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Résumé

Notre étude vise a étudier 1’effet toxique du dattier du désert (Balanites aegyptiaca) récolté
dans le sud du Sahara Algérien, sur les larves de moustique Culex pipiens de la wilaya de
Ghardaia. Pour ce fait, nous avons préparé des extraits aqueux bruts des feuilles et d'amande
des fruits de Balanites aegyptiaca et chercher leurs compositions et leurs effets sur le taux de
mortalité par rapport aux témoins et sur l’activit¢é de cholinestérase. Les résultats de
rendement d’extraction ont montré que le pourcentage des métabolites secondaires d'amande
des fruits (12.60+0.10%) est élevé par rapport aux feuilles (8.47+00%). Les analyses
phytochimiques ont permis de mettre en évidence la présence de plusieurs familles de
métabolites secondaires, les feuilles et I'amande des fruits sont composés d’un taux élevé des
coumarines, stérols, polyterpenes, alcaloides et stéroides, ainsi les saponines sont plus
abondants dans I’amande des fruits par rapport aux feuilles, mais les huiles essentielles
résident uniquement dans les feuilles. Selon les études antérieures, la mortalité augmente avec
la dose et le temps et elle s’est avéré que 1’extrait d’amande des fruits est plus toxique, 95%
de mortalité que I’extrait des feuilles qui présente 92% de mortalité. Ainsi plusieurs études
montrent que 1’extrait aqueux de plusieurs solvants organiques des feuilles et des amandes des
fruits de B. agyptiaca provoque une inhibition d’activité de cholinestérase chez les larves de

moustiques.
Mots clés:Culex pipiens, Dattier du désert (Balanites aegyptiaca), Extrait aqueux bruts,

Criblage phytochimique, Toxicité, mortalité, cholinestérase.



Abstract

Our workaims to study the toxic effect of the desert date (Balanites aegyptiaca) collected in
the southern Algerian Sahara, on the larvae of mosquito Culex pipiens from the wilaya of
Ghardaia. For thisfact, we have prepared raw aqueous extracts of the leaves and kernels of the
fruit of Balanites aegyptiaca and investigated their compositions and theireffects on the
mortality rate compared to the controls and on the cholinesterase activity. The extraction yield
results show edthat the percentage of kernels secondary metabolites of fruits (12.60+ 0.10%)
is high compared to leaves (8.47 +00%). Phytochemical analyses revealed the presence of
several families of secondary metabolites, the leaves and kernels of the fruit are composed of
high levels of coumarin, sterol, polyterpenes, alkaloids and steroids, thussaponins are more
abundant in the kernel of the fruits compared to the leaves, but the essential oilsresideonly in
the leaves. According to previousstudies, mortality increase swith dose and time, and kernel
of the fruits extractisfound to be more toxic, with 95% mortality than leaf extract, which has
92% mortality. Thusseveral studies show that the aqueous extract of several organic solvents
of leaves and kernels of fruits of B. agyptiaca causes an inhibition of cholinesterase activity in

mosquito larvae.

Key words: Culex pipiens, Desert Date (Balanites aegyptiaca), Crudeaqueous extract,

Phytochemical screening, Toxicity, Mortality, Cholinesterase.
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Introduction

Depuis 170 millions d'années, les diptéres forment un groupe d'insecte le plus
écologiquement diversifi¢ (ZERROUG, 2018). Les moustiques font partie de la classe des
hexapodes, de I’ordre des Dipteres, et de la famille des Culicidés (LACEY et ORR, 1994). La
famille des Culicidés est considérée comme la plus importante, elle comprend environ 3528
especes de la faune du monde (POUPARDIN, 2011). Les espéces constituants le méme
groupe sont regroupées sous le vocable commun : le complexe d’espéces. Dans le groupe des
Culicidés, on trouve trois complexes ; le complexe Anopheles gambiae Giles, 1902, le
complexe Anopheles punctulatus et le complexe Culex pipiens Linnee, 1758. Ce dernier est le
plus anciennement étudi¢ (ZERROUG, 2018). Il comprend deux espéces; Culex globocoxitus
Dobrotworsky, 1953 endémique de 1’Australie et Culex pipiens Linné, 1758 a répartition
circummondiale, qui est parmi les espéces les plus abondantes en Algérie (AISSAOUI et

BOUDJELIDA, 2014).

La place importante qu'occupent les moustiques dans la faune terrestre comme dans la
faune aquatique, fait de ces Arthropodes un matériel d'étude important pour les biologistes.
Au cours des vingt dernieres années, la faune Culicidienne d'Algérie a fait 1'objet d'un grand
nombre de travaux qui s'intéressent plus particulierement a la systématique, la biochimie et la
morphométrie de ces insectes (TINE-DJEBBAR et SOLTANI, 2008; TINE- DJEBBAR,
2009; MESSALI et al., 2010; TINE-DJEBBAR et al.,, 2011; ZERROUG, 2018). Parmi les
especes Culicidiennes, Culex pipiens, plus précisément la femelle, est connue comme vecteur
de plusieurs agents pathogénes responsables de maladies infectieuses parfois mortelles pour
I’homme et les animaux (AOUINTY et al. 2006 ; KOSONE et al. 2008) puisque leurs
caractéres hématophages leurs confeérent 1’état d’ectoparasites temporaires, transmettant a
I’homme et aux animaux diverses maladies. La malaria avec 300-500 millions de cas infectés
et 1,5-2,7 million de morts par année, la filariose lymphatique avec 120 cas, la dengue avec
50 millions de cas et la fievre jaune (GOVINDARAJAN, 2010). Cx. Pipiensse trouve sous
deux formes : Culex pipiens pipiensrural, dont les larves se développent dans les eaux claires
et qui attaque surtout les oiseaux et Culex pipiens molestus, citadin, attaque les oiseaux et

I’homme (ZERROUG, 2018).

Dans les années soixante, la lutte était essentiellement basée sur 1’élimination mécanique
des gites larvaires potentiels (HAMON et MOUCHET, 1967) et a la protection personnelle,
en portant des vétements amples a manches longues et de couleurs péles, ainsi que les
moustiquaires imprégnées d'insecticides de synthése et les pulvérisations intra domiciliaires

d’insecticides.



Introduction

La premiere catégorie d’insecticide €laboré est représentée par les organochlorés ou
composés synthétiques de premiere génération. Ainsi le dichlorodiphenyltrichloethane (DDT)
(MOUCHET, 1994). La deuxieme catégorie d’insecticide est quant a elle représenté par les
organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides..Ces insecticides chimiques sont tres
efficaces car ils ont une action directe sur le systtme nerveux. Soit en inhibant
I’acétylcholinestérase pour les organophosphorés et les carbamates, soit en bloquant I’activité
des canaux sodium pour les organochlorés et les pyréthrinoides (AOUATIL2016). Bien que
cela se révele tres efficace sur les moustiques Culicidés, il présente plusieurs inconvénients.
(AOUINTYet al.,2006).Toutefois, 1’'usage de ses substances de synthése s’est révélé tres
toxique sur l'environnement par l'intoxication de 'homme et du bétail, la phytotoxicité, la
toxicité des sols, des eaux et l'apparition des formes de résistances chez les organismes ciblent

(HAMID OUDJANA, 2017).

L’attention des chercheurs a I’heure actuelle est [’utilisation d’autres méthodes
alternatives aux insecticides chimiques. Ce conduit au développement et utilisation des
nouvelles molécules prenant en considération des parameétres biologiques, physiques et
biochimiques des organismes vivants. Ces molécules sont sélectives, sans risque
écotoxicologique, biodégradables (AOUATI, 2016). Cet état de fait vis-a-vis de ces produits
toxiques, a généré 1’intérét pour développer d’autres moyens de lutte (ZERROUG, 2018).

La lutte biologique se développe depuis les années 1960 suite aux résistances acquises par
les insectes au cours des traitements de masse avec les insecticides chimiques. Cette lutte a
pour principe d’utiliser un « ennemi naturel » d’un arthropode vecteur pour en diminuer les
populations et ainsi réduire les risques de transmission du pathogéne. (FONTENILLE etal.,
2009). La lutte microbiologique est utilisation de microorganisme (champignon, bactéries) qui
infectent la cible souvent par ingestion. D’ailleurs, le Bacillus thringiensis israelemis (Bti) est
le plus utilisés comme bioinsecticide et représente plus de 907 de marché des bioinsectisides,
mais seulement 2 7 a peine du marché global des insecticides (BOYER, 2006). L’avantage de
cette bactérie réside dans son innocuité envers la faune non cible et les mammiféres

(AOUATI, 2016).

En quéte de nouvelles technique pour lutter contre les insectes nuisibles, les possibilités
d’utiliser les substances secondaires des plantes contre les insectes nuisibles a suscité

beaucoup des travaux (KEMASSI et al., 2015).
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L’effet insecticide des plantes a été évalué¢ par nombreux chercheurs, parmi les études qui
ont traité ces paramétres. KEMASSI et al,2012 qui ont montres I’activit¢ larvicide des
extraits foliaires bruts acétoniques de Cleome arabica L. (Capparidaceae) chez des larves du
cinquiéme stade et des imagos de Schistocerca gregaria. Ainsi KEMASSI etal., 2015
ontutilises les extraits aqueux d’Euphorbia guyoniana sur les larves de Cx. pipiens. AOUATI
(2016) a également testé¢ 1’effet des extraits d’une dizaine de plante aromatiques a savoir
« Artemisia herba alba, Marrubium vulgar, Laurusnobilis, FEucalyptus globulus, Mentha
spicata, Rosmarinus officinalis, Ruta montana, Thymus vulgaris, Lavandula officinaliset

Organum compactum » sur les larves d’une espéce Cx. pipiens L.

De larves de 3™ et 4°™ stade larvaire du moustique Cx. pipiens L.ont été exposées aux
extrait aquaux de huit plantes « Eucalyptus globulusaussi, Nicotiana tabacum, Ocimum
basilicum, Myrtus communis, Origanun majorana, Nerium oleander, Salvia officinalis,

Jasminum polyanthum » a diftérentes doses afin d’évaluer leur effet larvicide.

Les ¢tudes de I’effet toxique des extraits de Balanites aegyptiaca ont souvent porté sur la
mortalité. CHAPAGAIN et WIESMAN (2005) ont étudi¢ I’effet de I’extrait d’aqueux de
pulpe du fruit du I’amande de la graine, des racines, de 1’écorce et des feuilles de B.
aegyptiaca Del. contre les larves de moustique Culex pipiens. En 2006, CHAPAGAIN
recherchant 1’effet de saponine de cette plante surd. aegypti et Cx. pipiens. Le travail de
ELAMIN et SATTI (2013) a évalue le potentiel insecticide de B. aegyptiaca contre les larves

du troisieme stade larvaire de Trogoderma granaruim.

Malgré les nombreuses études sur I’effet insecticide d’extrait des végétaux. Le travail sur
I’activité anticholinestrasique des insecticides de Balanites aegyptiaca n’est pas réalisé

jusqu’a présent.

Dans ce contexte, 1’objectif principal de notre travail s’intéresse a évaluation les réponses de
population d’une espece de moustique Culex pipiens a I’impact d’un nouvel insecticide a base

d’extrait de Balanites aegyptiaca et leur effet sur I’activité d’enzyme de cholinestérase.
Notre présente étude dans ces objectifs est répartie en trois chapitres

-Le premier chapitre on développe une synthése bibliographique sur le Balanites aegyptiaca,

le Culex pipiens et ’enzyme de cholinestérase.
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-Le deuxieme chapitre détail le matériel nécessaire et les protocoles mis en ceuvre pour

I’étude expérimentale.

-Les résultats obtenus sont reportes dans le troisiéme chapitre ainsi que leurs discussions en se

référant aux études antérieures faites dans ces recherches, ce manuscrit est enfin cléturé par

une conclusion et des perspectives.
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Revue Bibliographique
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I.1.Cholinestérase et toxicité chez les insectes

Le terme de cholinestérase a été proposé en 1932 pour décrire une enzyme capable
d’hydrolyser I’acétylcholine (BENZIANE, 2014).I11 se distingue deux types:
acétylcholinestérase et butyrylcholinesterase (HAMID OUDJANA, 2017).
L’acétylcholinestérase (AChE, EC 3.1.1.7.) est responsable de I'hydrolyse de I'acétylcholine
et est donc une enzyme clé de la transmission cholinergique. Chez les poissons, comme chez
les autres vertébrés, l'innervation motrice des muscles est cholinergique et il existe de
nombreuses zones cholinergiques centrales, associées en particulier aux systémes sensoriels.
D'autre part, aux stades précoces du développement, de I'AChE est produite sans rapport avec

une quelconque innervation cholinergique(Figure 1) (BERTRAND et al., 1998).

