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Résumé

Le but de notre travail est I’é¢tude comparative des activités biologique d’extrait
¢thanoliqueetaqueuxdeThymelaeahirusta L sur une espece de

moustiqueCulisetalongiareolata.

Le test de toxicité a été réalisé en conditions de laboratoire sur les larves de stade L4
nouvellement exuvies pendant 24h. L’analyse a révélé les valeurs des concentrations

l1étales.DL50 chez I’extrait éthanolique(0.8 mg/1) ; chez I’extrait infusée (0.3 mg/l).

Le screening phytochimique et le dosage des constituants des deux extraits ont monté une
richesse de D'infusé¢ de thymelaeahirsuta en plusieurs métabolites secondaires tel que :
flavonoides, Tanins, Stérols et tri terpenes, composés réducteurs, les coumarines,n,
Mucilages, terpenoides avec 1’absence des alcaloides et les Sapnosoides. par contre 1’extrait

ethanolique est tres riche en terpenoides.

Nos résultats ont montré aussi que I’infusé de la plante a une activité anti oxydante

excellente par rapport a I’extrait éthanolique.

L’¢tude de l’effet des deux extraits (€éthanolique et I'infusé€), sur 1’espece de moustique
Culisetalongiareolataa dévoilé I’effet néfaste de I’extrait éthanolique sur cette espéce qui se
traduit par une perturbation des métabolites secondaires (protides, lipides et glucides), avec
une modification des concentrations et activités des biomarqueurs de Glutathion réduit et
I’activité enzymatique de glutathion peroxydase. Alors que I'infusé de la plante n’a pas

montré un effet néfaste sur les moustiques.



Abstract
The objectof our work is the comparative study of the biological activities of ethanolic and

aqueous extract of Thymelaea hirusta L in a species of mosquito Culiseta longiareolata.

The toxicity test was carried out under laboratory conditions on newly exuviated stage L4
larvae for 24 hours. Analysis revealed values for lethal concentrations DL50 in ethanolic

extract (0.8 mg / 1); in the infused extract (0.3 mg /).

The phytochemical screening and the dosage of the constituents of the two extracts showed a
richness of thymelaea hirsuta infused in several secondary metabolites such as: flavonoids,
Tannins, Sterols and tri terpenes, reducing compounds, coumarins, n, Mucilages, terpenoids
with absence of alkaloids and Sapnosoides. on the other hand, the ethanolic extract is very

rich in terpenoids.

Our results also showed that the infused plant has excellent antioxidant activity compared to

the ethanolic extract.

The study of the effect of the two extracts (ethanolic and the infused) on the mosquito species
Culiseta longiareolata has revealed the harmful effect of the ethanolic extract on this species
which results in a disruption of secondary metabolites ( proteins, lipids and carbohydrates),
with a modification of the concentrations and activities of reduced glutathione biomarkers and
the enzymatic activity of glutathione peroxidase. While the infused with the plant did not

show a detrimental effect on mosquitoes.
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Introduction

Les plantes ont été utilisées par I’homme, depuis la période préhistorique, comme une source
principale de nourriture. Ensuite, leur intérét s'est développé pour étre employées comme
médicaments et remedes a fin de soigner les différentes maladies (Damintoti, 2005). Selon
certaines estimations, environ 60 a 75% de la population mondiale et 80% de la population
africaine ont recourt a la médecine traditionnelle. Cette pratique répond a leurs besoins pour
lesquelles la majeur partie des thérapies implique I’exploitation de principes actifs de ces
plantes (Biyiti et al., 2004 ; Newmann et Cragg, 2007 ; Oyedemi et Afolayan, 2011). Ces
derni¢res produisent une large gamme de composés phytochimiques. Selon les statistiques
récentes, les deux tiers des médicaments actuels commercialisés sont d’origine naturelle

(Morel, 2011).

Aujourd'hui, les agents antioxydants de source naturelle ont suscité un intérét particulier, car
ils peuvent protéger le corps humain contre les maladies causées par les radicaux libres sans
effets secondaires ; ceci est contraire aux agents antioxydants synthétiques tels que
lebutylhydroxytoluéene (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroquinone
tertiaire (BHQT) largement commercialisés dans l'industrie alimentaire. Leur application
provoquent un potentiel risque en toxicité pour la santé humaine. En outre, ils peuvent
provoquer des maladies cancérogene, mutagéne (Laouini, 2014). Pour cette raison la
recherche de molécules bioactives d’origine naturelle semble étre 'un des axes prioritaires

ces derni€res années.

Ainsi, pour contribuer a une gestion durable de I’environnement, la mise en place de
nouvelles alternatives de controle des moustiques est davantage encouragée. Les substances
naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme bactéricides,

fongicides, acaricides, etc..., peuvent aussi étre utilisées comme insecticides de remplacement

Les moustiques sont les vecteurs de certaines maladies telles que la dengue hémorragique,la
fievre jaune et le paludisme. Parmi celles-ci, le paludisme se caractérise par son aspect fatal

pour la population humaine avec un taux de mortalité ¢levé (OMS, 1995).

Les insectes qui constituent plus de 50% de la diversité de la planete (Wilson, 1988) et pres
de 60% de celle du régne animal (Pavan, 1986) prennent de plus en plus d’importance dans la
recherche. Appartenant a ’embranchement des Arthropodes, les insectes jouent des rdles
épidémiologiques varié€s, ce qui fait d’eux un probléme majeur de santé publique.(Berge,

1975; Jolivet, 1980).



Introduction

La famille de cluicidae est une famille bien homogene, comprenant 2800 a 3000 especes,
répartie dans le monde. En raison de leur réle important dans la transmission d'agents
pathogenes a I'homme comme aux animaux, les moustiques ont donné lieu a une somme
considérable de travaux depuis la fin du siecle dernier (Knight, 1978). Les cluicidaes

présentent des caracteres morphologiques nets.

Thymelaeahirsuta est une espéce méditerranéenne assez commune dans toute 1’ Algérie et tout
spécialement sur le littoral (Quzel P., (1963)). C’est un arbrisseau de la famille des

Thyméléacées, appelée aussi Passerine hirsuta ou mundulacciu en Corse.

Le choix des Thymelaeaceae comme sujet du présent travail a ét€ guidé par les nombreuses
utilisations traditionnelles, mais aussi basé d’une part, sur ’abondance de plantes médicinales

en Algérie et d’autre part cette plante demeure inconnue.

Dans ce contexte, notre travail s’intéresse a 1’étude comparative de I’activité biologique de

deux extraits de Thymelaeahirusta L chez une espece de moustique Culisetalongiareolata.
Notre travail sera présenté comme suit :

La premicre partie est consacrée a une bibliographique sur Culisetalongiareolataet

Thaymalaeahirsuta.
La deuxieme partie concerne la partie expérimentale, qui comporte :

- Un screening phytochimique des deux extraits de la plante

- Etude de la cytotoxicité des deux extraits sur I’espéce de moustique avec détermination
de la DL50 et dosage des métabolites secondaires des biomarqueurs.

- Discussion des résultats obtenus.

- Finalement une conclusion générale du travail.
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Chapitre 01

1. Présentation de la famille de Culicidae

La famille des Culicidae se divise en trois sous-familles, les Toxorhynchitinae, les
Anophelinae et les Culicinae .Environ 3000 espéces des Culicidae sont connues dans le
monde.En Algérie seules les deux sous-familles CulicinaeetAnophelinae sont représentées

(Tahraoui, 2012 )

Les moustiques ou les culicidae est une famille cosmopolite de Dipteéres Nématoceres dont les
larves aquatiques, inféodées aux eaux stagnantes, se nourrissent d’algues unicellulaires du
phytoplancton et les femelles adultes ectoparasites et hématophages sucent le sang de

mammiferes et/ou d’oiseaux. Les males sont eux floricoles (Ramade et al; 2008).

