dgdl) Aol flagl) i Jad) Ay pgeal
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
) il g Mad) adasl) 5 3
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE BADJI MOKHTAR — ANNABA

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE
LABORATOIRE DE BIOSURVEILLANCE ENVIRONNEMENTALE

Thése En vue de I’obtention d’un Diplome de
Doctorat Domaine : SCIENCE DE LA
NATURE ET DE LA VIE

Filiere : Sciences biologiques
Option : physiopathologie

Intitulé

Evaluation de I'effet de deux pesticides (Chimique et Bio-pesticide) sur

la physiologie de deux modeles d'animaux (invertebre: Ephestia

kuehniella Zeller et le rat Wistar),

Présentee par : Mme Baali Bouchra

Directrice de these : Amrani - Kirane Leila (Prof. Université B.M- Annaba)
Membres de Jury:

Mr. Khelili Kamel Prof. Président. Université B.M-Annaba

Mr. Houhamdi Moussa Prof. Examinateur. Université 8 Mai 1945 Guelma
Mme. Grara Nejoud Prof. Examinatrice. Université 8 Mai 1945 Guelma

Mme. Ouali Trea Fouzia MCA. Examinatrice. Université B.M-Annaba

Année universitaire : 2023/2024







Remerciements

Avant tous mes plus sincéres remerciements d Allah le tout puissant, de
m’avoir donné la force et la patience pour réaliser cet humble travail.

Ma profonde et sincére gratitude et reconnaissance s'adresse d ma directrice
de thése Mme. Kirane-Amrani Leila Professeur au Département de Biologie,
Université Badji Mokhtar -Annaba, pour avoir dirigé cette thése et pour
lexcellent encadrvement fourni. Ses compétences scientifiques, son
dévouement total pour la vecherche, ses qualités humaines, ses conseils avisés
m’ont enormement aidée dans Célaboration de ce travail. Je vous remercie de
la confiance que vous m’avez portée pendant ces années. Mevrci pour le temps
que vous m'avez consacré lovs de la correction de cette thése. Je vous
remercie trés sincérement. Pour tout cela et encore bien pour votre
humanisme, votre bonté et votre gentillesse, Merci!

Je suis trés honorée par Mr. Khelili Kamel, Professeur au Département de
Biologie, Université Badji Mokhtar -Annaba, pour le grand honneur qu’il
nous a fait en acceptant de présider le jury de ma soutenance de thése de
doctorat. Je le prie d’accepter Lexpression de mon respect et de ma profonde
consideration.

Mes remerciements vont aussi a Mr Houhamdi Moussa, Professeur au
département de biologie d ["Université du 8 Mai 1945 - Guelma davoir
accepté de faire partie de ce jury et dexaminer ce travail, je vous prie
d'accepter le témoignage de ma respectueuse reconnaissance.

Je remercie Mme Grara Nejoud, Professeur au département de biologie de
CUniversite du 8 Mai 1945 - Guelma d’avoir accepté de faire partie du jury et
de me faire Chonneur de juger ce travail malgré ses nombreuses occupations.

Je suis trés reconnaissante envers Mme. Ouali Trea Fouzia, Maitre de
conférences A, au département de biologie d ("Université Badji Mokhtar
Annaba, d’avoir accepté d examiner ma thése. Qu’elle trouve ici ma profonde
gratitude.

Mes plus vifs remerciements et toute ma considervation au Pr. Ouali
Kheireddine, Directeur du Laboratoire de «Biosurveillance
Environnementale », d Université Badji Mokhtar Annaba, pour avoir bien
voulu m’accueilliv au sein de son laboratoire.

Je tiens d remercier également Professeur Berredjam Hajira de m'avoir
donné Lopportunité de réaliser une grande partie de ce travail au sein de son
laboratoire de « Biochimie et Microbiologie Appliquée (L.B.M.A.) ».

Jexprime toute ma reconnaissance d toute [équipe du Laboratoire de
«Biosurveillance Environnementale » et d toutes mes amies du Département
de Biologie et biochimie.




SOMMAIRE

LISTE DES FIGURES

LISTE DES TABLEAUX
INTRODUCTION GENERALE
CHAPITRE 1. PRESENTATION DES PESTICIDES
1. Généralités sur les pesticides.

1.1. Définition du pesticide.

1.2. Classification des pesticides

1.2.1. Selon leurs caractéristiques chimiques.
1.2.2. Selon leurs cibles.

1.2.2.1. Les insecticides

1.2.2.2. Les herbicides.

1.2.2.3. Les fongicides

1.2.3. Selon leurs usages.

1.2.4. Selon risque toxicologique

2. Le Quinolate de cuivre.

2.1. Propriétés physico-chimiques du quinolate de cuivre.

2.2. La toxicité du quinolate de cuivre.

3. Apercu bibliographique sur la plante étudiée.
3.1. Description botanique

3.2. Classification botanique de S. sodomaeum.
3.3. Utilisations Médicinales du S. sodomaeum.

3.3.1. Usages traditionnels

3.3.2. Usages thérapeutiques et propriétés pharmacologiques
3.4. Composition en metabolites secondaires des différentes parties de S.sodomaeum

3.5. Localisation et présentation du site d’étude de la plante S Sodomaeum .

CHAPITRE 2. LES EFFETS PESTICIDES SUR EPHESTIA KUEHNIELLA ZELL.

1. INTRODUCTION
2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel animal.

0 O 0O N N o oo o o or o o1

N o o o o
w N NP PO O O

14
18
18



2.1.1. Cycle de vie d’E. kuehniella.

2.2. Elevage au laboratoire.

2.3. Préparation de I’extrait aqueux de S. sodomaeum.

2.3.1. Préparation de I’extrait aqueux lyophilisé de S. sodomaeum.

2.3.2. Etude de la composition chimique de S. sodomaeum.

2.4 Traitement et Bio essais.

2.4.1. Essais toxicologiques.

2.4.2. Mesure des parameétres du développement.

2.4.2.1. Durée du développement du stade nymphal

2.4.2.2. Détermination des différents types morphogénétiques
2.4.2.3.Evolution pondérale des chrysalides

2.4.3. Détermination du potentiel reproducteur

2.5. Effet sur les métabolites des femelles adultes d’E. Kuehniella

2.5.1. Dissection et Prélévement des ovaires

2.5.2. Extraction des différents métabolites des ovaires.

2.6. Analyse statistique.

3. RESULTATS.

3.1. Etudes phytochimique de ’extrait aqueux de S. sodomaeum.

3.2. Etude toxicologique

3.2.1. Toxicité du quinolate de cuivre (CuQ) sur I’inhibition de I’exuviation adulte.
3.2.2. Toxicité de I’extrait aqueux de S. sodomaeum (SSE) sur I’inhibition de
L’exuviation adulte.

3.3. Effets sur les parametres du développement d’E. kuehniella.

3.3.1. Effets du traitement sur le développement d’E. kuehniella.

3.3.1.1. Effet sur la Durée du développement nymphal

3.3.1.2. Détermination des différents types morphologiques induits par le traitement
3.3.1.3.Evolution pondérale des chrysalides (mg) pendant le stade nymphal.
3.4. Etude du potentiel reproducteur

3.4.1. Effet du CuQ sur le potentiel reproducteur

3.4.2. Effet de I’extrait SSE sur le potentiel reproducteur

3.5. Effet sur les métabolites dans les ovaires des femelles adultes d’E. Kuehniella
3.5.1. Effet sur les teneurs en protéines

3.5.1.1. Effets du CuQ sur les teneurs en protéines dans les ovaires

19
22
23
23
23
25
25
26
26
26
26
27
28
28
28
31
32
32
32
32

35
38
38
38
39
42
44
44
45
46
46
47



3.5.1.2. Effets de I’extrait SSE sur les teneurs en protéines dans les ovaires.
3.5.2. Effet sur le contenu en glucides totales.