0 0
)J\ | - AChE )J\ 2 N
0/\\/5\ H20 OH HO” O
acétylcholine acide acétique choline

Figure 1:Réaction d’hydrolyse de 1’acétylcholine (WANDHAMMER, 2012).

Les vertébrés possedent I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinesterase. Elles peuvent étre
différenciées par leur substrat préféré, tandis que les arthropodes possédent une seule enzyme,
présentant les caractéristiques des deux types de cholinestérases. Il s’agit généralement de
I’acétylcholinestérase (HAMID OUDJANA, 2017).
I.1.1. Structure tridimensionnelle de I’Acétylcholinestérase

Chez les insectes, ’AChE se trouve essentiellement dans le systéme nerveux central. Il
existe principalement sous une forme dimérique amphiphile ancrée a la membrane par un
ancrage GPI (glycosylphosphatidyl inositol) (BOCQUENE, 1996). L’AChE d’insecte est
largement distribuée dans le cerveau, les segments thoraciques et abdominaux et les ganglions
abdominaux. Les distributions préférentielles inclus les neuropiles du SNC tels que neuropiles
protocérébral et tritocérébral, le lobule et la moelle des lobes optiques, l'organisme central,
lI'intérieur des calices et les glomérules antennaires. Chez les insectes, bien que la présence
d'une autre enzyme tétramérique ait été décrite chez la mouche domestique, le polymorphisme
biochimique semble étre limité aux molécules globulaires avec une forme majeure commune
aux différentes espéces. Certains auteurs ont décrit l'existence d'une seule AChE

membranaire, alors que d'autres auteurs ont montré la présence de variantes biochimiques



Chapitrel. - Revue bibliografique

distinctes. Il existe, chez la plupart des insectes, deux AChE: AChE1l et AChE2.1l semble
qu’AChE1l soit majoritairement responsable de I’hydrolyse de [’acétylcholine

(MOHAMED,2011). (Figure 2).

Figure 2:Mod¢lisation 3D d’AchE1 chez I’Anopheles gambiae(SINGH et al., 2017).

I.1.2. Site actif

L’AChE est une protéine complexe qui posséde un centre actif, une multitude de sites
périphériques et de nombreux domaines hydrophobes (Figure 3). Le site actif, région
particuliere de I’enzyme ou se déroule la réaction enzymatique, posséde une taille restreinte
par rapport a la taille globale de I’enzyme. Ce site actif de I’AChE posseéde un site catalytique
qui peut étre décomposée en deux parties:

Le sous-site anionique: responsable de la stabilisation du substrat lors de la catalyse par
fixation de I’ammonium quaternaire de la partie choline de I’ACh. Il était admis, jusque dans
les années 1990, que cette liaison se faisait par interaction électrostatique entre la charge
positive de I’ammonium et la charge négative d’un groupement carboxyle libre de I’enzyme.
Cette interaction est stabilisante, mais en réalité un transfert de charge entre la charge positive
de ’ammonium quaternaire de I’ACh et les électrons n du noyau indole du Tryptophane (Trp)
I’est beaucoup plus (BEN OUIJJI, 2012). Ce sous-site est composé d’une majorité de résidus
aromatiques et il est estimé que plus de 50% de I’énergie de stabilisation provient de ce
dernier (BADIOU, 2007).

Le sous-site estérasique: contenant la triade catalytique Ser200, His440 et Glu327
(numérotation d’apres la séquence de ’AChE de Torpedo californica), cette triade est
localisée a la base d’une gorge étroite de 20 A° de profondeur et qui est alignée de 14 résidus
aromatiques (SUSSMAN et al., 1991). Ce site constitue le lieu de la catalyse, ainsi que la

cible de certains insecticides, qui agissent en bloquant de manicre irréversible I’enzyme
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(BENZIAN, 2014). Dans un premier temps, la partie acétyle de la molécule d’ACh se fixe et
forme un intermédiaire tétrahédrique. Le trou oxyanion favorise la formation de cette
intermédiaire en accueillant I’oxygeéne négativement chargé du carbonyle de I’ACh. L’His
440 joue un role important en se comportant comme un catalyseur pour la formation et la
décomposition de I’intermédiaire .Au sein du sous-site estérasique se trouve une petite cavité
hydrophobe appelée, poche acyle, qui stabilise le groupement méthyle de la partie acétate et
confére un role de sélectivité du substrat (BEN OUJJI, 2012). La mutagenése dirigée a montré
que le remplacement des résidus impliqués dans la poche acyle induisait une spécificité plus
large de substrat (BENZIAN, 2014). L’hydrolyse de I’ACh implique la participation du N de
I’imidazole de I’histidine qui va attirer le proton de I’hydroxyle de la sérine du site actif, le
rendant plus mobile et favorisant I’interaction de 1’oxygene de la sérine avec le centre
¢lectrophile de I’ACh. Une fois le complexe intermédiaire non covalent enzyme substrat
formé (k+1), I’AChE est acétylée par estérification de I’hydroxyle de la sérine active (k2) et la
partie choline est libérée (BEN OUIJJL, 2012). L’enzyme est régénérée (k3) lorsque 1’atome
d’oxygéne d’une molécule d’eau, ¢électronégatif, attaque le site électrophile du carbonyle du
groupement acétyle produisant de 1’acide acétique (BADIOU, 2007).

En plus de ce site, I'enzyme posséde également un second site actif, appelé "site
périphérique anionique" comportant des groupements périphériques secondaires qui
permettent la fixation de ligands (BENZIANE,2014). L’utilisation de I’AChE pour la
détermination des insecticides a été¢ largement décrite et la littérature propose une gamme
variée de systémes impliquant cette enzyme en solution ou immobilisée. Ces systémes sont
basés sur la détermination de I’activité de I’enzyme avant et apres contact avec 1’inhibiteur, la
diminution d’activité induite est alors fonction de la concentration de I’insecticide. Ce
principe représente la base analytique des biocapteurs a AChE pour la détection des

insecticides (BEN OUIJJI, 2012).

Site actif estérasique

Site anionique

Figure 3:Représentation schématique de I’AChE (BENZIANE,2014).
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I.1.3. Mécanisme catalytique
L’AChE (acétylcholine acétyle hydrolase — EC 3.1.1.7) est une carboxylestérase de type B,
appartenant a la famille des sérines hydrolases (TOUGU,2011).

Cette famille comprend, entre autres, la trypsine, la chymotrypsine et 1’¢lastase. Les
sérines hydrolases sont considérées comme des enzymes relativement rapides et efficaces,
étant donnés leur mécanisme catalytique et le « design » approprié¢ de leur site actif ; on y
trouvera en effet toujours une poche responsable de la stabilisation de I’intermédiaire
tétraédrique, appelée « trou oxyanion », une autre en charge de la spécificité de substrat, est
nommée « poche acyle », dans le cas de ’AChE. Toutes les enzymes de cette famille
présentent une triade catalytique, impliquant une sérine, une histidine et un acide aspartique
ou glutamique qui, quant a lui, sera toujours trouvé dans une poche inaccessible au solvant.

Le mécanisme catalytique des sérines hydrolases (Figure 4), conservé, est le suivant
- Formation du complexe michaélien;

- Attaque nucléophile de la sérine catalytique sur le substrat;

- Formation du ler intermédiaire tétraédrique;

- Libération du ler produit (choline);

- Attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur la sérine acylée;
- Formation du 2¢me intermédiaire tétraé¢drique;

- Libération du 2éme produit (acétate)(COLLETIE, 2006).
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Figure 4: Mécanisme d’hydrolyse par une sérine hydrolase. (s) : substrat. (AChE) :
Acétylcholinestérase (COLLETIE, 2006).
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I.1.4. Role physiologique des cholinestérases

Les Cholinestérases différent par leur origine, leur lieu de synthése, leur structure, leur
spécificité d’action, I’indication de la mesure de leur activité et en plus de leur fonction ou
role physiologique. L’AChE présente dans la fente synaptique est une enzyme qui inactive
I’acétylcholine non fixée ce qui évite toute accumulation de neurotransmetteur qui
perturberait la transmission de I’influx nerveux. Son roéle physiologique est d’assurer le
fonctionnement des synapses acétylcholinergiques, en évitant [’accumulation du
neurotransmetteur. Cette enzyme est la cible de molécules inhibitrices de type
organophosphorés (OPs) ou carbamates, utilisées comme insecticides (GHONEIM, 2015). En
hydrolysant le neurotransmetteur acétylcholine, elle assure la terminaison de I’influx nerveux
au sein des synapses cholinergiques et des jonctions neuromusculaires (SANSON, 2009).Si
cette hydrolyse n’a pas lieu, I’augmentation de la concentration en acétylcholine induit une

hyperactivité aboutissant a la mort de I’insecte (MOHAMED, 2011)(Figure 5).

# AChE membranaire
& AChE soluble

& Acétyicholine

® [on sodium

b Acétate

N\ Choline

@ Récepteur nicotinique
nAChR

Canaux sodium
Voltage dépendant
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Neurone pré-synaptique
RIS Uptake

Figure 5: Hydrolyse de 1’acétylcholine par I’AChE au niveau de la synapse cholinergique
(BEN OUJIJI, 2012).
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I.1.5. Toxicité des phytométabolites inhibiteurs d’AChE

Les végétaux supérieurs ont la capacit¢ de synthétiser, par des voies métaboliques
complexes des métabolites dits secondaires. Ces composés sont utilisés par les plantes pour
diverses fonctions adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques (phytopathogenes,
herbivores, insectes...) et abiotiques (UV, température...) qu'ils peuvent subir (LAOUAR et
LATLA, 2019).

Les saponines appartiennent a un groupe complexe et chimiquement divers de composés
qui tirent leur nom de leur capacit¢ a former une mousse semblable a du savon dans des
solutions aqueuses. Chez les plantes, les saponines jouent un role de métabolites secondaires
et sont affectées au mécanisme de défense. En termes chimiques, les saponines contiennent
une fraction glucidique attachée a un aglycone triterpénoide ou stéroide (CHAPAGAIN,
2006).

Selon SAMI et al.,(2018), les saponines dérivées du neem ont une affinité plus élevéepour
les insectes ravageurs en inhibant I’enzyme de systéme nerveux AchE, ils pourraient étre
utilisés comme bio-sures pesticides verts.

Les propriétés molluscicides et autres de B. aegyptiaca sont attribuées a leurs constituants de
saponine, des études antérieures ont montré que le noyau et l'extrait de racine de B.
aegyptiaca contiennent des saponines stéroidiennes (FARID et al., 2002).

Une ¢tude de la littérature a révélé des activités anti-persévérantes, antidiabétiques,
molluscicides, antihelminthiques et contraceptives dans divers extraits de balanites. La plupart
des études ont rapporté que les composés actifs étaient des saponines (CHAPAGAIN et
WIESMAN, 2005).

Des extraits riches en saponine comme 1’extrait de la paroi corporelle du concombre de
mer ont également des propriétés larvicides contre le moustique Cx. pipiens fatigans
(THAKUR et al., 2004). Au cours des deux dernieres décennies, de nombreux extraits de
plantes ont été évalués pour leurs activités larvicides (JANG et al., 2002), afin de trouver une
méthode de lutte biologique contre les moustiques; trés peu d'études ont été réalisées sur
l'effet larvicide des plantes riches en saponine (PELAH et al., 2002). Cependant, la plupart
des études se sont concentrées sur les extraits de solvants organiques. Compte tenu de la
bioactivité des composés de saponine et de la présence de ces composés dans B. aegyptiaca,
ainsi que de la gravité des maladies transmises par les moustiques et de la situation socio-

économique des zones de culture des Balanites, cette étude a été réalisée sur l'effet larvicide

10
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des différents extraits. En utilisant des procédures simples, de la plante Balanites contre les
larves de Cx. pipiens (CHAPAGAIN et WIESMAN, 2005).

D’aprées PRAVEENA et SANJAYAN (2011), les monoterpénoides provenant de plantes
se sont révelés étre une alternative aux insecticides synthétiques, ont examiné ’inhibition de
I’activité de I’ AchE par les monoterpénoides contre divers ravageurs.

Le systéme nerveux des insectes s'étend sur la face ventrale et leurs cerveaux coordonnent les
mouvements. Cx. pipens comme les autres insectes ont un systéme nerveux qui contient des
neurones mais L’ AChE parmi les enzymes les plus rapides de la nature (SANSON, 2009).