Les Culicidae sont des Dipteres Nématoceres qui transmettent diverses affections animales et

humaines, notamment le Paludisme. (Messai,N. et al, 2010)

Famille : Ciulicidae
Sous famille : Crificinae
Genre - Chalex Linng (1758)
Especes : Culex { Culex) pipiens Linng (1758)
Chalex (Chufex) theiferi Theabald (13073)
Chalex (Chlex) laticinctus Edwards (1912)
Chalex (Weoculax) hortensis Ficalh (1889)
Chlex (Crulex) perexigins Theobald (1901)
Cenre : Chifizeta
Espéces Culiveta {Allotheabaldia) lon giareaiata Wacquart (1838)
Chifiseta (Theobaldia) annulate Schrank (1776)
Chifisata {Theobaldia ) subockreq Edwards (1921

Genre: Oeblerotatus
Espéces : Ochleratatus caspius Palas (1771)

Liste des Culicidae de la région de Tébessa(Bouabida, 2012)
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2. Définition et morphologie de Cs. Longiareolata

Est un insecte nuisible a métamorphose complete, plus abondant dans les régions chaudes. 11
fait partie des Dipteres, famille des Culicidés. Ce moustique a une taille qui varie de 3 a
Smm. Il posséde un corps mince et des pattes longues et fines avec des ailes membraneuses,

longues et étroites (Desire, 1965).

Figure 02 : Taches d'écailles sombressurl'ail (fleche) deCulisetalongiareolata. (Bouabida,
2014).

Figure 03 : Trois bandes blanches longitudinales (fleche) de
Culisetalongiareolata(Bouabida, 2014)



Chapitre 01

Culisetalongiareolataest multivoltine, peut présenter une diapause hivernale chez les imagos
femelles (régions froides), et chez les larves (régions tempérées). Les adultes sont présents
toute ’année avec un max de densité au printemps et un autre en automne (Brunhes, et al.,
1999). Les ceufs de Culisetagroupées nacelle sont cylindro-coniques, porte environ 50 a 400

ceufs (Boulkenafet, 2006).

Les femelles sont sténogrammes et autogenes. Elles piquent de préférence les vertébrés
surtout les oiseaux, trés rarement I'humain, I'espeéce est considérée comme un vecteur de
plasmodium d'oiseau. La larve est caractérisée par un peigne siphonal dont ses dents sont
implantées irrégulicrement. Chez l'adulte, on remarque la présence au moins d'une tache
d'écailles sombres sur l'aile, le thorax avec trois bandes blanches longitudinales, et l'absence

des soies longues, et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite(Brunhes, et al., 1999).

ABDOMEN I /slphon

S e
W, N v\\\#\_w

7
EI Sornre segmentsl

Figure 4: Aspect général d’une exuvie larvaire du stade 4 de Culisetalongiareolata sous 1’eau

(BRUNHES et al, 2000)

segment anal

3. Positions systématique de Culisetalongiareolata

La position systématique de Culisetalongiareolatacomme suit (Aitken, 1954).
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Tableau01 : position systémique deCulisetalongiareolata

Régne Animalia

Embranchement Arthropoda

Super —classe Protostomia

Sous-classe Pterygota

Super —ordre Endopterygota

Sous-ordre Nematocera

Famille Culicidae

Genre Culiseta

4. Cycle de développement des moustiques

Le cycle vital des moustiques présente de nombreuses variations selon les especes. Tous sont
des insectes a métamorphose compléte, ou holométaboles. Les stades de 1'ceuf, de la larve et de

la nymphe sont aquatiques, alors que I'adulte est aérien (Boyer, 2006).
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a. (Eufs
Les femelles pondent les ceufs sur la surface des gites différents (bassins, puits abandonnés,
trous des rocher, mers, étangs, canaux, citernes, eau de pluie...), dont 1’état de 1’eau est
toujours stagnant, et riche en matieres organiques. Ces gites sont permanents ou temporaires,
ombragés ou ensoleillés, remplis d’eau douce ou saumatre, propre ou polluée (Paul, 2009).
Les ceufs sont fusiformes, ils ont une taille de 0.5 a Imm. Au moment de la ponte ils sont
blanchatres, et prennent rapidement, par oxydation de certains composants chimiques de la
théque ; une couleur noire (Peterson, 1980).

b. Larves
Le développement des larves a ce stade est exclusivement aquatique, leur déplacement est
assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution comporte quatre
stades, de taille variant de 2mm a 12mm (Boulkenafet, 2006). Les larves vivent environ 10
jours. La rapidité du développement des larves dépend de la quantité de nourriture contenue
dans I’eau du gite (Peterson, 1980).

c. Adultes (ou ’'imago)
Une déchirure ouvre la face dorsale de la nymphe et ’adulte se dégage lentement. L’adulte
qui vient d’émerger est plutét mou en général, avant de s’envoler, il reste a la surface jusqu’a
ce que ses ailes et son corps seéchent et durcissent. L’adulte pourra enfin voler de ses propres
ailes, et leur corps est rigide grace a la membrane chitineuse mince, il est composé de trois

parties la téte, le thorax et ’abdomen bien différencie (Boulkenafet, 2006).

sang

Vie aguatigque Eclosior

Phase nymphale o \.
2-3 jours \ __&

Phase larvaire

o-7 jours

Figure 05: cycle de développement de culisetalongiareolata(Poupardin, 2011)



Chapitre 02 : Présentation
d’une plante médicinale
Algeérienne (
Thymelaeahirsuta)



Chapitre 02

1. Présentation de Thymelaeahirsuta L
1.1 Généralité

Les  Thymelaeaceae sont une petite famille de dicotylédones composée de
quelque1200especesrépartiesen67genres, bienquecertainsauteurs’enrépertorientqu’unecinquantaine
(Ferrari, 2002). Elle constitue 1'une des principales familles parmi les neufsformant

I’ordredesMalvales(Juddetal., 2002).

Enétymologie,lesthyméléesdoiventleurnomgénériqueauneespécedontlesfeuilles ressemblent a celles

du thym et le fruit a une petite « olive », du grec « elaia »(Beniston,1984).

LesThymelaeaceae sont représentées par une dizaine d’espéces appartenant aux genres?hymelaeaet
Daphne(Bruneton, 1999). Les membres de cette famille sont répandus dans leszones tropicales et

tempérées de la planéte, particuliérement en Afrique, mais sont absentsdans les régions aux climats

les plus froids(Borriset al., 1988 ; Herbada, 2006 ; Vernon etal.,2007) (Fig.6).

@g}w
1)

<

Figure06:Carte de répartition géographique des Thymelaeaceae(Heywood,1996).
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1.2 Descriptionbotanique

Selon ( Batanoumy(2005),7hymelaeahirsutaestuneplantevivacenemesurantpasplus d’un metre de
hauteur (Fig. 7A). Sa souche est ligneuse, forte et porte de nombreuxrameaux tombants (Pausas et
al., 2006) garnis de nombreuses petites feuilles
deenviron,ovalespresqueimbriquées,épaisses, luisantesaudesSuse

cotonneusesendessous(JeanmonodetGamisans, 2007).

Danslesconditionsclimatiquesfavorables, la  floraisondébuteapartirdumoisd’octobre  ets’étale
jusqu’en avril (Jeanmonod et Gamisans, 2007). La plante porte sur despiedsdifférents, soit des
fleurs unisexuées, soit des fleurs hermaphrodites (Jeanmonod etGamisans,2007;ShaltoutetEl

keblawy,1992;Domméeetal.,1995,1990;Renner,2001).

Selon (Domméeetal.(1984),lespiedsbisexuéssontd’abordmales,deviennentfemelles ultérieurement.
L’abondance de cette catégorie pourrait indiquer I’importance de lamonoecie d’une espece
considérée jusqu'a présent comme essentiellement dioique. Les
fleursdecetteplantesont groupéesentre2etSpérianthes

jaunatresal’intérieure,blanches,soyeusesetpubescentesal’extérieur(Beniston,1984;Somon, 1987).

Les petites fleurs de Smm polygames et sans bractées se trouvent sur les rameaux ousur les
ramifications naissantes, subsessilesetinsérées lesunes a-
cotédesautresparl’intermédiaired uncourt pédicellesurl’extrémitérenfléedel’ axedel’ inflorescence;le

pédicelle avec ses longs poils recouvrent la base de la fleur. Le calice pétaloide, poilu al’extérieur,
glabre al’intérieure,sedivisealapartiesupérieureenquatresépalesétaléesethuit  étamines soudées
(Cuvier, 1825). Le style filiforme et Ilatéral (Villars, 1807) est terminéparun

stigmatelégérementvelu (Cuvier,1825).