3.5.2.1. Effets du CuQ sur le contenu en glucides totales

3.5.2.2. Effets de I’extrait de SSE sur Le contenu en glucides totales.

3.5.3. Effet sur le contenu en lipides totales

3.5.3.1. Effet de CuQ sur le contenu en lipides des ovaires.

3.5.3.2. Effet de I’extrait de SSE sur le contenu en lipides des ovaires.
3.5.4. Comparaison de I’effet des deux traitements (CuQ et SSE) sur le contenu en
meétabolites dans les ovaires des femelles adultes d’E. Kuehniella

4. DISCUSSION.

5. CONCLUSION

CHAPITRE 3. LES EFFETS PESTICIDES SUR LES RATS SOUCHE WISTAR

1. INTRODUCTION.
2. MATERIEL ET METHODES

47
47
47
47
48
48
48

48
50
58

60
63

2.1. Evaluation de Pactivité anitoxydante de D’extrait aqueux de la plante Solanum

sodomaeum.L

2.1.1. Etude de I’activité antioxydante : Méthode DPPHT

2.1.2. Test de la réduction du fer : FRAP (Ferricreducing antioxydant power)
2.2. Animaux et conditions d’élevage

2.3. Répartition et traitement des rats

2.4. Sacrifices des animaux

2.4.1. Prélevement sanguin

2.4.2. Prélévement des organes

2.5. Dosage des parameétres biochimiques : hépatique et rénale

2.6. Dosage des parametres du stress oxydatif.

2.6.1. Préparation de ’homogénat de tissus.

2.6.2. Dosage des protéines

2.6.3. Dosage de malondialdéhyde.

2.6.4. Dosage du glutathion (GSH)

2.6.5. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPX)
2.6.6. Dosage de I’activité de glutathion-s-transférase (GSTS) .

2.6.7. Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

63
63
63
64
64
67
67
67
67
67
67
67
68
69
70
70
71



2.6.8. Dosage de I’activité du superoxyde dismutase (SOD)

2.6.9. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE)

2.7. Etude histologique

2.8. Etude statistique

3. RESULTATS.

3.1. Evaluation du potentiel antioxydant

3.1.1. Effet scavenger du radical DPPH.

3.1.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP).

3.2. Impact du traitement sur les parameétres physiologiques

3.2.1. Effet du CuQ sur I’état général de santé des rats.

.3.2.2. Effet de I’extrait SSE sur la santé genérale et le comportement des animaux
3.2.3. Evaluation du poids corporel et du poids des organes.

3.2.3.1. Effet du CuQ sur le poids corporel.

3.2.3.2. Effet du CuQ sur le poids absolus et relatif des organes : foie, rein et cerveau.
3.2.3.3. Effet de SSE sur le poids corporel.

3.2.3.4. Effet du SSE sur le poids absolus et relatif des organes : foie, rein et cerveau.

3.3. Effet du traitement sur les parameétres biochimiques.

72
72
73
74
76
76
76
76
77
77
77
78
78
78
79
79
80

3.3.1. Effet du CuQ sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction hépatique. 80

3.3.2 Effet du SSE sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction hépatique 82

3.3.3. Effet du CuQ sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction rénale.
3.3.4. Effet du SSE sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction rénale.

3.4. Effets du traitement sur les paramétres de stress oxydatif.
3.4.1. Effet du traitement sur les parameétres non-enzymatiques.
3.4.1.1. Taux du glutathion réduit (GSH).

3.4.1.2. Peroxydation lipidique

3.4.2. Effet du traitement sur les paramétres enzymatiques
3.4.2.1. Activité enzymatique de la glutathion peroxydase(GPx)
3.4.2.2. Activité enzymatique de la glutathion - S- transférase (GST)
3.4.2.3. Activite enzymatique de la catalase (CAT)

3.4.2.4. Activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)
3.4.2.5. Activité enzymatique de I’acétylcholinestérase cérébrale (AChE)
3.5. Etude histologique

3.5.1. Etude histologique des organes étudiés

84
84
85
85
85
85
86
86
87
88
89
89
90
90



4. DISCUSSION

5. CONCLUSION.

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
RESUME

ABSTRACT

oadlal)

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES

95

106

108

110

111

112

113






LISTE DES FIGURES

Figure .1 Classification des pesticides selon le ravageur qu'ils tuent et la composition

o] 1303030 | 7
Figure .2 S. sodomaeum (a). Plante, (b). Feuille, (¢). Fruit, (d). Fleur............................ 11
Figure. 3 Localisation géographique du site d’échantillonnage sur le littoral Est Algérien (EI-
;3§ P TP 13
Figure. 4 E. kuehniella Zeller (1879) (X5)....viuriiiii e 18
Figure. 5 Distinction entre les deux sexes: male et femelle d’E. kuehniella
0 P 19
Figure. 6 Cycle de développement d’E. kuehniella a 27°C.............coooiiiiiiiiiiiiiinn . 20
Figure. 7 Les ocufs d’E.kuehniella (X35).......cooiiiiii e 20
Figure. 8 Evolution des stades larvaires d’E. kuehniella (X12)..............ccoccieiiiiiiineinn, 21
Figure. 9 Evolution des chrysalides durant le stade nymphal d’E. kuehniella(x14)............ 21
Figure. 10 Adulte d’E. KUENNIEHA (X4)ueuuteiriniiaiiernirniieiseenrsnsensessssnsonssssessnssssns 22
Figure. 11 Elevage au 1aboratoire. . .........oouiueiniitiit ittt e, 22
Figure. 12 Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.............oevviiiiiriiiiiiniiiieeenes. 24
Figure. 13 Courbe d’étalonnage de la qUercétine.............covevenieriininieiiiiiaieeneanannnns 24
Figure. 14 Courbe d’étalonnage de la catéchine...............ooiviiiiiiiiiiiiiiiieieeea, 25

Figure. 15 Méthodes d'extraction (Shibko et al., 1966) et dosage des principaux constituants
biochimiques (glucides, lipides, Protéines.)..........coueiuiiiiiiiiiii i 29
Figure. 16 Effets du CuQ administré, in vivo, par application topique a I’exuviation nymphale
d’E. kuehniella : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en
fonction du logarithme de la dose testée (UE/2I)...oonvieniiiniii e, 35
Figure. 17 Effets du SSE administré, in vivo, par application topique a I’exuviation nymphale
d’E. kuehniella : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en
fonction du logarithme de la dose testée (L/2I)...c.vineiiniiiii e 38
Figure .18 Photographies montrant des anomalies morphologiques chez les femelles E.

kuehniella induites aprés traitement des chrysalides nouvellement exuviées avec CuQ et

SO ittt ittt ittt it e ettt et ettt bt ettt eats s e et reatrasaenaenenasnannns 40
Figure.19 Schéma récapitulatif de ’expérimentation..................cooeveiiiiiiiniiniinanian.n. 66
Figure. 20 Gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines........ 68
Figure. 21 Réaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique................... 68

Figure. 22 Principe de dosage du glutathion.................cooooiiiiiiiiiiiieeaae 69



