Moyen |, %Mort .
Dose Ingdos Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 ne & corg Probit
5 ul/ml 1.6094 | 20 20 20 20 20 20 100 100 8.09
2.5ul/ml | 0.9162 |20 20 19 11 8 15.6 78 77.55 |5.741
1.251/ml |0.2231 |2 6 5 14 9 7.2 36 34.69 |4.591
Temoin 0 1 0 1 0 0.4 2
acetone

Mort. : Mortalité/ Rep : Répition/ % Mort.corg. : Pourcentage de la mortalié corrigée

Détermination de la DL50 de costique acide (7 jours) /20 individus.

Mort. | Mort. | Mort. | Mort. | Mort. | Moyen |, %Mort .
Dose Ingdos Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 ne & . corg Probit
5 ul/ml 1.6094 | 20 20 20 20 20 20 100 100 8.09
25ul/ml ]0.9162 |20 20 19 11 20 18 90 89.79 |6.233
1.25ul/ml | 0.2231 |5 1 3 10 18 7.4 37 35.71 |4.612
Temoin 0 1 0 1 0 04 |2
acetone

Mort. : Mortalité/ Rep : Répition/ % Mort.corg. : Pourcentage de la mortalié corrigée
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Résumé : La présente étude vise a I'évaluation de I'activité biologique de quatre sesquiterpenes
bi- et tricycliques, nommé inuloxines A, B et C et l'acide a-costique, extraits et purifiés a partir de
Dittrichia viscosa vis a vis de quatre bio agresseurs différents. Les tests réalisés révelent que les
métabolites ne présentent aucun effet sur la croissance mycélienne des champignons testés. En
revanche ’analyse des résultats fait ressortir que toutes les adventices ont subi une diminution de
leurs teneurs en chlorophylle a, b et totale, avec un taux de réduction allant de 22,08% a 83,32 % a
I’exception de Convolvulus arvensis qui s’est montrée la plus résistante en augmentant plutdt ses
teneurs en chlorophylle, de 30 a plus de 60%. D’autre part, a travers les différents tests réalisés, nous
avons pu évaluer l'activité biologique de ces métabolites sur deux types de plantes parasites (Cuscuta
campestris et Orobanche crenata). Les Inuloxines A et C ont causé une inhibition totale (100%) de la
germination des graines de ces deux plantes parasites avec une incidence trés significative sur le
développement du tube germinatif de I’Orobanche. Les métabolites ont été également évalués pour
leur effet sur la mortalité des adultes, la ponte et I'émergence des adultes de Callosobruchus
maculatus. Trois concentrations (1.25, 2.5, 5ul/ml) de chague composé ont été testées. Une mortalité
compléte des adultes (100 %) a été obtenue un jour seulement aprés I'exposition aux inuloxines B et
C et a l'acide a-costique avec des DL50 inférieures & 1.8 pl/ml. La ponte et I'émergence de la
progéniture F1 ont été significativement réduites (& 27% et 73%, respectivement) aprés traitement
avec les métabolites de D. viscosa.

Mots clé : Lutte biologique, Bioagresseur, Dittrichia viscosa, Métabolites, Sesquiterpéenes.
Callosobruchus maculatus

Abstract : In this study, the biological activity of four bi- and tricyclic sesquiterpenes namely,
inuloxins A, B and C and a-costic acid, extracted from aerial parts of Dittrichia viscosa collected in
Algeria was assessed against four different bio-aggressors. The tests carried out show that the
metabolites have no effect on the mycelial growth of the tested fungi. On the other hand, the analysis
of the results shows that all the weeds underwent a reduction in their chlorophyll contents, with a
reduction rate ranging from 22.08% to 83.32%, but Convolvulus arvensis has proved to be the most
resistant by increasing its chlorophyll contents from 30 to more than 60%. Through the different tests
performed, we were able elso to evaluate the biological activity of these metabolites on two types of
parasitic plants (Cuscuta campestris and Orobanche crenata). Inuloxins A and C caused a total
inhibition (100%) of seeds germination of these two parasitic plants with a very significant impact on
the development of the germinative tube of Orobanche crenata. On cowpea seed beetle
Callosobruchus maculatus, the compounds were evaluated for their effect on adult mortality,
oviposition and adult emergence. Complete adult mortality (100 %) was achieved at only one day
after exposure to inuloxins B and C and a-costic acid with DL50 less than 1.8 pl/ml. Oviposition and
F1 progeny emergence were significantly reduced (to 27 % and 73 %, respectively) after treatment
with D. viscosa compounds.

Keys words: Biological control, Bio-aggressor, Dittrichia viscose, Metabolite, sesquiterpenes,
Callosobruchus maculatus