Deux types de fleurs peuvent étre distingués, males et femelles. Les fleurs malesverdatres ont un

calice cylindrique (Fig. 2 B), alors que celles femelles sont jaunatres a calice renflé (Fig.27C).
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Figure07: ThymelaeahirsutaA-feuillescotonneuses. B-fleursmales.C-fleurs femelles.( web
01)
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1.3 BiologieetEcologie

Thymelaeahirsutaest un végétal autotrophe par photosyntheése chlorophyllienne etentomogame
dont la dispersion du pollen est assurée par les insectes .C’est une espece vicariante et

chaméphyte frutescente.

Elle vit dans les régions méditerranéennes et saharo-arabique, ou se trouve un climat semi-
désertique (les terres arides), dans les lieux rocailleux et sablonneux ou les rochers siliceux
maritimes (Cornara etal.,2005). Selon(Shenbrot (2004), 7hymelaeahirsutaest présente dans la
partie méridionale des montagnes centrales du Néguev ou les

précipitationsannuellessontdel’ordrede180 a300mm.

LesélémentsnutritifsdeThymelaeahirsutaauprintempssontsensiblementplusélevés  que  ceux
présents en été. Ce constat est lié a la différence des éléments nutritifs disponibles dans le sol, la
salinité des sols et la quantité de roches exposées. Ces facteurs semblent étre les plus importants,
influencant a la fois la phytomasse et la teneur minérale de la plante (Shaltout, 1992). Il semble
que la salinité du sol, sa faible teneur en humidité et ses températures extrémes favorisent les

activités phénologiques de Thymelaeahirsuta(Shaltout,1987).

La survie de Thymelaeahirsutaest assurée par la reproduction sexuelle qui
s’estavéréeétreleseulmoyenderégénérernaturellementlespopulations, parcontrelareproduction

végétative est difficile a mettre en ceuvre (Minutoetal.,2004).
1.4 Classification

1.4.1 Classificationbotanique

Régne : Végeétale

Sousregne: Tracheobionta
Embranchement: Magnoliophyta

Classe: MagnoliopsidaouDicotylédones
Sousclasse: Rosidae

Ordre: Malvales

Famille: Thymelaeaceae

Genre: Thymelaea

Espéce: T hirsuta(L.)Endl.,1847
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L’¢tude de la morphologie florale des Thymelaeaceaea mis en évidence la confusionrégnant

dansles relationstaxonomiquesau sein decettefamille(Heining, 1951).

I a ¢été¢ affirmé que les Thymelaeaceae peuvent Etre apparentées aux Tiliaceae ou
auxFlacourtiaceae.Alors que les caractéristiques de morphologie pollinique ont amené a
justifierque les Thymelaeaceae peuvent Etre trés fortement apparentées aux membres
crotonoides

desEuphorbiaceaeetauxBuxaceae,maispasauxfamillesdesCelastraceae,Combretaceae,Dichapet

alaceae,Elacagnaceae,Flacourtiaceae,Penaeaceae,ProteaceaeetTiliaceae(Erdtman,1952).

1.4.2 Classification phylogénétique

La derniere décennie a vu se développer la cladistique moderne, ou systématiquemoléculaire,
basée sur I’analyse des séquences de géne ou d’ADN (Van der bank et al,2002 ;Herbada,
2006) dont le principe fondamental est que la preuve d’une parenté
phylogénétiqueentredifférentstaxonsn’estfournieques’ilspartagentlesmémescaracteresdérivés(

synapomorphies).

Ainsi, la délimitation de ’ordre des Malvales par (Alverson et al. (1998), reprise par’APG
(1998) (AngiospermPhylogeny Group), ou s’y trouve les Thymelaeaceae, qui €taientjusque-

la souventassociées auxMyrtales.

LaclassificationdesThymelaeaceaedans!’ordredesMalvales«étendu»estd’ailleurs confortée par
d’autres caractéres, comme par exemple la présence d’acides grascyclopropaniques(Vickery,
1980 ; 1981), de cellules mucilagineuses et d’écorces fibreusesrobustesdans

cettefamille(DahlgrenetThorne, 1984).

ClassificationphylogénétiquedesThymelaeaceae(Anonyme,2005):

Classe: Rosopsida
S/Classe: Rosidae
Ordre: Malvales
Famille: Thymelaeaceae

1.4.3 Composition chimique et utilisation
Les thymeleaceaeont fait I’objet de nombreuses études phytochimiques(Borris et al.,1988 ;
Baba et al, 1987 ; Yanz et al, 1987). Les esters diterpeniques de type

tigliane,daphnanesontlaclassede composées les plus caractéristiques des
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thymelaeceae.Ces métabolitespeuvent se retrouver dans toutes lesparties de la plante (racines,
tiges, feuilles, fruitsetgraines)(Ferrari,2002).Cesontdespurgatifsviolentsquidéclenchentparcont
act avec la peau ou les muqueuses une réaction inflammatoire intense (Brooks et al.,1990) et
des effets neurotrophiques(He et al., 2002 ; Moosavi et al., 2005) et anticancéreux(Abou-
karametal., 1998).

Selon (Brooksetal.(1990)ct (Miyamaeetal.(2009),desditerpénesdaphnanesontétéisolésapartir
desfeuilles et des rameauxdeThymelaeahirsuta.En outre, les coumarines constituent une autre
classe de métabolites secondaires
desThymelaeaceae,intéressantedupointdevuetaxonomique.Danscettefamille
ilssetrouventsousformedecoumarinessimples,dedi-et  triméresdecoumarinesavec  liaisonC-
Coucétherouastructuredibenzofuranique,oudecoumarinolignanes(Ferrari,2002).
L’¢tudedeThymelaeahirsutaEndl.,par( Rizketal.(1975)a permisdemettre
enévidencedescoumarinesestréserpinedueschezlesvégétauxsupérieurs:1’esculétine,lascopolétin
eetl’ombelliférone.

Leurprésencedanslafamilledes Thymelaeaceaeenafaitdoncunmarqueurchimiotaxonomique de
valeur (Ferrari, 2002). (Tandon et Rastogi (1977) ont ¢&t¢ les premiers
aisolerunetricoumarinechezles7hymelaeaceae,
lawikstrosinetiréedeWikstroemiaviridifloraMeissn., dont la structure n’a jamais été
enticrement ¢lucidée. Tandis que(Rizketal. (1984) signalent la présence de deux dérivés
aromatiques isolés a partir des feuilles et desbrindillesde7hymelaeahirsuta.
LacaractéristiquefrappantedesThymelaeaceaerésidedansladiversitédeleurmétabolisme
flavonoidique, produit naturel antioxydant et anti-tumoraux (Trigui et al,2013
;Akroutetal.,2011),cecipeutexpliquerlefaitqu’ellepossededifférentespropriétéspharmacologiq
ues,surtoutpourleurs parties aériennes(Dohouetal., 2003).

Les stérols sont courants chez les Thymelaeaceae, principalement
représentésparlefSsitostérol, quiestubiquitairedanslerégnevégétale (Borrisetal., 1988).
(Levin(1976) a observé la présence des alcaloides chez 36% des especesde
thymeleacées, alors que(Touati (1985) a signalé que Thymelaeahirsutan’en contient
pasQuantauxtannins,ilssemblentétrepeucourantsdanslafamilledesthymelaeaceae  .Lorsqu’ils
apparaissent, 1l s’agit généralement de dérivés du leucocyanidol(Hegnauer,
1973).Alorsquelesfeuillesde  Thymelaeahirsutacontiennent des tannins de typegallique
(El Beiheiry, 2000). Ferrari (2002) affirme que les thymelaeaceae ne sont pas

unefamilleasaponines.
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Materiel et Meéthodes

1. Matériel
1.1 Matériel végétal

1.1.1Récolte de la plante d’étude

Les parties aériennes de Thymelaeahirsuta (Figurel), ont été récoltées en moins de mars

(Gattoute et moussaoui, 2016), dans la zone de Bir al Ater (Tébessa) (Figure08).

Figure09 : Carte géographique de la région de bir al Ater montrant la station de récolte
(Google Map).