Figure. 23 Variation de taux de glutathion réduit dans le foie et les reins chez les rats témoins
et traités avec CuQ apres 8 semaines de traitement. ............cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeanne.. 85
Figure. 24 Variation de taux de malondialdéhyde (MDA) dans le foie et les reins chez les rats
témoins et traités avec CuQ apres 8 SEMAINES. ......evueintieniintete ettt eieeaieeeeeeaneanns 86
Figure. 25 Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase dans le foie et les
reins chez les rats témoins et traités avec CuQ pendant 8 semaines de traitement............. 87
Figure. 26 Activité de la glutathion transférase hépatique et rénal chez les rats témoins et
traités par le CuQ a différentes doses pendant 8 semaines...............cooeveieiiiiiininnn.. 88
Figure. 27 Variation de I’activité enzymatique de la catalase dans le foie et les reins chez les
rats témoins et traités avec CuQ pendant 8 semaines de traitement.............................. 88
Figure. 28 Variation de ’activité enzymatique du superoxyde dismutase dans le foie et les
reins chez les rats témoins et traités avec CuQ ........ccooviiiiiiii i 89
Figure. 29 Variation de I’activité de 1’acétylcholinestérase (nmol/min/mg protéine) cérébrale
chez les rats témoins et traités avec CuQ pendant8 semaines du traitement................... 90

Figure. 30 Photomicrographie de coupes H&E du foie de rats témoins et de rats traités avec



Liste des tableaux

Tableau. 1 Classification des pesticides selon I'origine..............ocooiiiiiiiiiiiiiiiiiens 6
Tableau.2 Description et propriétés physico-chimiques du quinolate de cuivre................. 9
Tableau. 3 Toxicité aiglie du Quinolate de CUIVIE. .........c.oviiiiii e, 10
Tableau. 4 Classification botanique de S. sodomaeum (systématique).......................... 11
Tableau. 5 La position systematique d’E. kuehniella Zeller...... ..............ccccoceuuveeane ... 18
Tableau. 6 Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines...............ccooevevveninnnn.. 30
Tableau .7 Réalisation de la gamme d'étalonnage des glucides..................coooviiiiin... 30
Tableau. 8 Réalisation de la gamme d'étalonnage des lipides.................oooiiiiiiiiia, 30

Tableau. 9 Effet du CuQ (upg/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale d’E. kuehniella sur d’inhibition observée de I’exuviation adulte

Tableau. 10 Effet du CuQ (ug/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella sur d’inhibition corrigée de 1’exuviation
AAUIEE (0) - - ettt e e 34

Tableau. 11 Effets du CuQ administrée, in vivo, par application topique a 1’exuviation
nymphale des femelles d’E kuehniella : Analyse de la variance & un critere de classification
des données transSfOrMEES. ........c.iuiii e 34

Tableau. 12 Effet du SSE (upg/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale d’E. kuehniella sur d’inhibition observée de 1’exuviation adulte

Tableau. 13 Effet du SSE (upg/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella sur d’inhibition corrigée de 1’exuviation
AU (). .ot 36

Tableau. 14 Effets de SSE administrée, in vivo, par application topique a I’exuviation
nymphale des femelles d’E kuehniella : Analyse de la variance & un critere de classification
des données transSformEes. ........o.iuiniiii i 37

Tableau. 15 Comparaison de ’effet du CuQ et D’extrait aqueux de SSE appliquee
topiquement (DLs et DLsp) sur la durée (jours) du développement pupale ................... 49

Tableau. 16 Comparaison de I’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DLs et DLsg sur les différents types induits au cours du développement de la



Tableau. 17 Effet de CuQ administrée in vivo, par application topique aux chrysalides
nouvellement exuviées d'E kuehniella (DLys et DLso) sur le poids corporel au stade nymphal
au cours du temps (jours) : Analyse de la variance a deux critéres de classification............ 42

Tableau. 18 Effet de I’extrait SSE administrée in vivo, par application topique aux
chrysalides nouvellement exuviées d'E kuehniella (DL et DLsp) sur le poids corporel au
stade nymphal au cours du temps (jours) : Analyse de la variance a deux criteres de
ClASSITICALION. .. . .t e 43

Tableau. 19 Comparaison de I’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DLys et DLsg) sur le poids corporel au stade nymphal au cours du temps

Tableau. 20 Comparaison de I’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DL s et DLsg) sur le potentiel reproducteur ..............coooovviiiiiniiininnnnnn 46

Tableau. 21 Comparaison de ’effet du CuQ et D’extrait aqueux de SSE appliquee
topiquement (DLos et DLsg) sur le contenu des métabolites dans les ovaires des femelles
AAUIES d'E. KUCHNICIIQ ... ..o e e, 49

Tableau. 22 IC50 de D’extrait aqueux de S. sodomaeum ; I’acide ascorbique et le

Tableau. 23 Variation de poids corporel, poids absolu (g) et relatif (g/100g de PC) du foie,
des reins et du cerveau chez les rats témoins et traités aprés 8 semaines du traitement avec

Tableau. 24 Les biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique chez les rats témoins et
traités apres 8 semaines du traitement avec CUQ...........cooviiiiiiiiiiii e 82

Tableau. 25 Variation des parametres biochimiques de la fonction rénale chez rats témoins,
TrAItES PAr CUQ .. .t 84



INTRODUCTION
GENERALE




INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Les pesticides constituent un enjeu important pour la qualité de notre alimentation et de notre
environnement. Leur utilisation dans les secteurs de la production agricole a pour but de
prévenir ou de réduire les pertes causées par les ravageurs a fin d’améliorer le rendement, la
qualité du produit (Cooper et Dobson, 2007) ainsi que la valeur nutritionnelle des aliments
(Damalas, 2009). L'utilisation de produits phytosanitaires a également permis de limiter ou
d'éradiquer un certain nombre de maladies parasitaires (Akashe et al., 2018).

Selon I’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et 1’agriculture (FAO) rapporte
que les insectes nuisibles sont responsables d’une perte significative de 29,6 % de la
production mondiale de produits stockés (FAO, 2022). Face a cette menace que constituent
les insectes ravageurs des stocks, les moyens de lutte sont essentiellement articulés autour de
I'utilisation de pesticides de synthése qui ont démontré une efficacité certaine. En effet, cette
méthode a été longtemps considérée comme le moyen le plus efficace et économique pour la
protection des cultures contre les ravageurs (Akantetou et al., 2020).

Les pesticides synthétiques disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une
telle variété de structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification
est complexe (Jayaraj et al., 2016). En général, ils peuvent étre classeés en fonction de la
nature de 1’espéce a combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale
substance active majoritaire qui les compose (El Abdali et al., 2022).

Non seulement ces produits présentent un risque pour la santé des agriculteurs en raison de
leur exposition lors du mélange et de l'application dans les champs, mais ils présentent
également un risque pour la population en général par la présence de résidus sur les aliments
et I'eau potable (Hossain et al., 2022). La majorité de ces pesticides sont hautement toxiques
car ils sont spécifiquement formulés pour éliminer certains organismes, représentant ainsi un
danger potentiel (Pavlidi et al., 2018).

Dans ce contexte, l'utilisation des pesticides a soulevé de sérieuses préoccupations non
seulement en raison de leur impact potentiel sur I’humain, mais également en ce qui concerne
la faune et I'écosysteme (Oultaf et al., 2022). Malgré de nombreuses études sur la toxicite et le
devenir des pesticides, il y a encore des lacunes dans la recherche, ce qui provoque des
incertitudes dans la prédiction de leurs effets a long terme sur la santé et I’environnement
(Rahmoune et al., 2018, Bettiche et al., 2021).

L'utilisation continue de pesticides a des effets dangereux sur la fonction physiologique de

divers systemes corporels. Ainsi, une exposition a long terme peut perturber le
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INTRODUCTION GENERALE

fonctionnement de différents organes du corps (Chakroun et al., 2016), favorise la production
des radicaux libres toxiques et expose 1’organisme a un stress oxydatif évident. De plus ces
pesticides provoquent des changements sériques au niveau des lipides totaux, du glucose et
des protéines totales (Chiali, 2013).