Les inhibiteurs d’acétylcholinestérase empéchent la dégradation de I’acétylcholine libérée. Il
en résulte une persistance du médiateur dans la synapse et une amplification de la réponse
biologique. Ils réagissent chez les insectes avec I’acétylcholinestérase. Ils empéchent ainsi la
destruction de 1’acétylcholine dont 1’accumulation perturbe le comportement de I’insecte et
entraine sa mort sans se mouvoir et se nourrir (Figure 6) (HAMID OUDJANA, 2017).Par
exemple les OP viennent occuper en le phosphorylant le site estérasique de l'enzyme,
s'opposant s’opposant a I’hydrolyse de I’acétylcholine. Dans un deuxiéme temps, une
déalkylation va rendre irréversible cette phosphorylation entrainant le vieillissement de
I’enzyme ce qui correspond a une inactivation quasi-définitive (Figure 7) (MOHAMED,
2011).
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Figure 6: Mécanisme d'action toxique des OPs et carbamates ( MOHAMED, 2011).
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Figure 7: Mécanisme d’action toxique d’un OP le chlorpyriphos-éthyl sur 1’activité de
I’AChE (MOHAMED, 2011).

I.2. Moustique de Culex pipiens Linnée, 1758

Les moustiques regroupent plus de 3000 espéces réparties dans le monde entier dont la
plupart se retrouvent dans les régions tropicales et subtropicales.Il constitue un groupe de
vecteurs important en santé publique (KEMASSI et al.,2015), tels que Culex pipiens.
I.2.1. Classification de Culex pipiens Linnée, 1758
Tableau 1- Systématique de Culex pipiens Linnée, 1758 (ZERROUG, 2018).

Reégne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha

Famille
Sous famille
Genre

Espéce

Culicidae (Meigen, 1818)
Culicinae

Culex (Linné ,1758)

Culex pipiens (Linng, 1758)

12
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1.2.2. Description du moustique Culex pipiens Linnée, 1758

Cx. pipiens L. est une espece de moustique de la famille des Culicidae. Cette derniére est
divisée en trois sous-familles; les Culicinae, Anophelinae et les Toxorhynchetinae. La famille
de Culicidae regroupe environ 3200 especes réparties sur 37 genres (KEMASSI et al.,2015)
dont il possede les principales caractéristiques :
-palpes allonges chez le male (plus longs que la trompe) et 1égérement recourbes vers le haut,
- palpes plus courts que la trompe chez la femelle (environ un quart de sa taille),
- au repos, I’abdomen des adultes est quasiment paralléle au support
- larves avec antennes allongées,
- siphon respiratoire des larves longues (TORAL Y CARO, 2005)

La morphologie de Cx. pipiens est différente selon les stades.
1.2.2.1. Les ceufs

La ponte se fait sur la surface d’eau, les ceufs peuvent étre pondus groupés en nacelles (Photo
1).1ls sont généralement fusiforme et mesure environ 0.5mm. Au moment de la ponte, ils sont
blanchatre (ZAIDI-AISSAOUI, 2008) apres quelque heures la coloration devient grisatre ou
noiratre ceci due a I’oxydation de certains composants chimiques de la theque au contact de
I’eau ou I’air (GAIDI et GOUCEM, 2017).

Le stade ovulaire dure deux a trois jours dans les conditions de: température du milieu, pH de
I'eau, nature et abondance de la végétation aquatique de méme que la faune associée
(ZERROUG, 2018).Une Corolla est présente au niveau du pole inferieur de 1’ceuf. Ils sont
pondus dans I’eau, réunis par 200 a 400 en nacelle dont I’arrangement leur permet d’étre

insubmersibles (TORAL Y CARO, 2005)

Photo 1 : Nacelle d’ceufs de Cx. pipiens (BERCHI, 2000)

13



Chapitrel. - Revue bibliografique

1.2.2.2.- La larve

Posséde un aspect vermiforme, son corps se divise en trois segments : téte, thorax trapu et
dépourvu d’appendices locomoteurs, abdomen souple. Sa taille varie de 2mm a 12 mm en
moyenne en fonction des stades. Elle est dépourvue d’appareil locomoteur, ce qui ne signifie
pas qu’elle soit immobile. Son extrémité caudale est munie d’un siphon, ou tube respiratoire
(dans le prolongement de I’abdomen), long et étroit affleurant a la surface de I’eau (TORALY
CARO, 2005).

Le développent larvaire entre 7et 12 jours et est divisée en 4 étapes (L1, L2, L3 et L4)

successives, séparées par des mues (Tableau 2) (Figure 8).

Tableau 2 : Caractéres morphologiques distinctifs des différents stades larvaires d’un isolat

de Cx. pipiens (échantillonné dans le sud de Tunis) (KRIDA et al., 1998)

Stade L1 Stade L2 Stade L3 Stade L4
Longueur
moyenne en mm | 1.27 2.26 3.76 5.79
Téte
Soie frontale
intérieur Simple 2 branches 4 branches 5 branches
Soie frontale
moyenne Simple 2 branches 3 branches 5 branches
Soie frontale
extérieur Simple 2 branches 5 branches 8 branches
Soie antennaire 3 branches 10 branches 14 a 17 branches | 21 a 28 branches
Abdomen
Ecailles du VIII® | 10 ¢écailles | 18 a 24 ¢écailles | 33 a 46 écailles | 33 a 46 écailles
segment disposées sur | disposées sur 2 | disposées sur 3 | disposées sur 4
seul rangées rangées rangées rangées
irrégulieres irrégulieres
Soie sub-
siphonale Simple 2 ou 3 branches | 2 ou 3 branches | 5 a 8 branches

14
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Soie ano-

siphonale

Simple

2 ou 3 branches

4 3 6 branches

7 a & branches

Dents du peigne

siphonique

4 dents avec 2

denticules

5 ou 6 dents avec

2 denticules

8 a 11 dents avec

3 denticules

13 a 17 dents

avec 3 denticules

Brosse ventral

Absente

4 paires de soies

6 paires de soies

6 paires de soies

antenmne _

Soie

préantennaire -

sole cé

antérieures

pha i gue

soie céephaliqgue —

Thorax

Abdomen

peigne du

e

brosse ventrale -

postériaure

segment _

selle . _

peigne
du siphon
. siphon

respiratoire

Figure 8 : Morphologie schématique d’une larve de moustiqueCulexpipiens

(BEN MALEK, 2010).

La larve de 4°™

stade est biens visible a 1’ceil nu (photo 2).
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oleantennaire

Photo2. Morphologie générale d’une larve du 4™ stade (L4) de Cx. pipiens (HAMID, 2015).
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Figure 9: Morphologie externe de la téte de la larve des Culicidae (ALAYAT, 2012)

1.2.2.3. La Nymphe

La téte et le thorax fusionnent pour donner un cephalo-thorax sur lequel on trouve deux

trompes qui permettent a la nymphe de respirer (Photo 3). Sa forme globale rappelle celle

d’un point d’interrogation (TORALY CARO, 2005). Elle n’ingeére par contre aucune

nourriture et extrémement sensible et plonge dans I’eau au moindre mouvement percu

(ZERROUG,2018).
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1mm

Photo 3. Morphologie générale d’une nymphe de Cx .pipiens (BERCHI, 2000)
1.2.2.4. Les adultes.
Ils possédent un corps mince se divise en trois parties : la téte, le thorax, I’abdomen,(Figure
10) de taille moyenne environ 9 mm, globalement brun clair et des pattes longues et fines. Ils
se reconnaissent facilement par la présence d’écailles sur la majeure partie de leur corps. Au
niveau de la téte, I’imago se différencie des autres familles de diptéres par des antennes
longues, fines et articulées. Les femelles se distinguent facilement des males par la présence
des antennes plumeuses. Elles possédent de longues pieces buccales caractéristiques de type
piqueur-suceur (Photo 4) (GAIDI et GOUCEM, 2017).
Les adultes s’¢loignent peu des gites larvaires apres 1’éclosion. Ils ne dépassent pas 3 km de
distance, sauf lors de vent violent qui pousse les Culex beaucoup plus loin. (RESSEGUIER,
2011).
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Figure 10: Morphologie générale d’un moustique adulte de Cx. pipiens (ZERROUG, 2018)

Photo 4:Cx. pipiens adulte.
1.2.3. Cycle biologique
Généralement la vie du moustique est composée de 3 stades distincts ; les stades larvaire,
nymphal (aquatiques) et le stade adulte (aérien) (KEMASSI et a/.,2015). Le cycle de
développement des moustiques dure environ douze a vingt jours (BEZZAOUI, 2013). Mais la
durée de vie larvaire est variable selon les especes et les conditions de température. Il agit par
deux mécanismes pour empécher |'insémination multiple. Le premier est la formation d'un

amas nucoide (un plug) secrété par le male. Dans le cas de double insémination par un
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deuxiéme male, I'efficacit¢ de ce plug serait incompléte et le deuxiéme mécanisme, plus
efficace, est représenté par la glande phéromone accessoire (matrone) (ZERROUG, 2018).

D'aprés TORAL Y CARO (2005), le cycle comprend quatre(4) stades: I'ceuf, larve, nymphe
et le stade adulte et est corresponde deux phase, aérienne pendant laquelle 1’adulte vole et

s’accouple, et phase aquatique est celle de développement des larves et des nymphes.
1.2.3.1. Les ceufs

Sont pondus dans I’eau, claire en général, mais on en trouve également dans les eaux
polluées, avec des matieres organiques qui permettront aux larves de se nourrir (TORALY
CARO, 2005). Les ceufs sont disposés en paquets formant une nacelle qui flotte sur I’eau.
Cette nacelle mesure 3-4 mm de long et 2-3 mm de large(HAMID, 2015). Une femelle peut
pondre jusqu’a 300 ceufs, qui éclosent en 24 a 48 heures lorsque la température de 1’eau est

suffisante (RESSEGUIER, 2011).
1.2.3.2. Les larves

Ont un mode de vie exclusivement aquatique, d’une durée de 5 a 6 jours (TORALY CARO,
2005). La larve évolue ainsi selon quatre stades pendant 8 a 12 jours, avant d’atteindre le
stade nymphal (RESSEGUIER, 2011). Elles subiront 3 mues avant de se transformer en
nymphe ; A chaque mue, une exuvie du stade précedent (tégument externe) est abandonnée
dans 1'eau (ZERROUG, 2018). Aprés une 4™ mue larvaire, la larve de 4e stade donne
naissance a une nymphe (Imago imparfait) (KEMASSI et al.,2015).
1.2.3.3. Les nymphes

Elle est extrémement sensible et plonge dans I’eau au moindre mouvement per¢u Culex
pipiens reste sous cette forme pendant 2 a 4 jours. A la fin de cette période, la nymphe donne
un adulte, male ou femelle (HAMID, 2015). D’abord relativement mobile, elle finit par
s’immobiliser a la surface de I’eau (TORALY CARO, 2005).

1.2.3.4. Les adultes

Le male se nourrit exclusivement de suc et de nectar extrait de plantes, et meurt aprés la
copulation. La femelle peut vivre de 3 semaines a 3 mois selon la température et la qualité du
gite. Elle se nourrit du suc des plantes et est en plus hématophage, ce qui est indispensable a
la formation des ceufs.

Cx. pipiens existe sous deux forme : la forme molestus, anthropophiles, autogéne,
sténogame (peut s’accoupler dans des espaces confines), urbaine et reste en activité durant la

période hivernale (homodynamique). La forme pipiens, ornithophile, anautogéne, eurygame
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(s’accouple en plein air) et entre en diapause pendant I’hiver (hétérodynamique) (GAIDI et
GOUCEM, 2017)

L’accouplement se produit dans les 48 heures suivant I’émergence des femelles et avant le
premier repas sanguin. Le male est attiré par les fréquences sonores ainsi que par des
phéromones émises par la femelle. Apres I’accouplement, la femelle part a la recherche d’un
héte pour se nourrir de sang nécessaire a la maturation des ovules. La ponte a lieu environ 5

jours apres le dernier repas (RESSEGUIER, 2011) (Figure 11).

. Reproduction
Fimergence Pont Sj apres le
24 A 48h repas sanguin

Phase aérienne

-

CEuf : Wacelle

Figure 11:Cycle de développement biologique du moustique Cx. pipiens (x40) (GAIDI et
GOUCEM, 2017).