Les parties aériennes ont été nettoyées, lavées avec I’eau du robinet et séchées a I’ombre.
Elles ont été ensuite pesées, broyées et récupérées dans des sacs en papier propres. Ainsi, le

matériel végétal est fourni « prét a ’emploi» par Gattoute Saliha (Gattoute et Moussaoui,

2016).

18



Materiel et Meéthodes

1.1.2 Identification de la plante

L’espéce végétale faisant 1’objet de notre étude a été identific¢e selon (Quezel et Santa, 1963)
par Madame Hioun S, Département des étres vivants, Faculté des Science Exactes et Sciences

de la Nature et de la vie, Université Larbi Tebessi, Tébessa.

1.2 Matériels biologique

1.1.1 Récoltes des larves de Culisetalongiareolata

Les larves de culisetalongiareolata ont été collectées a partir de plusieurs sites de la

wilaya de Tébessa : Tébessa, Hammamet,Birmokadem(Figure 10)

Figure 10 : Les sites d’élevages des moustiques dans la wilaya de Tébessa (Photo

personnelle).
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La collecte est faite dans des récipients puis le contenu de chaque récipient est déplacé dans
des cristallisoirs. A 1’aide d’une pipette-gouttes, les larves sont triées, selon leurs stades De
développkement, dans des gobelets contenant I’eau déchlorurée. La nourriture des larves est
Composée d’une mixture composée de biscuits (75%) et de levure seche (25%) réduits

finement farine et tamisés.Les larves sont triées selon leurs stades de développement.
2. Méthodes

2.1 Etude phytochimique

2.1.1 Préparation de I’extrait éthanolique de Thymelaeahirsuta L

L’extraction a été effectuée par macération successive du matériel végétal en utilisant le
solvant hydroalcoolique (HA) (Ethanol+H20). Le protocole d’extraction adopté a été
¢laborépar Markhan (1982).

La macération consiste a laisser sé¢journer la plante dans un solvant appropri¢, pendant un
Temps déterminé a température ambiante; apres décantation le résidu s’appelle le marc et le

produit s’appelle macéré.

Les macéras sont récupérés puis filtrés a 1’aide d’un entonnoir muni du coton stérile (Figure
11). Les filtrats sont évaporés par rotavapor pour séparer totalement le solvant de L’extrait
(Figure 12). Puis le séchage de l’extrait est terminé au niveau de l'é¢tuve Cette série
d’extraction a permis d’obtenir un extrait brut hydroalcoolique.L’extrait sec sans solvant a été

pesé puis stocké dans un flacon stérile en verre jusqu'a son Utilisation.

Figure 11 : Extraction éthanolique de la plante de Thymelaeahirsuta L(photo personnelle).
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Figure 12: Evaporisationdu filtrat (photo personnelle).

Sechaﬁe iEtuve a 40°Ci \
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Figure 13 :Protocole d’extraction de ThymelaeahirsutaLpar le solvant hydroalcoolique.
(Markhan, 1982).

Calcul du rendement de la plante
Le rendement de I’extraction (R) a été déterminé par la formule suivante :

R% = (poids de I’extrait / poids de la poudre végétale seche) x 100

2.1.2 Préparation d’extrait infusé

Apres la récolte de la plante Les feuilles ont été séchées a I’air libre et a I’ombre pendant (7-
15) jours. Une quantité de 05 g de la plante choisie a été diluée dans 100 ml d'eau distillée
préalablement portée a ébullition, puis laissée refroidir sous agitation magnétique pendant 30
minutes. Le mélange obtenu a été filtré a l'aide du papier Whatman (125 MM).Le filtrat
récupéré représente une solution stock initiale a 10 g par 100 ml soit 10 %. Apres la filtration

les extraits ont étéconservésau réfrigérateur a4 °c.

Figure 14 : extrait infusé préparé (photo personnelle)

Une ﬂuantité de 05 ﬁ de la Blante

Aiitation mainétiﬂue Hendant 30 minutes.
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Filtration

Filtrat

g Réfrigérateur a4 °c.
g Extrait infusé

Figure 15 :Protocole de I’infusion de Thymelaeahirsuta L.

2.2 Tests préliminaires de la composition chimique
Les tests phytochimiques sont réalisés sur une solution de I’extraitéthanolique dissout dans

le diméthylsulfoxyde selon les méthodes décrétées par Treaset Evans (1983)
2.2.1 Recherche des Alcaloides

Evaporer 4ml de I’extrait méthanolique de chaque plante a sec, ajouter Iml d HCL’2N, et
chauffer dans un bain marie, Filtrer le mélange.Introduire 1ml de du filtrat dans un tube,
ajouter Sgttes de réactif de Mayer.La présence d’alcaloides est indiquée par la formation de

précipité blanc jaunatre.
2.2.2 Recherche des Tanins

2ml de la solution a tester + 2ml d’eau distille avec agitation, ajouter 2a3gttes de solution

FeCl3 a 2%.La présence de tanins est indiquée par la coloration bleue noire ou verdatre.
2.2.3 Recherche des saponosides

Im de la solution a tester avec 10 ml d’eau distille, agiter pendant 02mn.La formation d’une

mousse persistante pendant 15mn traduit la présence des saponosides.
2.2.4 Recherche des stérols et tri terpénes

Iml de D’extrait a analyse +1ml d’anhydride acétique, +1ml chloroforme et 200 ul d’acide
sulfurique (H2SO4) concentré sur la paroi de bécher sans agitation. Laisser reposer 20mn.
Formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contacte des deux liquides avec coloration

violette de la couche surnageant révelent la présence des stérols et tri terpeéne.
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2.2.5 Recherche des composés réducteurs

Dans un tube a essai mettre Iml de la liqueur de Fehling (0,5A+0,5SB), ajouter 1 ml de

I’extrait a analyser, incuber pendant 08mn dans un bain marie (référence).
L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
2.2.6 Recherche les coumarines

Iml de I’extrait +0,5ml de NH4OH a 25%, mélanger et observer sous UV a 366 nm.une

fluorescence intense indique la présence des coumarines.
2.2.7 Recherche des Mucilages

200 ul d’extrait + 1ml éthanol absolu .aprés une dizaine de minutes. La présence de

mucilages est indiquée par I’apparition de précipité floconneux par mélange.
2.2.8 Recherche des Terpenoides

Iml de I’extrait +1ml de chloroforme et 1ml d’acide sulfurique concentre.LLa formation d’un

anneau marron-rouge a 1’interphase indique la présence des Terpenoides.

2.2.9 Analyse des extraits de la plante

2.2.9.1 Dosage des polyphénoles

Iml de réactif folin (dilué10x) ,ajouter 200ul d’échantillon ou de standard (préparé dans le
méthanol )avec des dilution convenables.aprés 4mn ajouter 800ul d’une solution de carbonate

de sodium (0,75%).incubation 2heures .lecture de la DO a 765nm(George et al, 2005)..

La concentration des polyphenols totaux est calculée a partir d’une courbe d’étalonnage de
I’acide gallique (0-200 ug/ml), et est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait.

2.2.9.2 Dosage des flavonoides
Dissoudre 1mg d’extrait dans 1ml de méthanol. 1ml de chaque échantillon est ajouté a 1ml de
la solution d’AlCI3 (a 2% dans le méthanol).aprés 10mn lire la DO a 430 nm( Bahorun et al.,

1996).Une gamme d’étalonnage avec la quercétine (0-40ug/ml).
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2.2.9.3 Evaluation de I’activité anti oxydante : piegeage du radical libre DPPH
25ul des solutions d’extrait ou standard (acide ascorbique) +975ul de DPPH le mélange est
laissé a 1’obscurité pendant 30min et la décoloration par rapport au controle négatif contenant

la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm (Sanchez-morino, 2002).

2.3 Tests de toxicité

La méthodologie de nos tests est inspirée de la technique des tests de sensibilité normalisés
par 1’Organisation Mondiale de la Santé, adoptée pour tester la sensibilité des larves, vis-a-vis

des insecticides utilisés en campagnes de lutte (OMS, 1963).