Pour limiter l'utilisation des pesticides chimiques, les scientifiques ont mené des recherches
sur les pesticides biologiques qui sont respectueux de I'environnement, ont un impact moindre
sur la santé humaine et sont plus sdrs que les pesticides chimiques (Pavela, 2018 ; Hossain et
al., 2022). Cette lutte biologique a conduit a une recherche accrue de méthodes alternatives
pour réduire l'utilisation excessive (Kemassi et al., 2019; Baba-Aissa et al., 2021).
Actuellement, ils sont classés en trois groupes principaux en fonction de leur source
(microbienne, végétale ou animale) et offrent de nombreux avantages (Deravel et al., 2014).
Ces biopesticides sont connus pour leur faible toxicité, leur biodégradabilité et leur capacité a
cibler spécifiqguement les ravageurs (Ahyanti et al., 2023; Gosciniak et al., 2023).

Les substances végetales utilisées sont des composés obtenus par diverses méthodes a partir
de plantes peuvent se présenter sous diverses formes, comme des matiéres végétales non
transformées, des extraits de plantes et des composes purs isolés des plantes. Ces substances
naturels servent a des fins différentes, certains utilisés directement comme produits létaux,
d'autres ont des propriétés répulsives et inhibitrices de I'alimentation (Oberemok et al., 2015).
L'Algérie fait partie des pays méditerranéens avec une longue histoire botanique. Depuis des
décennies, la plupart des travaux en Algérie se concentrent sur l'utilisation d'extraits de
plantes comme moyen de lutter contre divers ravageurs (Merabti et al., 2015; Benhissen,
2016; Belkhiri et al., 2023; Hami et al., 2023), et grace a sa situation géographique, son relief,
sa grande variété de climats et de sols, possede une flore variée dans les régions cotieres, les
massifs montagneux, les hauts plateaux, la steppe et oasis sahariennes, renfermant plus de
3000 espéces végétales (Saad et al., 2006).

Les pesticides naturels constituent 1% du marché mondial. Comme on travaille davantage sur
I'agriculture biologique, les ventes annuelles augmentent denviron 10 a 15 % par an
(Ebrahimifar et al., 2020). lls peuvent étre obtenus moins chers et plus facilement que les
alternatives synthétiques (Sierro et al., 2013). Il convient de noter qu’il existe plus de 6000
especes de plantes connues pour posséder des propriétés insecticides, et que les agriculteurs
des pays en développement comptent souvent sur ces plantes pour leurs besoins de lutte

antiparasitaire (Koul et al., 2008).
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L’utilisation des plantes posséde aussi des interactions, contre-indications et précautions
d’emploi. Avec la perte du savoir ancestral des plantes pendant quelques siccles, les
intoxications et complications par mauvaises utilisations apparaissent en progression.
Connaitre plus précisément les plantes est I’un des défis de ce si¢cle (Gentiane Rey-Giraud,
2018).

Bien qu'il soit connu que les végétaux sont des mélanges complexes de composés bioactifs
qui peuvent différer par différents mécanismes (Mallick et al., 2016). En outre, seul un
pourcentage de ces plantes a été soumis a un test de dépistage de l'activité insecticide qui
nécessite des recherches pour étudier ces extraits végétales pour mieux comprendre leurs
propriétés, sécurité et l'efficacité. En pratique, 1’évaluation des effets toxiques inclut
géneralement les effets aigus, subaigus, chroniques, cancérigénes et sur la reproduction (Zahi
et al., 2015). Les tests de toxicité chroniques fournissent des informations précieuses sur la
toxicité cumulative d'une substance dans les organes, le métabolisme du composé et les effets
indésirables lors d'une exposition a une dose unique ou prolongée, permettant ainsi la
sélection des niveaux de dose (Gandhare et al., 2013).

De nombreux rapports ont présenté des cas d'intoxication aigué de patients admis dans les
hopitaux qui ont entrainé la mort principalement en raison de l'ingestion de plantes
aromatiques toxiques (Assiri, 2012). Les effets indésirables des herbes comprennent la
réaction allergique, I'hépatotoxicité, la néphrotoxicité (Epoh et al ., 2019; Abubakar et al.,
2019), la toxicité cardiaque (Ezeokpo et al., 2019), la neurotoxicité (Legbosi et Ellis, 2018), et
méme la mort (Assiri, 2012). Afin de garantir une commercialisation sire, il est essentiel de
bien comprendre les propriétés toxiques, directes et indirectes, que possédent diverses especes
végétales. Cela nécessite une connaissance approfondie des composants présents dans chaque
plante (Yuet Ping et al., 2013).

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude qui a pour but d’apporter une contribution a ce
volet de la recherche concernant la protection des denrées stockées par 1’évaluation de 1’effet
de deux molécules pesticides sur les paramétres physiologiques de deux modéles animaux
ayant un intérét multiple sanitaire, agricole et environnemental: E. kuehniella Zell.

Lepidoptera: Pyralidae (modele visé) et le rat Wistar (modéle non visé).

La premiere c’est une formulation commerciale chimique de le Quinolate de cuivre. Copper
quinolate (Oxine-copper, bis(quinoline-8-olato-O,N)copper, or cupric 8quinolinoxide, CuQ,
OxCu)) c’est un sorte de fongicide a base de cuivre , un composé chélaté, de petites quantités

de 8-hydroxyquinoline et d’ions de cuivre détachés du treuil peuvent stériliser (Wang et al.,
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2019) et la deuxiéme c’est I’extrait aqueux de la plante Solanum sodomaeum L appartient a la
famille des solanaceaes qui est I'une des plus grandes familles, avec prés d’une centaine de

genres et comprenant plus de 2500 espéces.

De ce fait, Ce manuscrit de these est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre de ce
travail résume des genéralités sur les pesticides et la présentation des deux molécules utilisés
dans cette étude. Alors que le deuxieme chapitre sera consacré a évaluer les effets des
molécules (Chimiques et Bio-pesticide) sur le modele viseé un invertébré, ravageur des denrées
stockées Ephestia kuehniella Zell. (Lepidoptera: Pyralidae) et enfin le troisieme chapitre vise
a traiter I’effet des molécules (Chimiques et Bio-pesticide) sur le organisme non - viseé (rat
Wistar).




Chapitre 1 : Présentation des
pesticides
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1. Généralités sur les pesticides.
1.1. Définition du pesticide.
Le terme pesticide rassemble des composés, naturels ou de synthése utilisés pour tuer les
ravageurs, y compris les insectes, les rongeurs, les champignons et les plantes indésirables
(mauvaises herbes), qui peuvent causer des dommages pendant la production, la
transformation, le stockage, le transport ou la commercialisation daliments et d'autres
produits agricoles. Les pesticides sont principalement utilisés pour la protection des cultures,
conservation des aliments et prévention des maladies a transmission vectorielle (Akashe et
al.,2018).
Ces composés ont été introduits pour contenir certaines maladies ou pour développer les
rendements de production du secteur agricole (Dufour, 2017).
L'utilisation de pesticides chimiques n'est pas favorable en raison de préoccupations liées a
I'environnement et & la santé humaine (Kumar et al., 2019). A travers leur structure chimique,
ce sont habituellement des molécules persistantes dans 1’environnement, susceptibles de
migrer vers plusieurs compartiments naturels comme les sols, les eaux de surfaces, eaux
souterraines ou 1’atmosphere, et d’affecter les organismes y résidant (Dufour, 2017).
1.2. Classification des pesticides
Les pesticides sont classés sur la base de divers critéres. Les critéres les plus couramment
utilisés pour la classification des pesticides sont selon leurs:
1) caractéristiques chimiques ;
2) cibles (Biologique) ;
3) usages ;
4) et enfin les risques (toxicologiques) (Jayaraj et al., 2016).
1.2.1. Selon leurs caracteéristiques chimiques.
Les pesticides sont également classés selon la nature chimique qui est présenté dans le
tableau. 1 (Abubakar et al., 2020). Il existe trois catégories de pesticides :