1.2.4. Dégats de Cx. pipiens
I1 existe deux types de nuisances causées par Cx. pipiens :
1.2.4.1. Piqures
Chez 'homme comme chez l'animal, la piqure du moustique femelle provoque une Iésion ronde
érythémateuse de quelques mm a 2 cm de diamétre. Souvent prurigineuse. Des réactions
allergiques a ces piqures peuvent apparaitre dues a l'injection d'antigénes salivaires, mais
pouvant aussi €tre dues au simple contact avec le moustique ou ses excréments
(BEZZAOUI,2013).
[.2.4.2. Transmission de maladie
La transmission des agents pathogenes se fait selon un peu varié : contamination du
moustique sur un hdte porteur de la maladie, maturation et par fois multiplication de 1’agent
pathogene dans le corps du moustique (pour les parasites), puis inoculation d'un autre hote

lors d'un second repas sanguin.
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Les principaux agent pathogénes sont des virus : West Nile (EL-AKHAL et al.,2014), fievre
jaune, dengue et des parasites notamment des nématodes dites filaires (BEZZAOUI, 2013).
*Le virus West Nile (VWN)

L'infection humaine résulte le plus souvent des piqures de moustiques infectés. Ces insectes
se contaminent en se nourrissant sur les oiseaux infectés, chez lesquels le virus reste pendant
quelques jours dans la circulation sanguine. Le virus finit par migrer dans les glandes
salivaires du moustique, lors de repas ultérieurs, le virus peut étre injecté a des étres humains
oua des animaux. Il se multiplie alors et put provoquer la maladie. Le virus peut aussi se
transmettre par contact avec d'autres animaux infectés avec sang ou d'autres tissus
(BEZZAOUI, 2013). Le VWN est maintenu au sein d’un cycle enzootique «moustique-
oiseaux» et la contamination de 1I’homme et du cheval est accidentelle (Figure 12)

(AMRAOUI, 2012). L’enzootie apparait comme une maladie spécifique a une région (foyer)
et y régnant presque constamment. Elle tend a se propager hors de son foyer propre,

provoquant alors pour une autre région non encore atteinte une épizootie (GUINTARD,

2005 ; FAILLOUX et MOUTAILLER, 2015)
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Figure 12:Cycle de transmission du virus West Nile (BEZZAOUIL213).
*La filariose

Plus de 40 especes de Culicidae, relevant de 4 genres, sont impliquées dans la transmission
des filarioses lymphatiques. Ce sont des infections parasitaires engendrées par trois especes
de filaires : Wuchereria bancrofti, la plus fréquente et Brugiamalayi et  Brugiatimori.
La filariose de Bancroft est transmise par piqure d’homme a ’homme par un helminthe (ver).
Son développement débute chez les moustiques des espéces Cx. pipiens palens et se poursuit
chez ’homme (SCHAFFNER, 2004). Le parasite est transmis par un moustique infecté: les
larves inoculées migrent dans les vans les vaisseaux lymphatiques de I'homme ou elles se

développent en vers adultes pendant six a douze mois (Figure 13) (CAMARA, 2012)
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Figure 13:Cycle biologique de W. bancrofti (CAMARA, 2012).

1.3.Balanites aegyptiaca (L)

I.3.1. Historique et origine

Dattier du désert, désigné par le nom d’espece Balanites aegyptiaca (L)Del. est une plante de
la famille botanique des Zygophyllaceae ou Balanitaceae. Il a été planté en Egypte depuis plus
4000 ans et s’est progressivement répandu dans d’autres parties d’Afrique (CHAPAGAIN,
2006).Tres commun dans la région sahélienne mais pénetrant dans la région soudanienne ou il
est vraisemblablement apporté par les animaux qui recherchent ses fruits(t(KERHARO et
ADAM ,1964),le mot Balanites est dérivé du mot grec acoron, qui sinifie fruit par Alire
Delile en 1813, qui remplace le nom Agihalid dérive du mot arabe heglig (AL-THOBAITI et
ABU-ZEID, 2018). B. aegyptiaca et ses sous-especes sont néanmoins aussi présentes dans le
sous-continent indien. Plusieurs synonymes peuvent aussi étre rencontrés pour le désigner
[Ximenia aegyptiaca L., (Balanites roxburghii Planch), Agialida senegalensis Van Tiegh.,
Agialida barteri Van Tiegh., Agialida tombuctensis Van Tiegh., Balanites ziziphoides Milbr
et Schlechter, Balanites latifolia Van Tiegh.Chiov] (DAYA et al.,2010).
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B. aegyptiaca et ses sous-espéces sont néanmoins aussi présentes dans le sous-continent
indien. Il est connu sous plusieurs noms vernaculaires :

En Anglais: Desert date, Soapberry tree, Thorn tree.

En Francais : le dattier sauvage, le dattier du désert, le myrobolan d’Egypte (GAUTIER et
al, 2002). Balanite ou Hagueleg (CHOTHANI et VAGHASIYA, 2011).

En arabe:—=s"J(MOHAMED ELMUSTAFA FREGON, 2005) zls¢l(CHOTHANI et
VAGHASIYA, 2011).

Langue nationale sénégalaise: Soump en Wolof (DIEDHIOU,2017).

1.3.2. Description botanique

B. aegyptiaca est un arbre ou arbuste a cime sphérique, aplatie ou irréguliére, atteignant 8 a
9m de haut (ZIDA, 2009) pouvant atteindre 12m, de morphologie variable (DIEDHIOU,
2017). Tronc court et souvent ramifié a partir de la base. Son écorce grise et lisse au stade
jeune devient fissurée et crevassée chez les sujets agés (CHOTHANI et VAGHASIYA,
2011).Bois duret résistant a I’attaque d’insectes (DIEDHIOU, 2017). Branches armées
d’épines jaune sou vertes jusqu’a 8cm de long, réparties en général de maniére irréguliere ou
pendante, formant parfois une couronne ronde (CHOTHANI et a/, 2011), alternes ou disposes
plus ou moins en spirale (ZIDA, 2009). Les feuilles en généralement sont alternes, de couleur
verte a grisatre, avec deux folioles su sessiles, obovales, orbiculaires et rhomboides
(DIEDHIOU, 2017). Feuillet séparés ; folioles ovales, asymétriques, de longueur 2,5 a 6¢cm,
vert-clair avec des poils fins lorsqu’il est jaune (CHOTHANI et VAGHASIYA, 2011) Les
inflorescences sont des petits racémes disposées a l'aisselle des feuilles, composées de
fascicules, jusqu'a 3 cm de large (ZIDA, 2009). La fleur jaune verdatre composée de 5 pétales
et 5 sépales est sur un pédicelle de 1 cm de long environ forte odeur spécifique,
hermaphrodites et pollinisées par les insectes (DIEDHIOU, 2017). Le fruit est plutdt long,
drupe étroite, de 2,5 a 7cm de long, 1,5 a 4cm de diamétre, le fruit vert de venant jaune a
glabre a maturit¢ (CHOTHANI et VAGHASIYA, 2011) .1l est compos¢ d’un épicarpe (5-
9%), d’un mésocarpe (28-33%) et d’un endocarpe (graine : coque et amande) (49-54%)
(DIEDHIOU, 2017) (Figure 14).
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Figure 14:Différentes parties de grain de la plante B. aegyptiaca (AL-THOBAITI et ABU-
ZEID,2018)

I.3.3. Utilisation traditionnelle de B. aegyptiaca

Cette espece est largement utilisée dans l'alimentation des populations de Gaongo reléve de la
province du Bazéga, située a 30 Km a I’est d’Ouagadougou, latotalité (100%) des personnes
enquétées utilise les différents produits (feuilles, fleurs, fruits, amandes) de cette espeéce dans
leurs plats. Les feuilles et les fleurs sont utilisées pour faire du couscous ainsi que de la sauce.
Les fruits ont une pulpe douce-amere appréciée surtout par les enfants (ZIDA, 2009).La
dattier du désert peuvent étre produire de 100 a 150 kg de fruits annuellement (ELAMIN et
SATTI, 2013 ; DIEDHIOU, 2017). Leur richesse en sucre (35 a 37%) et en acides organiques
(15%) leur vaut d’étre consommeés sous forme de bonbons. Ils sont utilisés pour la préparation
de boissons alcoolisées (DIEDHIOU, 2017).La graine représente 49 a 54% du poids du fruit
(MOHAMED et al., 2002), ce qui correspondrait a une production de 49 a 84 kg de graines
par arbre et par an(DIEDHIOU, 2017).11 est 1égérement laxatif fibreux, huileux et contient de
la gomme, son goft est doux amer (40% de sucre et 7% de saponine) (KONE,2017), les fruits
qui tombent des arbres sous l'effet du vent, les feuilles, et les fleurs du B. aegytiaca sont tres
bien appréciés par les bovins, les ovins (ZIDA, 2009).

Dans la médecine traditionnelle égyptienne, les fruits sont utilisés comme un hypoglycémiant
et dans la médecine populaire soudanaise pour le traitement de 1’ictére. Ainsi, les fruits sont
couramment utilisés pour purger, pour éliminer les parasites intestinaux et parfois pour traiter

les infestations contre Schistosomum japonicum (DIEDHIOU, 2017). L'écorce constitue
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surtout la partie la plus utilisée dans le traitement de ces différentes affections. Les formes de
préparation les plus habituelles sont la décoction et la macération. Le mode d'administration le
plus courant est la voie orale et 'application externe (cutanée) (ZIDA, 2009).

Plus que, la B. aegyptiaca intervient dans le traitement de plusieurs affections ; Elle intervient
dans le traitement de quelques affections (Tableau3).

La qualité de dureté de bois de tige et sa résistance a 1’attaque d’insectes lui valent d’étre une
mati€re premiére pour la fabrication d’ustensiles ménagers (cuilleres, écuelles, battoires, etc.),
d’outils et de mobilier. Il est également utilis¢ comme bois de chauffage et transformé en
charbon de bois (DIEDHIOU, 2017).Les noyaux (50% du poids du fruit) contiennent 40%
d’huile, ils sont comestibles ou transformables en savon (KONE, 2017).

D’aprés ZIDA (2009),les enquétes effectuées aupres des éleveurs et des paysans ont révélé
une large gamme d'affections soignées par ces especes. Le mode d'administration le plus
courant est la voie orale. Les principaux symptomes d'appel de ces plantes sont les
pathologies digestives, viennent ensuite les altérations extérieures comme les contusions, et
les blessures, pour lesquelles on utilise la voie cutanée (Tableau 4).

Tableau3: Utilisations de B. aegyptiaca en dans la médecine humaine (ZIDA, 2009)

Parties de I'arbre Maladies soignées | Mode d'administration Destinataires

Irritation du corps | Décocté en bain Enfants

Adultes

Maux de ventre Décocté en boisson, et en | Enfants

lavement Adultes

Maux de flanc Décocté en purgation Enfants

Vers intestinaux Décocté en boisson Enfants

Adultes

Décocté de I'écorce en
association avec I'écorce du | Adultes
Irritation du corps Tamarindusindica, et du Kaya

senegalensis en bain

Noma Manger la partie interne de | Adultes
(cancrurnoris) 1'écorce accompagnée du cola
Ecorce Diarrhée Décoctéen purgation Bébés
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Maux de dents Décocté en bain de bouche Enfants
Adultes
Maux des yeux Macéré d'écorce dans de l'eau en | Enfants
lavement des yeux chaque matin | Adultes
Dentition Décoctéen purgation Bébés
Toux Décoctéenboisson Enfants
Adultes
Racine Maux de ventre Décoctéen purgation Enfants
Fruits mirs Maux de ventre Macéré de fruits pendant 48 | Enfants
heures en boisson chaque matin
a jeun
Tableaud4: Utilisations de B.aegyptiaca en médecine animale (ZIDA, 2009)
Parties de I'arbre Maladies soignées | Modes d'administration Destinataires
Diarrhée Macéré en boisson Volaille
Ecorce Trypanosomiase Décocté en boisson Bovins; Ovins;
Caprins
Graines Délivrance (facilite) | Macéré de graines écrasées | Bovins; Ovins;
pendant 12 heures en boisson Caprins
Bois Insecticide (poux) Enfumer le poulailler par | Volaille

combustion.

1.3.4. Compsition phytochimique

B. aegyptiaca ont été étudiés chimiquement pour différentes classes de constituants. Il

contient un certain nombre de métabolites secondaires et de composés bioactifs, notamment

des flavonoides, des alcaloides, des glucosides, des phénols, des saponines de stéroides, des

furanocoumarins, de la diosgénine, de la N-trans-feruloyltyramine, de la N-cis ferulotyramine,

de la trigonelline, du balanitol, acide gras (AL-THOBAITI et ABU ZEID, 2018).
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1.3.4.1. Flavonoides

Six flavonoides, des glycosides identifiés comme quercetin-3-rutinoside, quercetin-3-
glucoside, 3-glucoside, 3-rutinoside, 3-7 diglucoside et 3rhamnogalactosides de
I’isorhamnetine ont été extraits et identifiés des feuilles et des branches des especes
egyptiennes (KONE,2017). SPERONI et al., (2005) ont identifié¢ la présence d’isorhamnetin-
3-O-robinobioside dans toutes les parties de B. aegyptiaca. Les flavonoides jouent un rdle
considérable dans le traitement des tumeurs et des maladies chroniques et ont ¢galement des

propriétés antimicrobiennes.
1.3.4.2. Alcaloides

L’écorce de B. aegyptiaca contient divers alcaloides comme la N-transferuloyltyramine et la
N-cisféruloyltyramine. La présence d’alcaloides a également été signalée dans les graines et
I’huile. Le réle de la N-trans-feruloyltyramine dans le traitement du cancer a été bien étudié

par divers chercheurs (AL-THOBAITI et ABU ZEID, 2018)
1.3.4.3. Glucosides

Les feuilles, les fruits, 1’écorce et les grains de B. aegyptiaca contiennent diverses classes de
glucosides, dont le 2- Diglucosyldirhamnoside, le béta-sitostérol, le di-, le tri-et les
tétraglucosides. Ces glucosides sont responsables des propriétés antidiabétiques et
antimicrobiennes de I’extrait d’arbre (ANSARI et a/.,20006).