Les concentrations ainsi préparées pour la plante Thymelaeahirsuta, seront utilisées dans les
essais toxicologiques a I’égard du quatriéme stade larvaire de Culisetalongiareolata, et ceci
en plagant150 ml d'eau déchlorurée dans un gobelet en plastique, auquel sont rajoutés 25
larves. Les expériences ont été menées avec cinq répétitions pour chaque concentration
utilisée, et le nombre de larves mortes ont été comptées apres 24h d'exposition. Pour prévenir
la mortalité causée par la faim, les larves sont nourries aprés 24 heures d'exposition. Il est

nécessaire d’estimer les concentrations 1étales (CL 25, CL50, et CL75).

2.3.1 Traitement

Nous avons préparé une solution d’éxtrait de thymelaeahirusta dans le méthanol, des doses

correspondant a :

1g d’extrait ethanolique dans 50 ml d’ethanole.
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Figurel6: Larves traitées par I’extrait ethanolique(photo personnelle)

Figurel7: Larves traitées par I’extrait infusé(photo personnelle)
2.4 Dosage des biomarqueurs

2.4.1 Préparation d’un homogénat des larves
Apres 24 h de traitement 25 larves vivantes de chaque groupe (traités par 1’extrait et traité par

I’infusé de Th), ont été séchées, pesées et broyées dans 1 ml de tampon phosphate pH7.4.

L’homogénat obtenu subit une centrifugation a 5000t/mn pendant 10 mn. Le surnageant

obtenu est utilisé pour le dosage des métabolites et des biomarqueurs.

2.4.2 Dosage de la concentration de glutathion réduit

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weekbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique de ’acide 2-nitro-5-
mercapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB)
par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise une déprotéinisation afin de

garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du glutathion.

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :
e Prélever 0.8 ml de I'homogénat.
e 0.2 ml de la solution d’acide salicylique (0.25%).
e Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.
e Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

e Prélever 0.5 ml du surnageant.
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e Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6.
e M¢langer et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01 M.
Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm

contre le blanc réactif.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

Py =] 231,525

GSH (nmol GSH/ mg protéine) = _
13100« 0.8 0.5 ¥ mg protéine

DO : Densité optique.

e 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat + 0.2
ml de I’acide salicylique).

e 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

e 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

e 0.8 : Volume de ’homogénat.

e 0.5: Volume du surnageant.

2.4.3 Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a ét¢ mesurée par la méthode de
Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :
H,0, +2GSH——> GSSG +2H,0.

Pour cela que, nous avons procéd¢ aux €tapes suivantes :

e Prélever 0.2 ml de 'homogénat (surnageant).

e Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

e Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

e Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.
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e Ajouter 0.2ml de HZO2 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes.

e Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

e Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

e Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

e Prélever 0.48 ml du surnageant.

e Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

e Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)

Me¢élanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination (calcule) de l'activité de la GPx se fait de la fagon suivante :

Activité de GSH consommée / min / gr de protéine

Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit ----- DOb
Extrait =0.04 // // ------ DOe

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe —Dob

_ (DOe-DOb)*0.04

50D = quantité¢ du GSH réduite disparu (oxydée)

L’activité de la GPx = la quantité du GSH réduite disparu (X) *5 / [proteine]

1 DO : Densité optique de 1’échantillon.

échantillon

1 DO : Densité optique de I’étalon.

étalon

1 0.04 : Concentration de substrat (GSH).

2.4.4 Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides a été réalisé selon (Duchateau et Florkin,1959). Cette méthode
utilise I’anthrone comme réactif (150mg d’anthrone, 75ml d’acide sulfurique et 25ml d’eau
distillée) et le glucose comme standard. La gamme d’¢talonnage a été réalisée a partir d’une
solution mere de glucose (1g/l). Apres I’addition du réactif, un chauffage au bain marie a
80°C pendant 10 mn permet 1’obtention d’une coloration verte. Le dosage des glucides a été
effectu¢ dans une fraction aliquote (100ul). Les absorbances ont été obtenues grace a un
spectrophotomeétre et la lecture a été réalisée a une longueur d’onde de 620 nm contre un

blanc réactif.
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2.4.5 Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales dans I’homogénat a été effectué¢ selon la méthode de
Bradford (1976) qui utilise le bleu brillant de coomassie G 250 (BBC) comme réactif (100mg
de BBC+50ml d’éthanol. Agitation pendant deux heures + 100ml d’acide orthophosphorique
+ H20 distillée g.s.p. 1000ml) et ’albumine de sérum de beeuf (BSA) comme standard. Les
absorbances ont été¢ obtenues grace a un spectrophotometre et la lecture a été réalisée a une

longueur d’onde de 595nm contre un blanc réactif.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon
d’albumine sérique bovine (1mg/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions (voir

annexe)

2.4.6 Dosage des lipides totaux

La concentration des lipides totaux a ¢été estimée selon (Goldsworthyer al,1972) utilisant le
réactif sulfophosphovanillinique (0,38 g de vanilline, 55ml d’eau distillée et 195ml d’acide
orthophosphorique a 85%). La solution mere des lipides est préparée en utilisant ’huile de
table (Cevital) selon la procédure suivante: 25mg d’huile de table pesés dans un tube
eppendorf; cette quantité est ensuite reprise dans 10ml du mélange (éther / chloroforme)

(VIV).

Apres évaporation des prises aliquotes de 100ul de surnageant II dans un bain a sec a 40°C,
on additionne 1ml d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont agités et chauftés
dans un bain a sec a 100°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, on préleve 200ul de
chaque tube auxquels on ajoute 2,5 ml de réactif sulfo-phospho-vanillinique et on agite. Apres
30 minutes a ’obscurité, le complexe se colore en rose. La lecture de la densité optique a une

longueur d’onde de 530 nm contre un balnc réactif.

2.5 Analyse statistique :

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne plus ou moins I’écart-type (m =+ s).
Différents tests statistiques sont réalisés a ’aide du logiciel prism, 8.0.1. le test “’t”’ de
Student et I’analyse de la variance.

e *:p<0.05

o **:p<(.01

o F¥¥:p<0.001
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3  Résultats
3.1 Rendement

% d’extraction= [(P1-P0)/m] x100
% d’extraction= [(66,79-61,35)/100] x100=5,4%
Les résultats obtenus lors de cette ¢tude montrent que le rendement de la plante

Thymelaeahirsutaest de I’ordre de 5,4%
3.2Screening phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation,

un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultraviolette.

e chez I’extrait ethanolique nous avons constaté la présence des ( terpenoides ) .et I’absence
des (Alcaloides, Tanins, , Sapnosoides , Stérols et tri terpénes , composés réducteurs , les
coumarines , Mucilages). (Tableau 02).

e chez I’extrait infusé nous avons constaté la présence des (Tanins, Stérols et tri terpénes ,
composés réducteurs , les coumarines , Mucilages, terpenoides ) .et 1’absence des
(Alcaloides, , , Sapnosoides ,) (Tableau 03).

Tableau 02 : les composés phytochimique de I’extrait éthanolique et I’extrait infusé de

Thymelaeahirsuta L de la région de Tébessa -

Composition L’infusé
phytochimiques Extrait éthanolique

Les Alcaloides

Les tanins

Les Sapnosoides

Stérols et tri terpénes

Les composés réducteurs

les coumarines

Les Mucilages

1
I S A S I S R

Les terpenoides +
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« + » est fonction de I’intensité de la coloration.
«-» indique I’absence de la coloration
3.3 Toxicité extraite éthanolique sur Culisetalongiareolata

Les études toxicologiques permettent de déterminer ’efficacité d’extrait éthanolique,
¢valuée a partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles Culisetalongiareolata. Les
tests de toxicité sont appliqués sur des larves du quatrieme stade(L4) nouvellement exuvies de
(0.25, 0.5,0.75 , 1) pendant 24h a une dose Iétale: 0,8 correspondant a la DL 50. La mortalité

observée est corrigée a partir d'une mortalité naturelle en pourcentage avec une relation dose-

réponse figl8 .

Extrait éthanolique

%
-—
® o
o o
] ]

¢ corrigée
»
o
]

4

2 404
E
S 20
=
0--l-l-l-l-l-l-l-l-l-|-l-l-l-l-l-l-l-l-l-|-l-l-l-l-l-l-l-l-l-|
0.0 0.5 1.0 15

Log dose (mg/ml)

Figure 18: Effets d’extrais éthanolique deThymelaeahirsuta, appliquée sur les larves
4 C. longiareolata: Courbe dose réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en

fonction du logarithme des doses.