» inorganiques

» organo-métalliques

» organiques

» Biologique
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Tableau 1. Classification des pesticides selon l'origine (Abubakar et al., 2020)

Classification chimique Sources et exemples

Sources organiques Naturel Phytochimique végétal (huile
essentielle, extraits de plantes, restes de
tourteaux) Synthétique, Produit par synthése
chimique, par exemple pyréthroides,
organophosphates, carbamates,
organochlorés

Sources inorganique Mélange inorganique de sels inorganiques
Bouillie bordelaise Cu (OH) 2.CaS0Oa
Malachite Cu (OH) 2.CaCOset le soufre

Sources organo-métalliques des substances constituées par un complexe
métallique avec le zinc et le manganese et un
anion organique dithiocarbamate par
exemple : le mancozébe (avec le zinc) et le
maneébe (avec le manganése).

Sources biologique Biopesicide (bactéries, virus et champignons)

1.2.2. Selon leurs cibles.

Cette classification se base sur les organismes vivants ciblés (Figure. 1). Plusieurs catégories
de pesticides dont les principales sont distingué comme des insecticides, des fongicides et des
herbicides (Alengebawy et al.,2021).

1.2.2.1. Les insecticides.

Un insecticide est une substance active ou une préparation toxique utilisée pour lutter contre
les parasites qui infectent les plantes cultivées ou pour éliminer les insectes vecteurs de
maladies (Lushchak et al., 2018). Ces composés peuvent étre employés sur le sol pour tuer les
parasites présentent dans le sol ou sur la partie aérienne de la plante. Une grande partie de
I'insecticide appliqué atteint le sol, que ce soit par des utilisations directes au sol ou
indirectement par le ruissellement des feuilles et des tiges des plantes (Tadeo, 2019).

1.2.2.2. Les herbicides.

IIs représentent les pesticides les plus utilisés dans le monde pour toutes cultures confondues.
IIs sont destinés a éliminer les végetaux rentrant en concurrence avec les plantes a protéger en

ralentissant leur croissance. Les herbicides sont connus comme régulateurs de croissance,
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inhibiteurs de la photosynthese, inhibiteurs de la biosynthése des acides aminés et des lipides,
perturbateurs de la membrane cellulaire et inhibiteurs de la biosynthése des pigments
(Lushchak et al.,2018). Ces composés chimiques peuvent étre appliqués a différents stades de
la culture, comme le pré-semis et la pré- ou post-levée, et ces traitements seront utilisés en
fonction de la mauvaise herbe nécessaire a la lutte contre une culture spécifique (Tadeo,
2019).

1.2.2.3. Les fongicides

Ils permettent de combattre la prolifération des maladies de plantes provoquées par des
champignons parasites (mildiou, oidium ...) (Lushchak et al., 2018). Les fongicides peuvent
étre appliqués avant ou apres la récolte pour protéger les céréales, les fruits et les légumes

contre les maladies fongiques (Tadeo, 2019).

Pesticides Classification

Insecticides Herbicides | Fungicides

(0rganochlorines: &5 002 ) rChlurophem:xy compounds: e.g. 2,4-D ) G)Mﬁombamales: eg. Zineb )
e eos =i
Pyrethrids: e, Alethein Triazines: e g, Atrazine Benzonitriles: e.g. Chlorothalonil
Neonicotinoids: e.g. Imidacloprid Phosphonomethyl amino acids: e.3 Chloroalkylthio compounds: e.g. Captan
Phenylpyrazoles: e.g. Fipronil Glyphosate

Qio-insediddesc e.g. Bacillus lhuringi% \ AR\ J)

Figure .1 Classification des pesticides selon le ravageur qu'ils tuent et la composition
chimique (Alengebawy et al., 2021)
1.2.3. Selon leurs usages.

Selon le domaine de leur utilisation on distingue deux grandes catégories de pesticides :

» Les pesticides a usage agricole (produits phytopharmaceutiques) destinés a la
protection des végetaux contre les maladies et contre les organismes nuisibles aux
cultures.

> Les biocides destinés a la protection des eléments de construction, hygiene publique,

ou des animaux domestiques (Bencheikh, 2010).
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1.2.4. Selon risque toxicologique

Les pesticides appelés perturbateurs endocriniens causant des effets nocifs en imitant ou en
antagonisant les hormones naturelles dans le corps ; ainsi I’exposition a faible dose et a long
terme a des effets sur la santé humaine, comme I’immunosuppression, les perturbations
hormonales, et des anomalies de la reproduction et le cancer (Aktar et al., 2009).

2. Le quinolate de cuivre.

Le Quinolate de cuivre, Oxine-cuivre (OxCu) ou 8-quinolinoxyde cuivrigue, est une sorte de
fongicide organique a base de cuivre, un composé chélaté et de petites quantités de 8-
I'nydroxyquinoléine et les ions cuivre qui s'en détachent peuvent stériliser (Wang et al., 2019).
Le cuivre est depuis longtemps connu pour son effet fongicide sur les végétaux, utilisé
particulierement pour la lutte contre le mildiou. La bouillie bordelaise (mélange de sulfate de
cuivre et de chaux) a été, et est encore largement utilisée dans ce but. (Rehman et al., 2019)
Le cuivre est parfois utilisé pour d’autres usages : en complément des engrais sur les sols
tourbeux ou arénacés pauvres et déficients en cuivre, ce qui augment de ce fait le rendement
des collectes. Pour des raisons semblables, le cuivre est donné en complément alimentaire
pour 1’¢élevage des moutons et autres animaux de paturage. (Saleem et al.,2020), et la maladie
tropicale de la bilharziose, qui est également contrdlée en traitant les cours d’eaux et les lacs
infectés avec une solution de sulfate de cuivre.(Mir et al.,2021)

La quinoléine synthétisée et la quinolone dérivée des plantes d'origine font partie des
hétérocycles les plus importants de la quinoléine qui se développent trés rapidement.
L'application agricole et médicale du quinolate (8HQ) a été concue depuis longtemps pour
son activité fongicide et antibactérienne et a été exploitée en fonction de sa capacité a chélater
avec les ions métalliques. La 8HQ est une biomolécule trés intéressante, connue pour sa forte
cytotoxicité et ses propriétés antimicrobiennes et antibactériennes. Il constitue le noyau des
produits antiseptiques, des désinfectants fongicides et des comprimes antipaludiques (Filip,
2009 ; Garcia-Santos et al., 2010 ; Madonna et al., 2010).Ce fongicide est moins toxique pour
les humains, le bétail, les insectes et les micro-organismes du sol (Wang et al., 2019).

2.1. Propriétés physico-chimiques du Quinolate de cuivre.

Les différentes propriétés physico-chimiques du Quinolate de cuivre sont regroupées dans le
Tableau 2.
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Tableau 2. Description et propriétés physico-chimiques du Quinolate de cuivre

Substance

Quinolate de cuivre

Détaills

Formule chimique: C1gH;2,CuN202

Nom chimique: I'oxine-cuivre (bis (quinoléine-8-olato-O, N) cuivre
ou cuivrique 8-quinolinoxyde, CuQ). C’est un dérivé de deux
molécules de 8-hydroxyquinoléine (OHQ) bischélatées avec une
molécule de cuivre

Etat physique : Poudre vert-jaune cristalline

Poids moléculaire: 351.85 g/mol

Formule dévelopée:

[CASRN 10380-28-6]
Point d’ébullition : Se décompose a partir de 270 °C
Densité relative (eau=1) :1.63
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2.2. La toxicité du Quinolate de cuivre.
Tableau 3. Toxicité aigiie du Quinolate de cuivre.