1.3.4.4. Composés phénoliques

Les phénols du constituant bioactif proviennent des graines et de [’écorce de B.
aegyptiaca. Les composés phénoliques les plus couramment signalés sont le 2,4-di-tertbutyl-
phénol, le 2,6-di-tert-butyl-phénol (graine), le 3-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1-
propanone, 1’acide syringique, I’acide vanillique et les coumarins (écorce) (AL-THOBAITI et
ABU ZEID, 2018).

1.3.4.5.Saponine

B. aegyptiaca contient different type appélés balanitine 1,2,3,4,5,6 et 7. Les teneurs en
saponosides totaux dans le mésocarpe et la noix du fruit sont respectivement 7,2% et 6,7%
(KONE, 2017).Saponines posseédent des propriétés cytotoxiques, antifongiques,
antibactériennes, larvicides et anti-inflammatoires et jouent un role important dans le

métabolisme et dans la biosynthése. Elles sont considérées comme les principaux composés

actifs a propriétés thérapeutiques (CHAPAGAIN et WIESMAN, 2007).
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Chapitre II. - Matériel et méthodes

I1.1. Principe adopté

Cette ¢tude a ¢été réalisé au sein de laboratoire pédagogique de biologie de I’université
de Ghardaia et vise a étudié les effets toxiques et insecticides des extraits aqueux bruts de
dattier du désert (B. aegyptiaca) sur les moustiques de la wilaya de Ghardaia, un screening
phytochimique est réalisé sur ces extraits ainsi la mortalité et le taux d’activité d’enzyme
cholinestérase sont étudiés.
I1.2. Matériel biologique

Le matériel biologique se compose d’une population de Cx pipiens récupérée de la
région de Berriane, wilaya de Ghardaia et de dattier du désert (B. aegyptiaca) récoltée dans la
région East-tefert, Ablassa wilaya de Tamanrasset.

I1.2.1. Présentation du site expérimental

I1.2.1.1. Berriane

Berriane est une commune de la wilaya de Ghardaia située a 44 Km au Nord de
Ghardaia, elle est limite au Nord par Hassi Dellaa (Wilaya de Laghouat), a I’Ouest par Hassi
R’Mel (Wilaya de Laghouat), et Est par Guerraraa (Figure 15).
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Figure 15: Situation géographique de lieu de la récolte des moustiques (BEN
SEMOUNE etal., 2019).
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11.2.1.2. East-tefert-Ablassa

East-tefert-Ablassa est une commune de la wilaya de Tamanrasset située a 80Km au Ouest de
Tamanrasset, est limitée au Nord par la commun In amguel, au sud par la commun

Tinzauatine,a 1'Est par centre de wilaya de Tamanrasset et a 1'Ouest par la wilaya d’Adrar
(Figure 16)
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Figure 16 : Situation géographique de lieu de la récolte d’échantillon végétale (BEN
SEBGAG, 2013).
I1.2.2. Matériel végétal

Dans cette expérimentation le matériel végétale est composé de deux parties, les feuilles et
I’amande de fruits de B. aegyptiaca. La récolte a été réalisée dans un arbre de B. aegyptiaca a

Est-tefert -Abalessa-tamanrasset durant le mois de décembre 2019 (photo 5).

Photo 5:Arbre de B. aegyptiaca a Est-tefert -Abalessa-tamanrasset (Originale).
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Les feuilles est rincée avec 1’eau pour débarrasser les impuretés, laissée séchée a 1’air libre et
dans une température ambiante, une fois séchée, les feuilles seront broyées avec un broyeur

¢lectrique type IKA jusqu’a I’obtention d’une poudre fine (photo6) qui sera conservée dans

des bocaux sombres en verre.

sakmice MATKHAF, 220
Ny =

Photo 6 : Séchage et broyage des feuilles de Balanites aegyptiaca (Originale).

Pour les fruits, la partie mésocarpe des fruits est éliminée a I’aide d’une lame bistouri a fins
d’obtenir le noyau puis, ils sont déposés dans un plateau et séchés a 1’étuve a 30°c, pesés
chaque jour dans un balance précision jusqu’a le séchage total des noyaux qui correspond a
un poids constant.une fois séché, les noyaux sont écrasés manuellement pour récupérer
I’amande ensuite broyer dans un broyeur €lectrique jusqu’a I’obtention d’une poudre (photo

7) qui sera conservée dans des bocal sombre en verre.

B

Photo 7: Broyage d’amande récupérée de Balanites aegyptiaca (Originale)
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I1.2.2.1. Position systématique

Sous Régne:Trachebionta

Division:Magnoliophyta

Classe:Magnoliopsida

Sous Classe:Rosidae

Ordre:Sapindales

Famille:Zygophyllaceae (Balanitaceae)

Genre:Balanites

Espéce:Balanites aegyptiaca(L.). Delile (DIEDHIOU, 2017),(CHOTHANI et VAGHASIYA,
2011)

I1.2.2.2. Distribution géographique de la plante

B. aegyptiaca est un arbre afro-asiatique. Sur le Continent asiatique, 1’arbre se trouve au
Moyen-Orient du sud au nord jusqu’a 35 © 25 ’de latitude nord, en Arabie, en Birmanie, en
Inde et au Pakistan et tout le long du golfe Persique. En Afrique, sa zone s'étend d'ouest en
est, dans la bande sahélienne de 1'océan Atlantique (Sénégal, Mauritanie) jusqu'en Erythrée.
L'aire de répartition de B. aegyptiaca s'étend a travers le Sahara, jusqu'a 1'Algérie ou sa
frontiére est située a 27 ° N; puis en Afrique de I'Est dans la bande allant de 1'Egypte et de la
Libye jusqu'au Zimbabwe (19 ° S) (SAGNA, 2014).

Cependant, il est principalement distribué dans les zones semi-arides et arides d'Afrique
tropicale (MOHAMED ELMUSTAFA FREGON, 2005) (Figure 17).

En effet, il fleurit dans différents types de sols (sableux, argileux, argilo-limoneux, graveleux,
lourds), réguliérement inondés et sur des dunes formées par le vent. Dans sa zone de
distribution, l'usine recoit des précipitations allant de 150 a 1 300 mm par an et ou les
températures moyennes se situent entre 20 et 30 © C. L'espéce peut croitre a basse altitude
(niveau de la mer) et jusqu'a 2000 m d'altitude, comme c'est le cas au Soudan (SAGNA,

2014).
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Figure 17: Carte représente la distribution de B. aegyptiaca dans population Africain
(BICHI et HORO, 2018).

I1.2.3. Matériel animal
I1.2.3.1. Echantillonnage:
Durant la période du mois de février 2020, les larves de moustiques sont récoltées a partir
d’un réservoir a eau dans une palmeraie situ¢ dans la zone de baba saad a Berriane, Wilaya de
Ghardaia (photo 8)
Le prélevement est effectué en plongeant dans 1’eau une louche en plastique et en repérant les
larves par leur position horizontale a la surface de I’eau. Le contenu de la louche est versé a

chaque fois dans des récipients, qui seront par la suite transporté au laboratoire.

Photo 8:Site urbain de baba saad a Berriane, Wilaya de Ghardaia (Originale)
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I1.2.3.2. Elevage des insectes:

Les larves des moustiques sont déposées a I’intérieur des bacs en plastique dans une cage
avec une armature en bois de démentions 120x60x70cm’, La cage est recouverte d’une toile
moustiquaire et posséde une porte coulissante en verre pour permettre les différentes
manipulations (photo 9).Les larves sont nourries tous les 2 a 3 jours d’une mixture composée
de dattes, de sucre et de feuilles de palmier dattier. Ainsi les adultes femelles et males sont
nourris de ’eau sucrée, et pour assurer une fécondation des femelles un repas sanguin est

porté chaque deux jours, placé dans des bouchonnes de bouteilles en plastique.

(SALMlIet MAIKHAF, 2020)

Photo 9: La cage d’¢levage des moustiques (Originale)

I1.3. Méthodes d’extraction

Pour la présente ¢étude deux extractions ont été réalisées, une extraction par
macération desfeuilles et les noyaux de dattier du désert (B. aegyptiaca) et une extraction de
I’enzyme cholinestérase a partir des Cx. pipiens.
I1.3.1. Préparation des extraits végétaux

La préparation des extraits aqueux des feuilles et d’amande d’B. aegyptiaca est réalisée par
maceération.
I1.3.1.1.Principe
La macération est une extraction solide-liquide, elle permet un transfert de matiére entre une
phase qui contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide» (HERZI,

2013 ; BELAZIZIA et BETTICHE, 2019).Suite au contact entre le solvant et le solide
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hétérogene, les substances ayant une affinité pour le solvant sont solubilisées et passent de la
phase solide dans la phase liquide. Au cours de I’extraction, leurs teneurs (fractions) dans la
phase solide diminuent et leurs concentrations dans la phase liquide augmentent. Le transfert
de mati¢re se réalise par diffusion moléculaire et par convection. L’extraction est un
processus non stationnaire qui s’arréte au moment ou s’établit un équilibre entre les deux
phases (BEGHDAD et BEGHDAD, 2018).Ce qui nécessite plusieurs macérations pour le
méme échantillon.

La macération est relativement peu colteuse et aussi la plus simple, elle est utilisable
dans le cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragiles et se déroule a température
ambiante ce qui est trés positif pour conserver l'intégrit¢ des molécules bioactifs qui sont
sensibles aux changements de température. En outre, une matrice peut subir plusieurs
extractions successives en utilisant des solvants de plus en plus polaires afin d’obtenir des
mélanges enrichis en molécules d’intérét (BEGHDAD et BEGHDAD, 2018). Cette technique
a été optimisée, notamment, pour 1’analyse des composés non volatils (poly phénols, sucres)
avec l'utilisation d'une quantité considérable de solvant pour étre efficace (BELAZIZIA et
BETTICHE, 2019), une macération, peut durer de 4 a 10 jours environ ; ceci peut présenter
quelques inconvénients, en termes de fermentation, ou de contamination bactérienne
notamment si le solvant utilisé est 1°‘eau. Ces phénomenes peuvent entrainer une dégradation
rapide des molécules actives. En vue d‘éviter ou de réduire ces inconvénients, la macération
peut étre opérée dans un récipient couvert, le tout a 1‘abri de la lumiére et, dans certains cas,
maintenue dans un réfrigérateur (BEN AMOR, 2008).

Le liquide de macération peut étre de I’eau, de 1’alcool ou du vinaigre, pour I’alcool, le
vinaigre, huiles, cette macération peut se prolonger plusieurs jours sans inconvénients.

(LEHOUT et LAIB, 2015).

I1.3.1.2. Mode opératoire

L’extraction est réalisée selon la méthode modifiée de SHUKLA et SHARMA (2011):

Une quantité¢ de 50 gde poudre d’échantillon (Feuilles / noyaux) est macérée dans 200ml
d’un mélange méthanol /eau (2/1) pendant 24h. atempérature ambiante dans un cristallisoir

couvrir et a I’abri de la lumiere (photo10).
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; e — -k i
A (SALMI et M‘KIKI-fAF, 2020) P (SALMIet MAIKHAF, 2020)

Photo10 : L’extraction par macération;A:extrait des feuilles ; B: extrait de noyaux
(Originale)
Apres filtration a I’aide d’un papier filtre, le filtrat recueilli est soumis a une évaporation
sous vide a (50-45)°C dans un rotavapor type Heidolph, pour éliminer le méthanol. La durée
d’évaporation dépend de la quantité initiale du filtrat, elle est contrdlée par les gouttes

récupérées de réfrigérant (photol1).

(SALMIet MAIKHAF, 2024

Photo 11: Montage de rotavapor (Originale).

L’extrait aqueux est conservé dans des bouteilles sombres hermétiquement fermées,

étiquetées et maintenues a 4°C jusqu'a I’utilisation.
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| 50 gde poudre d’échantillon (Feuilles / noyaux) |

200 ml mélange méthanol +eau (2v
méthanol / 1v d’eau distillée)

Extraction par macération pondent 24 h a températureambiante |

ﬂ Filtration } -~

Résidu végétal J

‘ Evaporation a I’aide d’un rotavapeur a (50-45) °C

l‘ Extrait aqueux \l

Figurel8: Protocole de la préparation d'extrait méthanolique par macération.
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I1.3.2. Extraction d’enzyme cholinestérase et des protéines totaux

L’extraction de I'enzyme, porte sur la libération de 1I’enzyme cholinestérase des compartiments

cellulaires et le dosage enzymatique et protéique chez Cx. pipines.
I1.3.2.1. Principe

Selon la méthode de Lui etal.,(2011) ; I’extraction d’une enzyme contenue dans un tissu
commence par la destruction des cellulaires par broyage, ultrasons, lyse des parois...,
cependant 1’extraction des enzymes membranaires pose des problémes spécifiques et
nécessite I’emploi de détergents (neutres ou ioniques) pour les solubiliser aprés dissociation
des membranes (HAMID OUDJANA, 2017). L’acétylcholinestérase est présente en forte
concentration au niveau du cerveau, notamment dans le réseau de de neuropile (EN-BO
etal.,2004).