Nous révelent qu’il y a une proportion directe entre la dose d’E éthanolique de

thymelealanceolata L (mg/ml) et mortalité corrigée (%).
3.4 Toxicité extraite infusé sur Culisetalongiareolata

Les études toxicologiques permettent de déterminer I’efficacité d’extrait infusé, évaluée a
partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles Culisetalongiareolata. Les tests de

toxicité sont appliqués sur des larves du quatriéme stade(L4) nouvellement exuvies de (0.5,
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Iml) pendant 24h a une dose 1étale: 0.3 correspondant a la DL 50. La mortalité observée est

corrigée a partir d'une mortalité naturelle en pourcentage avec une relation dose-réponse
fig19.

Mortalité corrigée de l'infusé Th
60+
N
-5}
)
= 40 -
e
[=)
5]
]
5 20-
=
=]
=
0 T T T 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Log dose (mg/ml)

Figure 19: Effets d’extrais infus¢ deThymelaeahirsuta, appliquée sur les larves 4 C.
longiareolata: Courbe dose réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction

du logarithme des doses.

Nous révelent qu’il y a une proportion directe entre la dose d’E éthanolique de

plantagolanceolata L (mg/ml) et mortalité corrigée (%).

3.5 Résultats dosage polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu ; l'une des
méthodes les plus anciennes congue. En utilisant comme standard l'acide gallique, dont sa

courbe d'étalonnage est représentée dans la (figure 20).

L’absorbance a ét¢ mesuré a 765 nm, les teneurs en polyphénols sont exprimées en g EAG/g
MS d'extrait.

Le taux des polyphénols a été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de

type : y = 0.745x+0.120 sachant que R = 0.992.
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1,8 +
1,6 -
y = 0,745x + 0,120
1,4 - R?=0,992

1,2

Absorbance

0 - T T T T !
0 0,5 2,5

1 1,5
Acide gallique (mg/ml)

Figure 20 : Courbe d'¢talonnage de l'acide gallique
Les résultats de dosage des polyphénols totaux dans les échantillons de Thymelaeahirsuta L
analysés Dans cette étude on a obtenu des quantités en polyphénols qui varient entre

0,201+0,05%1 chez éthanolique et 0,355 £0,061 chez I’infusé.

3.6 Résultats dosage flavonoides :

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode de trichlorure d’alumiunm (AICI3)
pour chaque extrait a €té rapportée en pug équivalent de quercétine /mg d’extrait. Les résultats

de la courbe d’¢étalonnage de quercétine sont représentés dans la (figure21).

Le taux des flavonoides a été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation

de type : y=0.033x+0.019 sachant que R? = 0.998.
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Figure21: Courbe d'étalonnage de la quercétine.
Les résultats de dosage des polyphénols totaux dans les échantillons de Thymelaeahirsuta L
analysés Dans cette étude on a obtenu des quantités en polyphénols qui varient entre25,16 +

0,62 chez éthanolique et 31,68 +0,68chez I’infusé.

Tableau 03: Tableau représente teneur des polyphénols et flavonoides

Composant de la plante Extrait éthanolique Extrait Infusé
Polyphénols (g EAG /g de 0,201+0,0521 0,355 0,061
MS)

Flavonoides (mg/g) 25,16 £ 0,62 31,68 £0,68

34



Reésultats

3.7 Activité anti radicalaire du radical DPPH

Les résultats de la présente étude montrent que 1’extrait infusé de thymelaeahirsuta.posseéde
un effet piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPH par rapport [I’extrait
¢thanolique(figure21). Le pourcentage de I’activité antioxydant de I’extrait infusé est tres
faible ou presque inexistant a des concentrations trés faibles par rapport ’extrait éthanolique ,
L’ IC50 obtenue a partir la courbe est IC50 (0,2292 + 0,9149) chez I’extrait infusé et 1C50
(0,9760 + 1,619).

DPPH

8 100~ )
= -o- Infusé Th
£ 80- > -~ Extrait éthanolique Th
g
£ 60
o} a
el
.5 40— [
£
2 204
=
)
N 0 T T T T 1

1.5 10 05 00 0.5 1.0

Log dose (mg/ml)

Figure 22: courbe comparatif de 1’ Activité inhibitrice du radical DPPH par les extraits

(éthanolique et infusé) de thymelaeahirsuta.

L’efficacité de I’activité anti-radicale est exprimée en concentration d’extrait végétal
capable de piégé 50% du radical libre DPPH (DL50), ainsi que I’acide ascorbique pris comme

référence sont des anti- radicale.

Tableau 04 :les valeurs des IC50 des extrait éthanolique et infusé e Thymelaeahirsutaet de
DPPH

IC50 Pourcentage

infusé 0,2292 +0,9149 85%
Extrait éthanolique 0,9760+ 1,619 72%
L’acide ascorbique 0,048 £0,172 93,23%

35



Reésultats

3.8 Effets d’extrait sur la composition biochimique de C. longiareolata

La CL50a 24h d’extraites de P L. ét¢ appliquées sur les larves 4 C. longiareolata. L effet
d’extrait a été évalué sur le contenu en protéines, glucides et lipides corporels 24heures apres

traitement Tab06.
3.9 Effets des extrait éthanolique et infusé sur protéine

Les résultats du dosage biochimique (Fig23), montrent une diminution hautement
significative (p<0.0001) du contenu en protéines totales chez les série traitée par I’extrait
infusé¢ par rapport les séries traitée par I’extrait éthanolique et témoin. Pendent 24h. La
comparaison des valeurs moyennes entre les séries témoins et traitées, révele une diminution

hautement significative du contenu en protéines totales a 24 h.

Protéines totales
5
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Figure23 : effet des extraits ( éthanolique et infusé ) de thymelaeahiruista sur les
protéines (mg/ml/g du poids sec des moustique ) chez les larves du quatrieme stade de
Culisetalongiareolata pendant 24h (m +Sd ;n[103) (T : différence non significative ,
¢thanolique : différence significative , infusé : ** différence hautement significative

p<0.002).
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3.10 Effet des extraits éthanolique et infusé sur glucides

Le contenu en glucides chez les larves 4 deculisetalongiareolata été déterminé pendant 24h,
apres traitement et les résultats obtenus sont enregistrés dans la figure24. La comparaison des
valeurs moyennes par le test « t » de Student montre que I’extraite éthanolique
dethymelaeahiruista, induit une diminution®*** trés hautement significative (p<0,0001) du
contenu en glucides totaux chez la série traitée par I’extrait infusé (CL50) pendant 24h par

rapport aux séries témoin.
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Figure24: effet des extraits ( éthanolique et infusé ) de thymelaeahiruista sur les
glucides (mg/ml/g du poids sec des moustique ) chez les larves du quatrieme stade de
Culisetalongiareolata pendant 24h (m +Sd ;n[103) (T : différence non significative , infusé :

différence significative , éthanolique : *** différence trés hautement significative p<0.0001)
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3.11 Effet extraits éthanolique et infusé sur contenu lipides

Le contenu en lipides a ¢été estimé chez les larves 4 témoins et traitées
deculisetalongiareolata, pendant 24heures et les résultats du dosage sont mentionnés dans la
figure25. L’¢tude comparative par le test « t » de Student, révele une augmentation tres
hautement significative (p <0,0001) chez I’extrait les traités par 1’extrait infusé par rapport les
sériées traités par I’extrait éthanolique et témoin de ce contenu lipidique apres traitement

authymelaeahiruistaavec concentration (CL50).