Type d’étude Espéce Résultats commentaire
Voie oral Rat DL50 = 4700mg/kg (M) Toxicité faible
=3900mg/kg (F)
Voie cutanée Rat DL50 = 2000mg/kg Toxicité faible
Inhalation Rat CL 50 = 812mg/m® Pesticides modérément
dangereux

3. Apercu bibliographique sur la plante étudiée.

La présente étude a été réalisée sur une plante aromatique de la famille des solanaceaes ;
Solanum sodomaeum L. Les parties aériennes de cette plante (tiges et feuilles) constituent le
matériel de choix de notre étude.

3.1. Description botanique

* Les noms vernaculaires : les noms le plus connue en Algérie : Apple of Sodom, Pomme de
Sodome, Morelle de Sodome, Morelle de Linné, Morelle de Loth, ces noms sont les plus
populaires dans plusieurs différentes régions.

La morelle de Linné est une plante arbustive vivace, pouvant atteindre jusqu'a 3 métres, mais
généralement bien plus petite. L’ensemble de la plante est trés épineux, branches, feuilles et
calice. Toutes les parties de la plante sont caractéristiques et rendent I'identification plus
facile.

« Feuille : découpée en lobes profonds, elle est fortement épineuse sur les deux faces.

* Fleur : velue puis épineuse, elle a 3 cm de diamétre ; la corolle violette s’étale en lobes et
porte, au centre, une petite pyramide jaune ; cette fleur ressemble beaucoup a celle de la
pomme de terre.

« Fruit : semblable a une petite pomme lisse de 3 cm, il est d'abord vert marbre de blanc puis

jaune et luisant & maturité ; il contient une pulpe gluante remplie de plusieurs graines.
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Figure .2 S. sodomaeum (A). Plante, (B). Feuille, (C). Fruit, (D). Fleur.

3.2. Classification botanique de S. sodomaeum

Tableau 3. Classification botanique de S. sodomaeum (systématique)

Sous régne Eucaryotes
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eu-dicotylédones
Sous classe Asteridae

Ordre Solanales

Famille Solanacées

Genre Solanum

Espece Solanum sodomaeum

3.3. Utilisations Médicinales du S. sodomaeum

3.3.1. Usages traditionnels

Les trois pays du Maghreb utilisent le suc du fruit. Il a la réputation de faire disparaitre les
verrues et d'atténuer les taches pigmentaires. Les fruits étaient employés pour laver le linge en
remplacement du savon). Au Maroc, l'usage de I'infusion est signalé a la fois contre la stérilité
féminine (Bellakhdar,1997) .
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3.3.2. Usages thérapeutiques et propriétés pharmacologiques

Les glycosides, extraits du fruit, sont des triglycosides (solasonine, solamargine), des di- et
mono-glycosides. Tous les glycosides renferment le méme aglycone, la solasodine. Les oses
sont représentés par le rhamnose, le glucose et le galactose. Ces glycosides possedent des
propriétés antinéoplasiques contre une grande variété de cancers humains, aussi bien sur les
cultures cellulaires et tissulaires que sur les cancers terminaux chez 1’animal (Ono et al.,
2009)

En Australie, a partir des alcaloides steroidiques du fruit, des préparations dermiques ont été
mises au point (Cham et al., 1987). Elles ont traite, avec succes, divers cancers cutanes; ceci
valide l'usage traditionnel du suc du fruit, traditionnellement employé en Afrique du Nord,
pour faire disparaitre les verrues.

Les glycosides steroidiques des parties souterraines, testés sur la leucémiemyéloide humaine,
ont développé une activité antiproliférative supérieure a celle du cisplatine .L'activité
antimicrobienne des dérives pyrroliques sur Mycobacterium intracellulare a été démontrée.
Des auteurs marocains ont étudié les glycoalcaloides de la feuille et de la graine. Ils ont mis
en évidence les propriétés molluscicides des extraits vis-a-vis de Bulinustruncatus et
larvicides sur les larves de moustiques du genre Anopheles labranchiae (Kharchoufa et
al.,2021)

3.4. Composition en métabolites secondaires des différentes parties de de S. sodomaeum
Toute la plante renferme des alcaloides steroidiques dont la partie osidique est constituée de
glucose, rhamnose et galactose. Les alcaloides steroidiques sont rattaches au groupe du
spirosolane (solasonine, solamargine). Ce groupe chimique, dont la structure est proche de
celle des saponosides du type diosgenine, est retrouve chez d'autres Solanum. Tous les
glycoalcaloides renferment la solasodine. La Solasonine et la solamargine, présentes a des
concentrations similaires, représentent 67 % des glycoalcaloides extraits. Le fruit mur serait la
partie la plus riche (0,83 %) alors que le fruit immature en contiendrait deux fois moins (0,45
%) (Gallardo et Seca , 2022 ; Mili, 2023).

Consideéres, parfois, comme des « saponosides azotes », ils moussent comme les saponosides.
Leur tensioactivité les rend tres agressifs vis-a-vis des cellules et contribue a leur toxicité.
Deux alcaloides a structure pyrolique (Solsodomine A et B), dont I'existence est signalée,
pour la premiere fois, dans le genre Solanum, ont été mis en évidence dans le suc du fruit frais
(Ceballos-Aguirre et al., 2021)
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La plupart des glycoalcaloides sont présents dans les feuilles en quantités peu importantes:
0,14 %, en glycoalcaloides de la solasodine (Baur et al., 2022) Pour la matiere seche, des
teneurs de solasodine de 0,24 % dans les feuilles et 0,34 % dans les graines sont rapportées
(Gallardo et Seca ., 2022).

3.5. Localisation et présentation du site d’étude de la plante S. Sodomaeum .

Notre échantillon de S. sodomaeum a été récolté en Février 2021 au niveau de la région rurale
. El-Batah de la wilaya d’El-Tarf, durant la période de floraison. (De février a septembre)
(Figure. 3)

L’identification botanique a été faite par Dr. Slimani (Maitre de conférences au département
de biologie, Faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar Annaba) par le biais de la flore

d'Algérie et des régions désertiques meéridionales (Quezel et Santa, 1962- 1963)
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Figure. 3 Localisation géographique du site d’échantillonnage sur le littoral Est Algérien (El-
Tarf)
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1. Introduction

Les céréales et leurs dérivés constituent la principale source de protéines dans de nombreux
pays en voie de développement. Selon I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et
I'agriculture (FAO), la dégradation qualitative et quantitative des produits stockés par les
insectes ravageurs représente 29,6 % de la production mondiale (FAO, 2024).

Les insectes ravageurs sont considérés comme I'un des problémes majeurs de I'agriculture et
sont desormais classes comme une catégorie de risque pour la santé (Dureau, 2020), ou ils
peuvent étre des vecteurs d'agents pathogenes (White et al., 2014; Govindarajan et Rajeswary,
2015).

La pyrale méditerranéenne de la farine, Ephestia kuehniella est 1’une des principaux ravageurs
des minoteries industrielles des climats tempérés. Ses larves ciblent principalement les
aliments stockes tels que la farine, les céréales (riz, mais et blé), la semoule, les pates et
occasionnellement les fruits secs comme les raisins secs ...etc (Taffar et al., 2021 ; Bendjedid
et al., 2021). La présence de ces larves diminue la qualité des produits stockées et provoque
des pertes (Kurtulus et al., 2020; Hansen et Jensen, 2002) par la prolifération de moisissures
et la production de mycotoxines qui présentent des risques pour la santé des consommateurs
(Abeledo et al., 2008).