I1.3.2.2Mode opératoire

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

I1.4.Screening phytochimique sur les extraits aqueux des végetaux

I1.4.1.1dentification de tanin

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de caractériser les tanins. A 2ml de chaque
extrait-nous avons ajouté quelques gouttes d’une solution de(FeCl3) a (1%). le mélange est
incubé pendant 15 min a 50°C. La présence des tanins est indiquée par coloration verdatre ou

bleu-noire (BENDIF, 2017).

11.4.2.1dentification des flavonoides

11.4.2.1.Test d’anthocyanes

Le test d’anthocyanes consiste a mettre 2 ml de chaque extrait on ajoute 2 ml d’HCL (2 N)
puis 2ml  NH4OH. Une coloration rouge en milieu acide et bleu violacé en milieu basique

témoigne de la présence d’anthocyanes (DAIRA etal., 2016)
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I1.4.2.2.Réaction a la cyanidine

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. 5 ml de chaque extrait ont
été ajouté a 5 ml d’éthanol chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée, HCI concentré a
parties égales en volume); on ajout 1 ml d’alcool iso-amylique puis quelques copeaux de
magnésium. Il se produit une réaction de précipitation pendant quelques minutes. L’apparition
d’une coloration rose orangée (flavones) ou rose- violacée (flavanones) ou rouge (flavonones,
flavanonols) rassemblée dans la couche surnageant d’alcooliso-amyliqueindique la présence
d’un flavonoide libre (génine). La réaction a la cyanidine sans ajouter de copeaux de
magnesium et chauffer pendant 15mn au bain-marie. En présence de leucoanthocyane, il se
développe une coloration rouge cerise ou violacée; les catéchols donnent une teinte brun-
rouge (DAIRAet al., 2016).

I1.4.3.1dentification des coumarines

Les coumarines sont révélées a partir de 2 ml de chaque extrait place dans un tube dans
lequels ont ajoutés 3 ml de NaOH (10%). Apres agitation de la solution, I’apparition d'une

couleur jaune indique la présence de coumarines (DAIRAetal.,al., 2016)
I1.4.4.1dentification des quinones libres

La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de NaOH a 1%,
lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (AISSOUS et BECHARA, 2016).
I1.4.5.1dentification des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisé a partir des réactifs de de Mayer (1,36g HgCl ;5g Kl;eau
distillée q.s.p100 ml) et de Wagner(2g KI; 1,27g d’iode;eau distillé q.s.p100ml).I’addition de
5ml d’acide chlorhydrique a (1%) a Iml de chaque extrait ,ce mélange est chauffé au bain
marie puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux .un volume est traité par Sgouttes
de réactif de Mayer (1,36g HgCl; 5g Kl;eau distillée q.s.p100ml), I’autre par Sgouttes de
réactifs de Wagner (2g KI ;1,27g d’iode ;eau distillé g.s.p 100ml). La formation d’un précipité
blanc ou brun révele la présence des alcaloides (BERREGHIOUA,2016).
I1.4.6.1dentification des saponines

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant quelques gouttes d’eau a 2 mL de
I’extrait aqueux, apres ’agitation pendant 15 s et repos durant 15min. une hauteur de mousse
persistante supérieure a 1 cm indiquait la présence de saponosides.

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait aqueux,
la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laiss€¢ pendant 20 minutes. La

présence des saponosides est évaluée comme suit :
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Pas de mousse = test négatif

Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

Mousse de 1-2 cm = test positif

Mousse plus de 2 cm = test tres positive (DAIRA etal., 2016)

I1.4.7.1dentification des stérols et polyterpénes

Ont été recherchés par a partir de10 ml de filtrat est évaporé a sec sur bain de sable, le résidu
sec est dissous dans un mélange de 1 ml d’anhydride acétique et 1ml de chloroforme et
ensuite partagé entre deux tubes. L’un servant de témoin et le second contenant préalablement
1 a 2 ml de H,SO4 concentré. La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact
des deux liquides et d’une coloration violette a la couche surnageant révelent la présence des
stérols et des polyterpénes (HADJADJ, 2017).

I1.4.8.1dentification des stéroides

La recherche des stéroides est réalisée par I’ajout de5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de
chaque extrait, qui sont reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H,SO4
concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une
réaction positive (DAIRA et al.,2016).

11.4.9.Test des glycosides cardiaques

La détection de la présence des glycosides cardiaques est réalisée par I’ajout de 2 ml de
chaque extrait avec 2 ml de chloroforme et d'acide sulfurique concentré ajoutée avec
précaution pour former une couche rougeatre foncée de couleur brun a l'interface de 1'anneau
stéroide qui indique la présence de glycosides cardiaques (BOUKRI, 2014).

I1.4.10.Test des huiles volatiles

Leur détection consiste a ajouter a 2 ml d'extrait 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (10%) et
quelques gouttes de HCI diluéa 10%, la formation d'un précipité blanc indique la présence
d'huiles volatiles (BOUKRI, 2014).

I1.4.11. Identification des composés réducteurs

Pour rechercher des composés réducteurs, nous avons versél ml de deux extraitsaqueux avec
2 ml d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est
révélé par la formation d’un précipité rouge-brique (BADEREDDINE et MOUSSAOUI,
2014).
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IL.5. Etude de la toxicité

Les tests de toxicité ont pour objet d’évaluer le degré de sensibilité (ou de résistance) d’une
substance toxique chez les diverses especes animales ou végétales. En pratique, ils cherchent
a déterminer les différentes formes de toxicité (par ingestion; par inhalation ou par contact) et
a faire une évaluation quantitative des principaux effets 1étaux ou sublétaux (RAMADE,

2007).
I1.5.1. Méthode de traitement

La méthode de traitement est par pulvérisation. La pulvérisation comme étant une méthode
qui consiste a fractionner un liquide en une infinité de tres petites gouttelettes, a assurer leur
transport et leur répartition réguliere sur une surface préalablement définie. Un pulvérisateur

muni d’un adaptateur de surface de gouttelettes est utilis¢ (HAMID OUDJANA, 2017).
I1.5.2. Constitution des lots

I1.5.2.1. Constitution des lots destinés a I’étude de la mortalité

Les moustiques sont déposés dans des goblets en plastique couverent a la surface par une
gaze. Pour 1’étude de la toxicité des extraits aqueux, six lots de 20 individus sont préparés,
ainsi différentes concentrations des extraits sont utilisés : extrait brut (100%) et dilués (80%,
60%, 40% et 20%) par I’eau distillée et un témoin (0%) préparé aussi par 1’eau distillée. Les
tests toxicologiques ont été réalisés avec trois répétitions, soit un ensemble de 720 individus.

Les séries traitées des moustiques Cx. pipiens ont été suivies jusqu’a la mort des individus,

(MERABTIet al., 2015).

I1.5.2.1.Constitution des lots destinés a I’étude des paramétres biochimiques
Les lots préparés pour cette étude sont identiques aux lots préparés pour 1’étude de la toxicité :
nombre des individus, dilution, conditions expérimentales. Le temps d’exposition a
I’insecticide dépend des résultats de la durée moyenne de la mortalité, apres traitement on
sacrifiée les insectes pour réaliser 1’extraction et le dosage.

I1.5.3.Dosage de ’activité de I’Acétylcholinestérase

L’activité de I’AChE résiduelle est mesurée par dosage colorimétrique selon le protocole

d’Ellman et al. (1961).
I1.5.3.1. Principe

L'AChE catalyse la réaction d'hydrolyse de I'acétylcholine en choline et acide acétique. Elle
est spécifique des esters de l'acide acétique et si, physiologiquement, son substrat est

l'acétylcholine, elle catalyse l'acétylthiocholine (ATCh). Dans ce cas, les produits de la
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réaction d’hydrolyse sont I’acide acétique et la thiocholine. La méthode spectrophotométrique
d’Ellman (1961) utilise cette propriété de I’AChE en faisant interagir les groupements thiols
ainsi rendus disponibles dans le milieu avec le DNTB pourdonner du TNB (coloré en jaune)

(MOHAMED, 2011).
I1.5.3.2. Mode opératoire

Le mélange réactionnel est réalisé directement dans la cuve de dosage. L’activité est évaluée
contre un blanc 4 25°C, dans un tampon phosphate de sodium (0.1 mol™, pH 7.4) en présence
d’un volume de substrat (acétylthiocholine) et de DNTB (500ul) et d’un volume d’échantillon
(500ul). L’absorbance est mesurée a 412 nm pendant 5 min avec un intervalle de 60s entre
chaque mesure sur un spectrophotométre de type BIOTECH ENGINEERING
MAGEMEMENT CO. LTD. (UK) mode¢le SpectroScan 40.
L’activité enzymatique spécifique qui se calcule I’équation suit :

A=ADO.V/(t—t1).e.d.x
A: Activité enzymatique (en nanomole /min /mg)
ADQO: variation de la densité optique a 412nm durant t,-t; min,
t;: temps initial de la lecture,
ty: temps final de la lecture aprés unintervalle de 60 s,
e: coefficient d’extinction spécifique du DNTB a 412nm pour une réponse en pmoles
transformés, € =1,36 .104 (M".cm™).
d: épaisseur de la cuve.
V: volume du milieu d’incubation dans la cuve en millilitre (ml),
X : prise d’essai en millilitre (ml),
A : en nanomole /min /mg.
I1.5.4. Dosage des protéines :

Le dosage des protéines est effectué¢ sur 1’extrait selon la technique de BRADFORD
(1976)

I1.5.4.1. Principe
La méthode de BRADFORD(1976) est un dosage colorimétrique qui permet d’estimer la

quantité de protéine contenue dans un extrait. Cette méthode a pour principe la formation de
complexes entre le bleu de Coomassie et les résidus basiques et aromatiques des protéines.
Elle est basée sur le changement d’absorbance qui se manifeste par la modification de la
couleur du bleu de Coomassie qui se fixe sur les liaisons peptidiques et sestabilise sous forme

anionique. La solution initialement marron vire au bleu en présence deprotéines, déplacant la
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bande d’absorption de 465 nm a 595 nm. Le changementd’absorbance est proportionnel a la
quantit¢ de colorant lié¢, indiquant ainsi la concentration enprotéines dans 1’échantillon
(BOUMAZA, 2015). Cette technique est rapide et reproductible, la coloration est stable
pendant une heure (OUIS, 2008).

I1.5.4.2 Mode opératoire

Le dosage des protéinesest la consequence de la réaction du Bleu Brillant de Coomassie (BBC)
G250 tion aliquote de 1’échantillon(100 pL). Cette fraction est additionnée a la solution de
Bradford (4mL) (Annexe II). Le mélange est agité, puismis au repos pendant 5 minutes pour
stabiliser le complexe coloréfo avec les protéines. La mesure effective des proteins est réalisée a
I’aide d’un spectrophotometer BIOTECH ENGINEERING MAGEMEMENT CO. LTD. (UK)
modele SpectroScan 40.dans le visible a un elongueur d'onde de 595nm. A cette longueur d’onde
le blanc (H,O, eau distillée) et les échantillons de proteins sont lus alternativement pour s’assurer
de I’absence d’interféren ces liées au solvant eau.

Une gamme etalon est réalisée a partir d’une solution de serum albumine bovine (SAB) pour un
domaine de concentration compris entre 0 a 1 g/L.. A partir de cette courbe d'étalonnage, on
determine systématiquement par extrapolation toutes les solutions inconnues en proteins

exprimées en mg ou g/L. (BOUMAZA, 2015).
I1.6. Exploitation des resultats :

I1.6.1. Détermination de taux de mortalité

La mortalité est le premier critére de jugement de I’efficacité d’un traitement chimique ou
biologique. Afin de caractériser 1’effet toxicologique d’extrait de B. aegyptiacea sur les
individus de Cx. pipiens. Le pourcentage de mortalité est calculé a 1’aide de la formule

suivante (KORICHI-ALMI et al., 2016):

Nombre d’individus morts

Taux de mortalité(%) = o --x 100

Nombre total d’individus

Le pourcentage de mortalité observé est corrigé par rapport au témoin selon la formule de
Schneider (KORICHI-ALMI, 2016) :

MC =[(M2-M1)/(100 - M1)] X 100

MC : taux de mortalité corrigé

M2: taux de mortalit¢ dans la population traitée.