Lipides totaux
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Figure 25 :effet des extraits ( éthanolique et infusé ) de thymelaeahiruista sur les lipides
(mg/ml/g du poids sec des moustique ) chez les larves du quatrieme stade de
Culisetalongiareolata pendant 24h (m +Sd ;n[103) (T : différence non significative ,
¢thanolique : différence significative , infus¢ : *** différence trés hautement significative

p<0.0001).
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Tableau 05:les valeurs des IC50 des extrait éthanolique et infusé e Thymelaeahirsutaet de
composition chimique

Protéines 4,1+ 0,3351 6,027+1,48 4,783+1,098 P<0,002 ns
sk
lipides 155,9 £3,742 229,4+ 1,890 171+ 1,467 P<0,001 ns
skesksk
Glucides 1341 £ 16,65 807,7+ 7,506 1022+14,73 Ns P<0,001
skesksk

3.12 Effet extraits éthanolique et infusé sur glutathion GSH

Le taux du glutathion (nmol/mg de protéines) chez les larves L4 de C. longiareolata

témoins et traitées (CL50) est enregistrée a 24heures apres traitement Tableau05.
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Figure 26 : effet des extraits ( éthanolique et infusé ) de thymelaeahiruista sur le taux de GSH
(nmol/ml/mg de protéines) chez les larves du quatriéme stade de Culisetalongiareolata
pendant 24h (m £Sd ;n[105) (T : différence non significative , éthanolique : différence

significative , infusé : *** différence trés hautement significative p<0.0001).
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3.13 Effet extraits éthanoliqueet infusé sur glutathion peroxydase GPx

Glutathion peroxydase

1.5

pmol/ ml/ mg de protéines

Figure 27: effet des extraits ( éthanolique et infusé ) de thymelaeahiruista sur le taux de GPx
(umol/ml/mg de protéines) chez les larves du quatriéme stade de Culisetalongiareolata
pendant 24h (m £Sd ;n[105) (T : différence non significative , éthanolique : différence

significative , infusé : * différence significative p<0.0144).

Tableau 06 : Effet de I’extrait éthanolique et extrait infusé dethymelaeahiruista L sur le taux
de GSH (nmol/mg de protéines) et le taux de GPX (umol/mg de protéines) chez les larves du

quatriéme stade de Cs longiareolata (m=SD, n=5). Pendant 24heures.

Témoin Extrait infusé Extrait |
ethanolique éthanolique
GPX 1,140,1647  0,8003+ 0,01  1-13%0:07 Ns p<0,0144
GSH 0,10240,005 0,423340,025 012772001 o p<0,0001
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4. Discussion

4.1 Rendement

Les résultats obtenus lors de cette ¢tude montrent que le rendement d’extrait méthanoique

obtenu de la plante Thymelaeahirsuta est de I’ordre de 5,4%.

En effet, les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant I’extraction d’un ou plus grand nombre de molécules polaires, de

moyenne et de faible polarité (Seid et al., 2014) .

Des résultats semblables ont été menée par I’étude de (Kadi Kenza, 2017)ou elle a montré que
les valeurs du rendement de Thymelaeahirsuta des extraits varient entre (8 +0,31)% et
(10£0,7)%, dont le faible rendement est constaté dans I’extrait Acétate d’éthyle et le meilleur

rendement est enregistré dans 1’extrait méthanolique.

Concernant le rendement de D’extrait éthanolique obtenu des feuilles, nos résultats sont
inférieurs a ceux de (Kadi Kenza, 2017)qui ont trouvé un rendement ¢€levé de 1’ordre de 10%

pour les feuilles de la plante Thymelaeahirsuta de la région d’ ARRIS wilaya de Batna.
4.2 Test toxicité

L’application des produits naturels reste la méthode qui présente beaucoup d’avantages pour la
santé de I’étre vivant et pour son environnement par rapport aux produits de synthése chimique
qui contaminent globalement la biosphere (Benayad, 2008). En Algérie, 'utilisation des
produits naturels, spécifiquement les extraits des plantes, comme type de lutte contre les
insectes a commence de se développer, a travers une multitude des travaux récentes (Kemassi,

2008 ; Labouzi, 2010 ; Habbachi et al,2013 ; Aouati et Berchi, 2015).

Les résultats de notre ¢étude montrent que I’extrait éthanolique de plante choisis
(Thymelaeahirsuta) posséde une activité insecticide a 1’¢égard de stade L[4 de
Culisetalongiareolata. Ces résultats, bienqu’ils soient préliminaires, illustrent bien I’intérét que
présentent lesextraits végétaux dans la lutte anti-larvaire.L’interprétation de I’activité larvicide
de I’extrait pourrait étre causée d’une part par la diversification des substances actives qui le
composent et d’autre part, par ’interaction moléculaire des groupements fonctionnels de ces
mémes substances actives avec les tissus des organismes visés, notamment les larves de
moustiques. Les composés aromatiques phénoliques (acides phénoliques, tannins et
flavonoides) forment le groupe des composés chimiques le plus important des plantes et leurs
effets toxicologique sont due a ces substances ; comme le thymol, le carvacrol, le
cinnamaldéhyde, 1’eugénol, le 1,8-cin€ole, le camphre et les thujones(Hadj Salem, 2009).
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4.3 Screening phytochimique :

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante (Thymelaeahirusta L)
en métabolites secondaires, chez I’extrait ethanolique nous avons constaté la présence les(
terpenoides ), .et I’absence des (Alcaloides, Tanins, , Sapnosoides , Stérols et tri terpénes ,

composés réducteurs , les coumarines , Mucilages).

chez I’extrait infusé nous avons constaté la présence des (Tanins, Stérols et tri terpénes,
composés réducteurs, les coumarines , Mucilages, terpenoides ) .et I’absence des (Alcaloides,

Sapnosoides ,)

On remarque aussi la présence des tanins et des saponosides .Mise en évidence des tanins et

des saponosides ( (Karumi Y, (2004))

La présence des coumarines. Mise en évidence des coumarines (Rizk A.M., (1974)). Au vu
des résultats obtenus lors de la présente é€tude, cette plante renferme presque toutes les
grandes familles des métabolites secondaires. Méme résultats ont été trouve par (Kadi Kenza,

2017).

Nos résultats de dosage des polyphénols totaux d’extrait éthanolique de ThymelaeaHirsuta L
qui varient entre (0,2017 £ 0,03723 pg EAG/mg) sont inférieur a ceux de I’extrait infusé
(0,3553 £+ 0,05139ug EAG/mg).Ceci indique que I’extrait éthanolique et ’extrait infusé de

ThymelaeaHirsuta possedent des teneurs en polyphénols tres faibles.

Nos résultats sont inferieure a ceux de (Mohammed Bouzouina, 2016) qui a trouvé Le
contenu des polyphenole était estimé a (19.83+0.42mgGAE/g DW) dans les feuilles et
(16.78+0.67 mg GAE/g DW) dans les fleurs, (6.17+£0.82 mg GAE/g DW) dans les racines

Les résultats obtenus durant cette étude sont inférieurs a ceux trouvé par ( (Kadi Kenza,
2017)dont les quantités en phénols totaux des extraits de la partie aérienne de la plante T.
hirsuta varient entre 2,69+0,05 mg EAG/g de I’extrait hexane, 7,01+0,02 mg EAG/g de
I’extrait méthanol 9,0 3+0,12 mg EAG/g de I’extrait acétate d’éthyle, 10,65+0,098 mg EAG/g
de I’extrait chloroforme et 11,87+0,41 mg EAG/g de I’extrait ethanolique.

Nos résultats montrent que les teneurs en flavonoides d’extrait éthanolique de
ThymelaeaHirsuta qui varient entre (31,68 + 1,18ug EQ/mg) sont supérieur a ceux de
I’extrait infusé¢ (25,16 £ 1,076 pg EQ/mg). Ceci indique que I’extrait éthanolique de

ThymelaeaHirsuta est riche en flavonoides que I’extrait infusé.
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Nos résultats sont supérieurs a ceux de (Mohammed Bouzouina, 2016) qui a trouvé Le
contenu des flavonoides était estimé a (5,00 + 0,17 mgQE/g DW) dans les feuilles et (5,17 +
0,06 mgQE / g DW) dans les fleurs et (1,30 + 0,10 mgQE/g DW) dans les racines.

Des résultats supérieurs ont ¢té trouvés par (Kadi Kenza, 2017) les quantités en flavonoides
totaux des extraits de la partie aérienne de la plante 7. hirsuta varient entre (1.294+0,075 mg
EQ/g) d’extrait méthanolique, (2.70+0,10 mg EQ/g )de I’extrait hexane, (1.04+£0,036 mg
EQ/g) de [Dextrait acétate d’éthyle, (0.53+0,01) mg EQ/g de I’extrait chloroforme et
(1.74+0,053 mg EQ/g) de I’extrait ethanolique.