La connaissance des mécanismes qui contrélent la reproduction ou le développement de ces
insectes presente donc a la fois un intérét fondamental et un intérét économique des plus
importants. Ainsi, le passage d'un stade a l'autre, la mue, la métamorphose et la reproduction
sont régulés par deux hormones majeures : les ecdystéroides et I'hormone juvénile (Bakli et
al., 2016). Le développement post embryonnaire des insectes est caractérisé par des mues
successives permettant la croissance de I’animal (Kirane-Amrani et al., 2018). Lors de ces
mues, plusieurs changements physiologiques et morphologiques s’effectuent. Chez les
holométaboles, groupe des insectes a métamorphose complete, le nombre des mues au cours
de leur développement post-embryonnaire varie selon la famille. Ces insectes passent par
quatre phénotypes différents ; qui sont I’oeuf, la larve, la nymphe (chrysalide) ou bien la pupe
puis I’adulte.

De nombreux moyens ont été consacrés pour prévenir les pertes dans les stocks, parmi
lesquels la lutte chimique est 1’usage des pesticides de synthése (Casida et Durkin, 2013).

En effet, I'utilisation de pesticides fait désormais partie intégrante des pratiques agricoles

modernes et constitue un élément majeur pour atteindre des niveaux de production
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économiquement durables en respectant les normes nécessaires, tout en gérant efficacement
les mauvaises herbes, les insectes nuisibles et les infections fongiques (Samuel et al., 2012).
La connaissance des propriétés fongicides et insecticides de certains composés minéraux
comme le soufre, le cuivre et l'arsenic existe depuis une période considérable (Calvet et al.,
2005). Ces composés étaient utilisés par les Grecs et les Romains dans 1’ Antiquité pour lutter
contre les ravageurs qui affectent les cultures.

L'Oxine-Cuivre (Ox-Cu) est un fongicide organique, qui peut controler la plupart des
maladies bactériennes et certaines maladies fongiques. C’est un composé chélate, et de petites
quantités de 8-Hydroxyquinoléine et d'ions cuivre (Wang et al.,2019). La 8-Hydroxyquinoline
(8HQ) est une petite molécule plane avec un effet lipophile et une capacité de chélation des
métaux. En conséquence, 8HQ et ses dérivés detiennent des propriétés medicinales
antiseptiques telles que des activités antioxydantes, antimicrobiennes. Elles peuvent étre
également utilisées comme, herbicides et fumigants (Schoffer et al., 2020; Vivekanandhan et
al., 2021). Des études récentes ont montré que le cuivre a produit une forte efficacité
insecticide pour lutter contre Galleria mellonella: Lépidopteres (Sezer Tuncsoy et al., 2019)
Tribolium castaneum: Coléopteéres (El-Saadony et al ., 2020) Triticum aestivum : blé tendre (
Badawy et al., 2021). L'excés de cuivre a un impact sur le systéme nerveux des insectes
(Frasco et al., 2005) et peut inhiber I'activité de l'acétylcholinestérase (AChE), une enzyme
clé du systéeme nerveux pour la transmission des signaux (Kim et al., 2013; Boukadida et al.,
2022). Le cuivre est connu aussi pour affecter I'olfaction et le comportement anti-prédateur
chez une variété d'insectes (Engdahl et al., 2017). En outre, I'exposition parentale a long terme
au cuivre peut avoir des effets toxiques sur la progéniture (Rumrill et al., 2016) et nuire aux
organismes aux niveaux physiologique et biochimique (Amer et al., 2021).

Du fait des conséquences néfastes du contréle chimique sur I'environnement et sur I'nomme,
qui se traduit par des phénomeénes de résistances (EI Sayed et Donelson, 1997; Ishaaya et
Horowitz, 1998) et la contamination par les résidus persistants, le contréle biologique vient
d'étre intégré afin de lutter contre les ravageurs d’ou la nécessité d’explorer et de développer
des pesticides naturels, motivée par des considerations économiques, sociales et
environnementales (Pavela, 2018). Il existe de nombreuses formes de lutte biologique, mais
ce qui retient actuellement I'attention des chercheurs, c'est la lutte biologique par l'utilisation
de substances naturelles d'origine végétale comme pesticides (Joutei, 2010; Campos et al.,
2018). De plus, les composes d'origine végetale contiennent une variété de métabolites

secondaires, notamment des alcaloides phénoliques et des terpénoides qui sont trés toxiques
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pour les insectes nuisibles (Martinez et al., 2017; Campos et al., 2018). D’autant plus que les
pesticides botaniques sont actuellement reconnus comme biodégradables, sélectifs,
respectueux de I'environnement ; moins toxiques pour les organismes non vises (Hamel et al.,
2020; Hossain et al., 2022).
La flore algérienne contient 3000 espéces végétales appartenant a plusieurs familles végétales,
dont 15% sont endémiques, mais encore peu étudiées tant au niveau phytochimique que pour
leurs propriétés insecticides et leur efficacité intrinseque. (Ayad, 2008). Parmi ces plantes, la
Solanum sodomaeum L qui a fait ’objet de notre étude. Cette plante appartient a la famille
des solanaceaes qui est I’'une des plus grandes familles, avec prés d’une centaine de genres et
comprenant plus de 2500 especes. La famille des solanaceae comprend de nombreuses
especes importantes pour I'homme en tant que cultures agricoles diverses et comme
traitements médicinaux (Abubakar et al ., 2016 ).
S. sodomeaum est connue par son utilisation dans divers domaines a savoir alimentaire,
medicinal et pharmaceutique (Marchoux et al., 2008) et méme comme conservateurs dans les
formulations cosmétiques. Les études sur les composes phénoliques du Solanum sont trés
rares. Dans une étude menée par Ouerghemmi et al. (2017); il a été constaté que la
composition phénolique du fruit de S. sodomaeum varie en fonction du stade de maturation et
de l'organe spécifique étudié, comme les graines, la peau ou le fruit entier. Les extraits de
plantes, qu'ils soient sous forme aqueuse ou d'huiles essentielles, contiennent des substances
toxiques qui peuvent agir efficacement comme des biopesticides (Aouati, 2016). Ces extraits
constituent une source précieuse de molécules naturelles au potentiel important dans la lutte
contre les insectes et autres parasites végétaux et animaux (Guettal et al., 2020 ; Bendjedid et
al., 2021). Des études récentes ont montré que ’extrait aqueux des feuilles et des fruits de S.
sodomaeum possede une activité larvicide intéressante pour lutter contre des larves de Culex
pipiens et Culex longiareolata: Diptéres (Belkhiri et al., 2023).
Dans ce travail nous avons évalué la toxicité de deux molécules, le Quinolate de cuivre (
produit chimique) et 1’extrait aqueux de la plante S. sodomaeum sur les chrysalides d’ E.
kuehniella , cette toxicite est suivie par une étude sur développement .
Par la suite :

> Evaluer les effets sublétaux et Iétaux (DLs et DLso) de deux molécules sur la durée

du développement nymphal, les types morphologiques induits, et sur 1’évolution

pondérale de chrysalides ;
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> FEtude de I’effet des deux molécules le pesticide chimiques (Quinolate 15%) et le bio-
pesticides 1’extrait aqueux de la plante S. sodomaeum sur le potentiel reproducteur ;

» Aborde I’aspect quantitatif des métabolites dans I’ovaire au stade adulte ;
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation du matériel animal.