MI : taux de mortalité dans la population témoin.
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I1.6.2. Dose létale 50 (DL 5)

La toxicit¢ d’un extrait peut étre fixée par la détermination de la dose létale 50 (DLsp)
(HILAN et al., 2009).La dose létale médiane est la valeur statistique de la dose d’une
substance chimique qui provoque la mort de 50% des organismes d’une population donnée
dans des conditions expérimentales définies (LAIGNEAU, 2000).

I1.6.3. Temps létal 50 (TLs):

Le temps létal 50 (TLsp) correspond au temps nécessaire pour que périssent 50% des
individus exposés a une dose ou a une concentration déterminée. Il est calculé a partir de la
droite de régression des probits correspondant aux pourcentages des mortalités corrigées en

fonction des logarithmes des temps de traitement. On utilise la formule de Schneider et la

table de probits (KEMASSI et al., 2012).
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Chapitre III. - Résultats et discussions

Ce chapitre vise a présenter et discuter les résultats des effets toxiques et insecticides des
extraits aqueux bruts de dattier du désert (B. aegyptiaca) sur les moustiques de Cx. pipiens de
la wilaya de Ghardaia, un criblage phytochimique est réalis¢, ainsi un ensemble des travaux
et des résultats surl’effet insecticide en visagé par I’étude de la mortalité et de D’activité

d’enzyme cholinestérase est préparé.

III.1. Rendement d’extraction des feuilles et des amandes des fruits de

B.aegyptiaca.

Les résultats relatifs au rendement d’extraction sont déposés dans la figure 19, selon les
résultats le rendement d’extrait aqueux des feuilles et des amandes des fruits montre une
différence.Le pourcentage des métabolites secondaires dans ’extrait des feuilles 8.47+00%
est moins par rapport a I’extrait des amandes des fruits 12.60+0.10%. Ce qui signifie selon les
résultats que les amandes des fruits contiennent plus de métabolites secondaires par rapport

aux feuilles.

12,60+00%

14,00%
12,00%
8,47+0,10%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%

2,00%

Rendement d'extraction (%)

0,00%

Fruits Feuilles

Extrait aqueux

Figure 19 : Rendement d’extraction des feuilles et des amandes des fruits de B. aegyptiaca.

KOUBALA et al, (2013), signalent un rendement d’extractio-n sur les feuilles de B.
aegyptiacaplus élevéde 30.86%,de méme MOHAMED ELAMIN et SATTI (2013) signalent
un taux élevé de 25.8%, tandis que ADENIYT et al., 2010 montrent un taux moins élevé de

11,10% avec les feuilles de B. aegyptiaca.

La variabilité observée au niveau des rendements d’extraction serait probablement li¢e a la

composition chimique des feuilles et des amandes utilisées. En effet la capacité d’extraction
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d’un solvant dépend d’une part de 1’affinité de ce solvant a 1’égard des phytomolécules et

d’autre part de la polarité de ce solvant (FIFAME et al., 2015).

Le rendement des extraits est différent d’une famille botanique a une autre, d’une espéce a
une autre et méme entre les plantes de la méme espéce. De plus, cette différence peut étre lice
a plusieurs facteurs tels que la zone géographique de collecte, le climat, le stade de
développement, la saison et les conditions édaphiques (ENNAJAR, 2009) ;(KOUBALA et
al.,2013).

I1.2. Criblage phytochimiquedes extraits aqueux brutsdes feuilles et des

fruitsde dattier du désert (B. aegyptiaca)

Les résultats relatifs a ’abondance des métabolites secondaires dans les extraits aqueux des
feuilles et des fruits de dattier du désert (B. aegyptiaca), sont présentés dans la figure 20 et le
tableau 5. L’analyse montre une diversité des métabolites secondaires dans les fruits et les
feuilles de dattier du désert.Les deux extraits présentent un taux élevé des coumarines, stérols,
polyterpenes, alcaloides et stéroides,et un taux moyens des tanins. Ainsi le taux des saponines
est plus ¢levé pour l'extrait d'amande des fruitsalors que pour les feuilles le taux de saponine
est moyen. Les huiles essentiellesprésentent un taux ¢€levé dans 1’extrait de feuilleset absent
dans I’extrait d’amande.Un taux moyens descyanidines (Flavones et Génine), des glycosides
cardiaques et des composés réducteurs sont observées pour 1’extrait des feuilles, alors que
I’extrait d'amande des fruitsmontre un taux faible des cyanidines (Flavones et Génine), des
glycosides cardiaques et une absence totale des composés réducteurs. Ainsi une absence des
anthocyanes et quinones libres pour les deux extraitsavec une absence deshuiles essentiels

pour I’extrait d'amande des fruits.
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Figure 20: Abondance des métabolites secondaires dans les extraits aqueux bruts des feuilles

et des fruits de dattier du désert (B. aegyptiaca).

Tableau 5-Résultats de criblage phytochimiqued’extraitaqueux brutsdes feuilles et des fruits

de dattier du désert (B. aegyptiaca).

Composé Résultat obtenue Interprétation
Extrait de | Extrait d’amande Extrait de Extrait
feuilles de fruit feuilles d’amande de
fruit
Pas Pas changement de | Absence Absence
Anthocyanes | changement de | couleur d’anthocyanes d’anthocyanes
couleur (-) (-)
Rose orangé + | Rose orangé + | Présence « Flavon | Présence « Flav
Cyanidine surnagent surnagent es » + « Génine » | ones »
+) +  « Génine »
()
Obtention de | Obtention de | Présence de | Présence de
Tanins coloration coloration verdatre | tanins & moyenne | tanins a
verdatre concentration moyenne
(++) concentration
)
Coloration Coloration jaune Présence de | Présence de
Coumarines | jaune coumarines a | coumarines  a
haute haute
concentration concentration
(+++) (+++)
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Précipitation Pas changement sur | Présence des | Absence de
Composés rouge brique mélange composes composé
réducteurs réducteurs a | réducteurs
moyenne (-)
concentration
()
Coloration Coloration violette | Présence de | Présence de
Stérols et violette a | a la surnageant stérols et | stérols et
polyterpénes | couche polyterpenes a | polyterpenes a
surnageant haute haute
concentration concentration
(+++) (+++)
Test de mayer: | Test de mayer:
Alcaloides | précipité brun | précipité brun Présence des | Présence  des
alcaloides a haute | alcaloides a
Test de | Test de wagner: | concentration haute
wagner: précipité brun (+++) concentration
précipité brun (+++)
Hauteur de | Hauteur de mousse Présence de la
Saponines mousse persistante 3cm Présence de la | saponine a
persistante 1.2 saponine a faible | haute
cm concentration (+) | concentration
(+++)
Absence de | Absence de
Quinones Pas changent Pas changent Quinones libres Quinones libres
libres ) ()
Présence des | Absence  des
Huiles Précipité blanc | Pas changent Huiles essentiels | Huiles
essentiels a haute | essentiels (-)
concentration
(+++)
Couche Présence des | Présence  des
Glycosides | rougeatre Couche rougeatre | glycosides glycosides
cardiaques | foncée de | foncée de couleur | cardiaques a | cardiaques a
couleur brun a | brun a interface moyenne faible
interface concentration concentration
() ()
Couche Couche marron | Présence de | Présence de
Stéroides marron foncé | foncé stéroides a haute | stéroides a
concentration haute
(+++) concentration
(+++)
Selon CHAIBOUetal. (2020), les feuilles de B. aegyptiacarenferment une quantité

importante en flavonoide, tanin, saponine et stéroide-terpéne et une absence des alcaloides

(teste Mayer et Dragendoorf) et des quinones.
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KOUBALA et al.(2013) montrent que I'extrait éthanolique des feuilles de B. aegyptiaca
contient des saponines, flavonoide et composé phénolique avec un taux €levé des alcaloides et

un faible taux des terpenes est I’absence des tanins, des anthraquinones et des phlobatanine.

Pour l'extrait aqueux d'amande des fruits de B. aegyptiaca, ALHASSAN et al. (2018) ont
notés que certaines substances phytochimiques révelent des quantités élevées de
saponines(427.90£10.17mg / 100mg) , de flavonoides(388.33+2.08 mg / 100mg), de
glycosides (203.92+1.22mg / 100mg), d’alcaloides (68.67mg / 100mg), des stéroides(32.4
+0.10mg / 100mg), de tanins(27.50 + 0.15mg / 100mg),des quantités faible des phytostérols,

des huiles volatiles et I’absence des anthraquinones et des composés phénoliques.

L’analyse phytochimique de I’extrait de méthanol du fruit de B. aeyptiaca a révélé la présence
de terpénoides de saponine, de composés phénoliques et d’alkaloides, avec des quantités
considérables des phénols totaux et de flavonoides totaux, ainsi les principales classes de
composés antimicrobiens provenant des plantes sont les lectines, les alcaloides, les phénols;

les poly- peptides et les poly-acétylénes (ABDALLAH, 2012).

D’aprés SEREME et al. (2008). Le rapport de tanins chez B. aeyptiaca et différent selon les
parties de I’arbre, il est de 0.3% dans la fleur, 1.5% dans la feuille, 11% dans I’écorce, 2.9%

dans les fruits immatures et de 2.5% dans les fruits matures.

DAYA et al. (2010) note que les feuilles de B. aegyptiacacontiennent du saponine,
furanocoumarin, et flavonoides appeler quercetin 3-glucoside, quercetin-3-rutinoside; 3-
glucoside, 3-rutinoside, 3-7-diglucoside et 3-rhamnogalactoside de isorhamnetin. L’amande

des fruitscontientxylopyranosyl dérivé de saponine de la partie supérieure de mésocarpe.

ITL.3. Toxicité des extraits aqueux des feuilles et des amandes des fruits sur

les moustiquesCulex pipiens

Selon I’¢tude de CHAPAGAIN et WISMAN (2005) sur le pourcentage de la mortalité des
larves de Culex pipiens, en fonction de I’extraits des feuilles et des amandes des fruits de B.
aegyptiaca, avec une dilution de 0; 0,1; 0,2 ; 0,5; 1,0 et 2.0% d’extrait aqueux, apres 1, 2 et

3 jours de traitement montre un effet toxique de cette plante sur les Culex pipienstraités.
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Selon les résultats le nombre des individus morts augmentent avec le temps et la
concentration, le taux de la mortalité le plus ¢levé est enregistré a la dose la plus élevée de
I’extrait aqueux.

La concentration la plus élevée (2.0 %) d’extrait aqueux d’amande de fruits de B. aegyptiaca
tue 38 %d’individus de larves de Cx. pipiensle premier jour, le deuxieme jour 73% des larves

sont tuéeset 95 % apres le troisieéme jour.

Ainsi I’extrait aqueux des feuilles de B. aegyptiacatué 20% des larves de Cx.pipiensle premier
jour, 75% de larves le deuxieme jour et 92% de larves le troisieme jour. Il est noté que les

doses utilisées pour cette ¢tude n’ont pas tué100 % des larves de Cx. pipiens.

Le travail de KOUBALA et al. (2013) qui ontétudi¢ I’effet toxiqued’extrait éthanolique des
feuilles de B.agyptiaca sur ’adulte de Collesobrucules maculatus, montre que le taux de

mortalité augmente avec le temps, il atteint 98% aprés le 4™ jour d’exposition.

Une autre étude menée par ABDALLA (2011) montre que I’extrait acétonique des feuilles de
B. agyptiacaaune concentration de 602mg/l peut tuer 50% des larves deCulex
quinquefasciatuset 1’extrait éthanolique des feuilles de la méme plante a une dose de

1380,38mg/1 peuttuer 50%des mémes larves.

Par ailleurs SHUKLA et SHARM en 2011 ont trouvé que I’extrait méthanoliquedes feuilles
de B. agyptiacaaun effet toxique sur Triboliumcastaneumapres 24h d’exposition avec une

concentration de (175000mg/1).

I11.4.- Effets des extraits aqueux des feuilles et des amandes des fruits sur

P’activité d’enzyme cholinestérase chez les moustiques Culex pipiens

Le role de l'acétylcholinestérase est d’hydrolyser I’acétylcholine ce qui permet la fermeture
des canaux associés au récepteur du neurotransmetteur. Si I’action de cette enzyme est
bloquée, la membrane post synaptique se trouve continuellement excitée. Les inhibiteurs de
cholinestérase agissent en inhibant 1’activité catalytique de 1’acétylcholinestérase. Ils se fixent
en effet sur le site actif de ’enzyme, a la place de 1’acétylcholine. L’accumulation de
I’acétylcholine dans la région synaptique provoque une hyperexcitation des liaisons

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

Cependant au niveau des insectes, plusieurs mutations de [’acétylcholinestérase ont été

identifiées autour du site d’action des insecticides. Chez les moustiques, Culex pipiensont
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développé une résistance a ces toxiques qui implique de supprimer ou de diminuer 1’inhibition
de I’acétylcholinestérase des synapses. Trois locus sont responsables des résistances majeures,
Est-2, Est-3 et Ece-1, ces génes codent pour des estérases qui piegent ou métabolisent les
insecticides avant qu’ils puissent inhiber I’acétylcholinestérase des synapses (WEIL et al.,

2003) ; (BANGO, 2012).