4.4 activité antioxydante

D’apres le tableau,l’extrait infusé représente I’extrait le plus actif avec un IC50 de 1’ordre
de (0,2292+ 0,9149) par rapport ’extrait ethanolique (0,9760+ 1,619), Une activité qui
reste toujours, inférieure a celle du standard (I’acide ascorbique) avec I'IC50 de (0,048 +

0,172)

La comparaison de ces valeurs montre que I’extrait infusé de la plante posséde un potentiel
antiradicalaire excellent.L.’acide ascorbique a présenté 1’activité anti radicalaire la plus élevée
(93,23%) suivie par I’extrait infusé (85%) et en dernier 1’extrait éthanolique (72%), ces deux

derniers présentent un potentiel anti radicalaire excellent.

La comparaison de ces valeurs avec celles de 1'acide ascorbique, montrent que les deux extrait
de la plante possede un potentiel antiradicalaire excellent.Les résultats présentent dans le
tableau précédent montre que la capacit¢ de réduction du radical est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration des extraits. Ceci a pu ét€¢ confirmé par beaucoup d’autres
auteurs (Amari et al., 2014).Les résultats indiqués dans la figure O représentent les
concentrations des extraits qui piegent 50% du radical DPPH (IC50). Plus cette concentration
est faible plus le pouvoir antioxydant est ¢levé (Brande-Williams ef al.,1995 ; Tsimogiannis

et Oreopoulou, 2004 ; Atoui et al., 2005).

Le maximum d’inhibition a été marqué avec l'extrait infusé. Cette valeur est légerement
supérieure a celle I'extrait éthanolique. Il est a noter que la premicre est riche en flavonoides
(0,2292+ 0,9149.) et la deuxiéme en flavonols (0,048 + 0,172). Cette constatation a ¢été
vérifiée par (Gursoy et al. (2009)), supposant que la majorit¢ des flavonoides sont non
antioxydants. Alors que (Cai et al. (2006)) suggerent que les flavonols sont responsables une

meilleure activité anti-DPPH.
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4.5 Effet des extrait de thymelaeahirsutasur la composition biochimique

Selon Galois (1987), les conditions écologiques du milieu externe peuvent agir sur la

composition protéinique de ’hémolymphe des insectes.

Au moment ou D’insecte entre en contact avec I’insecticide, ce dernier pénétre dans
I’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et les

enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal(Haubruge et Amichot, 1998).

Le dosage des principaux constituants réalisé¢ sur le corps entier des larves L4, témoins et
traités deCslongiareolata, révéle une modification des composants biochimiques comme les
protéines les glucides et les lipides apres traitement par les extraits dethymelaeahirsutaa 24,

heures.

Chez les moustiques autogenes, les protéines stockées aux stades larvaires et qui
proviennent de la digestion des couches procuticulaires profondes de I’ancienne cuticule sont
utilisées pour la formation des ceufs. Cependant ; chez les moustiques anautogénes, le repas

sanguin représente la principale source de protéines nécessaires (Briegel, 1985).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que le traitement
parl’extrait infusé de thymelaeahirsutachezCslongiareolata,cause une diminution du contenu
en protéine. ceci concorde avec les résultats de (Tine-Djebar, F., &Soltani, N. 2008)
indiquent que le traitement parlavanduladentataavec la CL50 chezCslongiareolata,cause une

diminution du contenu en protéine.

Les expérimentations menées au niveau de notre laboratoire dans le but de comparait
I’activité biologique des extraits (€éthanolique et infusé) de thymelaeahirsutasur des
moustiques (Cs longiareolata) ont mis en évidence L’aspect biochimique montre des
différences significatives dans la composition biochimique entre les especes testées (TINE-

DJEBBAR, F., BOUABIDA, H., & SOLTANI, N. (2011))

Concernant le contenu en glucides, nos résultats montrent que le traitement
parthymelaeahirsutaavec ’extrait éthanoliquechezCslongiareolata,cause une diminution du

4eme

contenu en glucides chez les larves de stades nouvellement exuviées .Par contre I’extrait

infusé cause une déférence non significative chez 1’infusé.

De plus, des travaux antérieurs ont montré des résultats différents, avec une réduction de ce

contenu chez la méme espece apres traitement par I’extrait éthanolique.
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Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et al.,
1985). Ils sont transportés du corps gras, site de leurs syntheses et stockage (Keely, 1985 ;
Van Hensden et Law, 1989) vers les organes utilisateurs via I’hémolymphe surtout lors de la

vitellogénese(Downer, 1985 ; Keely, 1986).

Nos résultats montrent que le traitement parl’extrait infusé
dethymelaeahirsutachezCslongiareolata, cause une variation trés hautement significative

pour les larves de 4 éme stade.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez d'un agoniste non stéroidien de

I’hormone de mue(Tine-Djebar, F., &Soltani, N. 2008).

4.6 Effet des extraits sur glutathion GSH

Le glutathion (GSH) est un tripeptide soluble dans 1’eau, constitué¢ de trois acides aminés ;
glutamate, cystéine et glycine (L-y -glutamyl-L cysteinyl glycine) (Meister& Anderson,
1983 ; Noctoret al., 1998 ; Kim et al., 2005).

C’est le principal systeme impliqué dans la détoxification des ions peroxyde et dans la lutte

contre le stress oxydatif (Gannagé-Yaredet al., 1998).

Le glutathion existe sous deux formes, une forme oxydée (GSSG) et une forme réduite
(GSH), et ses enzymes comprennent la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion S-
transférase (GST) qui sont impliquées dans la détoxification (Yu, 1994 ; Kiseker al.,2004 ;
Zehnaleket al., 2004, Singh et al.,2017).

L’analyse des résultats obtenus au cours de nos expérimentations, révele trés hautement
significative chez les traités par I’extrait infusé par rapport le témoin et diminution
significative chez les traités par I’extrait éthanolique. du taux de GSH chez les séries traitées.
La diminution du glutathion pourrait étre expliquée par une consommation accrue de ce
cofacteur par les GSTs afin de détoxifier ces bios pesticides. (Kiran et al. (2017) observent
une réduction du taux de GSH chez CallosobruchuschinensisetC. maculatus aprés traitement

(CL50) a 'HE de Boswelliacarterii.

4.7 Effet des extraits sur glutathion peroxydase GPx

La glutathion peroxydase (GPx) est une superfamille de protéines répandue dans de

nombreux organismes a travers tous les régnes de la vie. (Toppo, S., Vanin, S et al.2008)
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L’analyse des résultats obtenus au cours de nos expérimentations, révele trés hautement
significative chez les traités par I’extrait infusé par rapport le témoin et diminution

significative chez les traités par ’extrait éthanolique.
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Conclusion

Les Culicidae, sont sans doute les insectes les plus connus et les plus redoutés tant pour le
désagrément et nuisance que constitue leur présence, que par les maladies parasitaires qu’ils
peuvent inoculer pendant leur repas sanguin tel que la filariose, la fieévre jaune, la fievre du

virus du Nile Occidental.

Dans ce cadre, nous avons procédé¢ a une ¢tude comparative de deux extrais (ethanolique et
infusé) de thymelaeahirsuta a 1'évaluation de leur activité biologique sur les larves stade (L.4)

de Culisetalongiareolata

Aprés I’analyse phytochimique de notre plante, On a démontré que D’extrait infusé de
Thymelaeahirsuta est riche en plusieurs métabolites secondaires tels que : flavonoides,
Tanins, Stérols et tri terpénes, composés réducteurs, les coumarines, Mucilages, terpenoides
avec I’absence des alcaloides et les Sapnosoides. par contre I’extrait ethanolique nous avons
constaté la présence des (terpenoides ) .et I’absence de les  autres métabolites
secondaires.Alors que, le potentiel anti radicalaire de I’extrait infusé notre plante présente un

pouvoir antioxydant trés important que celui d’extrait ethanolique.

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espece de moustiques Cs. longiareolata,
I’effet toxique des extraits de thymelaeahirsuta a travers un dosage des métabolites
(protéines, glucides et lipides) et des biomarqueurs de la défense antioxydante (GPx et GSH).
Cet eftet se traduit par :

Une augmentation des glucides chez les larves traités par ’extrait éthanolique,

Une augmentation des protéines et lipides totaux chez les larves traités par I’infusé

Une augmentation du GSH et GPX
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