Un nombre considérable de produits naturels et de plantes médicinales contiennent certains
ingrédients phytochimiques actifs tels que les phénols, les flavonoides, les coumarines, les
curcuminoides ou les terpeénes qui induisent différentes activités biologiques chez les
animaux, y compris les antioxydants, anti-inflamatoires et anti-cholinestérase (MEDA et

al.2010) ; (ABDALLAH, 2012).

Des travaux antérieurs ont montré que les polyphénols comme les alcaloides, les terpénoides,
les glucosides et les coumarines sont les principales familles de composés reconnues étant des

inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (BANGO, 2012).

BAKASSO (2009) a également montré que les bons inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase
sontcherchés du c6té des composés phénoliques. En effet il a évalué les corrélations entre
l'activité de 1’acétylcholinestérase et les teneurs en composés phénoliques, flavonoides et les
flavonols totaux et a trouvé respectivement : R’ = 0,51 ; R? = 0,06 et R? = 0,05. De méme

TALLINI et al. (2018) ont trouvés des inhibitions intéressantes entre les alcaloides.

L’effet de différents extraitsdes feuilles de B. aegyptiaca sur 1activité d’enzyme
cholinestérase est ¢tudié in vitro par MEDA et al. (2010), ’extrait aqueux d’acétone retenu
aprés une macération est soumis a une extraction liquide-liquide par différents solvants
organiques : n-héxane, dichlorométhane, éthyl-acétate et n-butanol.Pour 1’étude d’activité
inhibitrice 100ul d’extrait aqueux ou de chaques fractions retenues apres 1’extraction liquide-
liquide est incubé avec 100ul (0,22U/ ml™) d’enzyme cholinestérase pendant deux minutes,
apres ilsont mesurer le taux d’inhibition, les résultats obtenus sont comparés avec un témoin
positif Galanthamine (20pg/ml) et montrent que 1’extrait aqueux d’acétone et la fraction
obtenue par n-hexane ne présentent aucune activité inhibitrice de cholinestérase, ainsi les
autres fractions présentent une activité inhibitrice mais inférieure a celle de témoin positif

Galanthamine selon le tableau suivant :
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Tableau 6:Activités inhibitrices de I’AChE de I’extrait des feuilles de B. aegyptiaca

Echantillon Activité inhibitrice d’Acétylcholinestérase
(%)

Fraction de n-hexane Pas d’activité
Fraction de Dichloromethane 3.83+0.89
Fraction d'Ethylacetate 21.07+0.66
Fraction de n-butanol 11.49+1.15

Extrait aqueux d’acétone Pas d’activité
Galanthamine (20pg/ml) 50.00+1.21

A la lumicre de cette étude nous avons constaté que les extraits aqueux acétoniques n’ont pas
un effet inhibitrice sur ’enzyme cholinestérase et que leurs fractions alcooliques (n-butanol)
exercent une inhibition faible, qui semble étre due a la faible teneur d’un métabolite
secondaire inhibiteur de cholinestérase, ce qui nous a orienter a 1’efficacité de notre extrait

aqueux alcoolique.

Selon KHAN et al. (2018) plusieurs flavonoides sont isolés des plantes et certains montrent
une activité inhibitrice de cholinestérase, parmi ces flavonides ils ontcité: Flavone-1,
Macluraxanthone, Rutin et Quercetin. Ainsi ils ont notés deux mécanismes d’action
d’inhibition, la premiere repose sur la création d’un effet antagoniste sur [’enzyme
cholinestérase dii a ’augmentation de taux d’acétylcholine dans les synapses cholinergiques.

La deuxiéme repose sur une inhibition compétitive sur le site actif d’enzyme.

DAYA et al., (2010) a tester un extrait de saponine et un extrait d’eau de I’amande des fruits
de B. aegyptiacasur le deuxieéme L, et le quatriétme L4 stade larvairedes moustiques
Anophelesarabiensis, Culex quinquefasciatus et Aedes aegypti, les résultats montrent que les
extraits testés présentent un effet insecticide sur ces moustiques et que les larves L, sont plus
sensibles que les larves L4. Ainsi ils sont notés que I’extrait de saponine est plus efficace que
I’extrait d’eau. L’extrait de saponine de mesocarpe des fruits de B. aegyptiaca est testé sur Cx.

pipiens et Aedes aegypti les résultat snotent un effet larvicide sur ces moustiques.
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Conclusion

Les Culicidae constituent les insectes piqueurs les plus nuisibles aux populations. Certaines
espéces peuvent transmettre des agents pathogenes responsables des maladies infectieuses. La
résistance de ces insectes aux insecticides chimiques utilisés et la bioaccumulation des
composés chimiques toxiques dans 1’environnement ; a incité les chercheurs a trouver de
nouvelles méthodes alternatives biologiques, sélectives et surtout biodégradables. Plusieurs
méthodes de controle sont élaborées notamment celles relatives a 1’utilisation des extraits de
plantes comme insecticides.

Dans notre présente étude toxicologique, nous avons appliqué un des extraits aqueux bruts des
feuilles et des amandes des fruits de B. aegyptiaca sur les moustiques de Culex pipiens et
évalué ’effet de ces extraits sur la mortalité et I’activité d’enzyme cholinestérase.

Les résultats obtenus révelent, un rendement appréciable des extraits aqueux, plus élevé pour
I’extrait d’amande (12.60+0.10%) par rapport a I’extrait des feuilles (8.47+00%). Les résultats
du criblage phyto-chimique montrent la richesse des amandes des fruits et des feuilles de B.
aegyptiaca en métabolites secondaires : coumarines, stérols, polyterpénes, alcaloides et
stéroides. Les amandes des fruits sont constituées d’un taux plus élevé de saponine par
rapports aux feuilles. Cependant les composés réducteurs et les huiles essentielles sont
présents chez les feuilles seulement.

Selon la recherche la plus proche a notre travail, 1’é¢tude de la toxicité des amandes des fruits
de B. agyptiaca vis a vis des larves de Culex pipiens par une séries de dilution d’extraits
aqueux, montre un maximum de mortalité apres le troisieme jours de traitement chez les
larves traités avec la dose la plus forte (2%) avec une mortalité¢ de 95% chez les individus
traités par 1’extrait aqueux d’amande et 92% de mortalité chez les individus traités par
I’extrait de feuilles.

Selon les recherches I’extrait aqueux de plusieurs solvants organiques des feuilles et
d’amande des fruits de B. aegyptiaca provoque une inhibition de cholinestérase, il parait que
plusieurs métabolites secondaires dont les saponines, flavonoides et alcaloides exercent un
effet soit antagoniste ou inhibiteur de cholinestérase chez les insectes.

Enfin, les substances actives présentes dans les feuilles et les amandes des fruits de datte du
désert B. aegyptiaca ont un effet insecticide sur la Culex pipiens et un effet inhibiteur sur

I’activité d’enzyme acétylcholinestérase.
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Conclusion

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour 1’application des extraits aqueux de
B. aegyptiaca contenant des molécules bioactives, pour développer la production des
biocides. Il serait intéressant de compléter cette recherche, par :

-Evaluer la toxicité de cette plante sur les moustiques in vitro et in vivo et étudier 1’effet des
extraits sur Dactivit¢é d’enzyme cholinestérase et d’autres enzymes responsables de la
résistance aux composes exogenes toxiques chez 1’insecte dont la Gluthation- S-transférase et
les oxydases.

-Etudier ’effet de ces extraits sur le taux des sucres, protéines et lipides chez les moustiques a
fin de savoir les conséquences de cette toxicité.

-Identifier exactement quelles sont les métabolites secondaires de B. aegyptiaca qui possedent
un effet toxique sur les insectes nuisibles et aussi leur effet sur 1’activité d’enzyme
cholinestérase.

-Selon la bibliographie et étant donné que toutes les parties de la plante sont bioactives il est
souhaitable de chercher I’effet toxique pour d’autres parties du dattier du désert sur les
moustiques.

-Etudier I’effet des extraits sur d’autres stades larvaires et d’autres espéces de moustiques.
-Tester leur efficacité en plein champ.

-Etudier I’effet de ces extraits sur les plantes afin de rechercher leur phytotoxicité.
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Annexe |
Préparation des échantillons

e Préparation d’échantillon de feuillet

1-Séchage

e Préparation d’échantillon d’amande de fruit

1-Fruits de dattier de désert  5_pryit de dattier de désert sans 3-Séchage
¢corce

4-Epluchage des fruits et récupération des noyaux
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5-Ecrasement des 6-Broyage 7- Poudre d’amande du
noyaux fruit
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Annexe I1

Composition et preparation duréactif de Bardford

-Bleu brillant de Coomassie (BBC) G250 (Merck1544) ..............cooeee... 100 mg.
-Ethanol (Sigma-Aldrich) @95% .....ooooiiiiiii 50 mL.
Aprés agitation pendant 2heures a l'abri de la lumiére on ajoute:
-Acideorthophosphorique (Sigma-Aldrich) a 85% ...t 100 mL.
SEau diStIll€@G.S. . v v oot 1000 mL.



Cholinestérase et toxicité des extraits aqueux bruts de dattier du désert (Balanites aegyptiaca)
sur les moustiques de la wilaya de Ghardaia

Résumé

Notre étude vise a étudier I’effet toxique du dattier du désert (Balanites aegyptiaca) récolté dans le sud du Sahara Algérien, sur
les larves de moustique Culex pipiens de la wilaya de Ghardaia. Pour ce fait, nous avons préparé des extraits aqueux bruts des
feuilles et d'amande des fruits de Balanites aegyptiaca et chercher leurs compositions et leurs effets sur le taux de mortalité par
rapport aux témoins et sur I’activité de cholinestérase. Les résultats de rendement d’extraction ont montré que le pourcentage
des métabolites secondaires d'amande des fruits (12.60+0.10%) est élevé par rapport aux feuilles (8.47+00%). Les analyses
phytochimiques ont permis de mettre en évidence la présence de plusieurs familles de métabolites secondaires, les feuilles et
l'amande des fruits sont composés d’un taux élevé des coumarines, stérols, polyterpenes, alcaloides et stéroides, ainsi les
saponines sont plus abondants dans I’amande des fruits par rapport aux feuilles, mais les huiles essentielles résident
uniquement dans les feuilles. Selon les études antérieures, la mortalité augmente avec la dose et le temps et elle s’est avéré que
I’extrait d’amande des fruits est plus toxique, 95% de mortalité que I’extrait des feuilles qui présente 92% de mortalité. Ainsi
plusieurs études montrent que 1’extrait aqueux de plusieurs solvants organiques des feuilles et des amandes des fruits de B.
agyptiaca provoque une inhibition d’activité de cholinestérase chez les larves de moustiques.

Mots clés:Culex pipiens, Dattier du désert (Balanites aegyptiaca), Extrait aqueux bruts, Criblage phytochimique, Toxicité,
mortalité, cholinestérase.

Cholinesterase and toxicity of crude aqueous extracts of desert daste (Balanites aegyptiaca) on
mosquitoes in the wilaya of Ghardaia

Abstract

Our work aims to study the toxic effect of the desert date (Balanites aegyptiaca) collected in the southern Algerian Sahara, on
the larvae of mosquito Culex pipiens from the wilaya of Ghardaia. For this fact, We have prepared raw aqueous extracts of the
leaves and kernels of the fruit of Balanites aegyptiaca and investigated their compositions and their effects on the mortality rate
compared to the controls and on the cholinesterase activity. The extraction yield results showed that the percentage of kernels
secondary metabolites of fruits (12.60+ 0.10%) is high compared to leaves (8.47 = 00%).

Phytochemical analyses revealed the presence of several families of secondary metabolites, the leaves and kernels of the fruit
are composed of high levels of coumarin, sterol, polyterpenes, alkaloids and steroids, thus saponins are more abundant in the
kernel of the fruits compared to the leaves, but the essential oils reside only in the leaves. According to previous studies,
mortality increases with dose and time, and kernel of the fruits extract is found to be more toxic, with 95% mortality than leaf
extract, which has 92% mortality. Thus several studies show that the aqueous extract of several organic solvents of leaves and
kernels of fruits of B. agyptiaca causes an inhibition of cholinesterase activity in mosquito larvae.

Key words: Culex pipiens, Desert Date (Balanites aegyptiaca), Crude aqueous extract, Phytochemical screening, Toxicity,
Mortality, Cholinesterase.
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