Ephestia kuehniella Zeller. insecte |épidoptere appartenant a la famille des Pyralidae, est une
créature nocturne qui subit une métamorphose complete. On la trouve dans les régions
tempérées et méditerranéennes (Balachowsky, 1972). Cette espéce, communément connue
sous le nom de « teigne de la farine », est présente partout dans le monde et infeste
principalement la farine, les céréales (comme le blé, le mais et le riz). , semoule, flocons
d'avoine, pates et fruits secs. (Sedlacek et al., 1995 ; Tarlack et al., 2014). Par ailleurs, il
convient de noter que cet insecte est une source allergene, connue pour déclencher de I'asthme
et des rhinites (Bataille et al., 1995 ; Cipola et al., 1996 ; Yezli, 2014). Le développement
d’E. kuehniella est fortement influencé par des facteurs environnementaux, notamment la

température, I'humidité et la disponibilité de la nourriture (Figure. 4).

a3

Figure. 4 E. kuehniella (1879) (x5)

La taxonomie de la pyrale E. kuehniella se base essentiellement sur les critéres
morphologiques des adultes selon le Centre National d'Information sur la Biotechnologie «
NCBI » (2018). Sa systematique est présentée comme suit : (Tableau. 5).

Tableau 5. La position systématique d’E. kuehniella

Regne Animalia

Embranchement Arthropoda

Classe Insecta

Sous classe Pterygota

Super ordre Endopterygota

Ordre Lepidoptera Famille Pyralidae
Genre Ephestia

Espece Ephestia kuehniella (Zeller, 1879)
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2.1.1. Cycle de vie d’E. kuehniella.

L'espece E. kuehniella présente un gonochorisme, ce qui signifie qu'elle a des individus males
et femelles distincts. Une fois qu’ils atteignent 1’age adulte, 1’accouplement commence
rapidement. La femelle possede la capacité de pondre environ 350 + 50 ceufs, qui adhérent a
différents types d'aliments grace a l'utilisation d'une sécrétion collante. La distinction entre
males et femelles devient difficile une fois qu’ils atteignent 1’age adulte, mais cela devient
évident au stade larvaire. L'identification du sexe est marquée par l'existence de deux points
noirs discernables sur la face supérieure du corps, visibles a travers la couche externe et

représentant la présence de testicules. (Figure. 5).

Figure. 5 Distinction entre les deux sexes: male et femelle d’E. kuehniella (x8).

Le cycle complet de développement d'E. kuehniella s'étend sur environ 75 jours lorsqu'il est
soumis a une température constante de (27°+1°C) (Pakyari et al., 2018) et une humidité
relative de 70 % (Vieira et al., 1992). Ce cycle de vie peut étre divisé en quatre étapes

distinctes : ceuf, larve ou chenille, nymphe ou chrysalide et adulte ou imago (Figure. 6).
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Adulte (x2,5)
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Figure. 6 Cycle de développement d’E. kuehniella a 27°C.
L’ceuf : I'ccuf nouvellement pondus d’E.kuehniella est elliptigue de couleur blanche et
brillante (Figure. 7), il est de forme ovoide, sa durée d'incubation est de 3 a 14 jours en
rapport avec la température. Il mesure 500-550 pum de long par 290-327um de large (Khebbeb
et al., 2008 ;Yezli-Touiker et al., 2016). Son poids est 0,023 mg. Les ceufs éclosent en 96
heures a 30 °C et 73% d'humidité relative (Brindley, 1930).

Figure. 7 Les ocufs d’E.kuehniella (x35)

La larve : La larve, affichant une teinte blanc rosé, progresse a travers une série de cing

phases larvaires distinctes. Mesurant initialement de 1 a 1,5 mm de longueur, il atteint
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finalement une taille finale de 15 a 20 mm apres avoir subi six mues. Au cours de ce
processus de croissance, les larves sont capables de parcourir des distances allant jusqu'a 400
mm. Il est intéressant de noter qu’a mesure qu’elles approchent de la fin de leur
développement, les larves du stade final se détachent de leur source de subsistance. Ils
commencent ensuite le processus de pupaison en construisant une enveloppe en soie appelée «
nymphe » ou « cocon ». Au sein de cette enceinte protectrice, elles subissent une
transformation pendant une période de 8 a 12 jours pour finalement émerger sous forme de
chrysalides (Taibi, 2007 ; Kirane -Amrani et al., 2018).

Figure. 8 Evolution des stades larvaires d’E. kuehniella (x12)

La chrysalide ou nymphe : Apres le stade larvaire final, un processus de transformation a
lieu au cours duquel la larve mue et émerge sous la forme d'une chrysalide ou d'une nymphe.
Initialement, les nymphes affichent une teinte vert pale, qui s'approfondit progressivement a
mesure qu'elles mdrissent, pour finalement prendre une coloration brun rougeatre le dernier
jour de développement. Enfermées dans un cocon de soie blanche, ces nymphes regoivent une
nourriture essentielle. Au stade de la chrysalide, caractérisé par I'immobilité, la métamorphose
s'effectue par mue ; apres une période de développement nymphal qui dure généralement

entre 8 et 12 jours, la chrysalide se transforme en adulte (Delhoum, 2016). (Figure. 9)

b,

Figure. 9 Evolution des chrysalides durant le stade nymphal d’E. kuehniella (x14)
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L’adulte : La transformation finale de la chrysalide se produit par une mue imaginaire,
aboutissant a la création d'un papillon .Un papillon mesurant 20 a 25 mm d’envergure et
de couleur grise. Il est formé par deux paires d’ailes, les ailes antérieures, d'une teinte
grise ornée de points noirs, et les ailes postérieures, qui sont frangées d'un fin bord
blanc. Une fois que la femelle adulte s'est accouplée, elle pond ses ceufs peu de temps
aprés son émergence, généralement quelques heures plus tard. Les ceufs, au nombre de
200 a 300, sont de forme elliptique et possédent un aspect blanc immaculé (Figure. 10).
Le but principal de la vie adulte du papillon est la reproduction. Dans le cas d'E.
Kuehniella les males périssent généralement quelques jours apres I'accouplement, tandis
que les femelles finissent aprés avoir pondu leurs ceufs (Bouzeraa et Soltani-Mazouni,
2014).

Figure. 10 Adulte d’E. kuehniella (x4)
2.2. Elevage au laboratoire.

L’élevage d'E. kuehniella est réalisé au laboratoire implique le maintien d'une température de
25 °C et d'une humidité relative de 80 % (Payne, 1966 ; Soltani et al,. 2012). Pour lancer le
processus de sélection, les individus d'E. kuehniella sont placés dans des boites en plastique
scellées remplies de farine. Les larves du dernier stade qui se rassemblent a la surface du
maillage sont ensuite triées en fonction de leur sexe. Les larves femelles sont transférées dans
des boites en plastique contenant de la farine et du papier plissé, ou elles subissent la
pupaison. Le processus d'élevage est étroitement surveillé quotidiennement et seules les pupes

fraichement mues (agées de 0 jour) sont sélectionnées pour étre utilisées dans I'expérience.

=

Figure. 11 Elevage au laboratoire
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2.3. Préparation de I’extrait aqueux de S. sodomaeum.

Aprées avoir lavé les parties aériennes de la plante avec de 1’eau distillée, elles ont été laissées
sécher a température ambiante, a 1’abri de la lumicre et de ’humidité. Ensuite, les picces
séchées ont été broyeées et stockées dans des récipients en verre. Pour créer la solution mére
initiale, 10 g de matiére végétale ont été¢ combinés avec 100 ml d’eau distillée préalablement
bouillie, en laissant refroidir pendant 30 minutes. Le mélange résultant a ensuite éte filtré en
utilisant du papier filtre Whatman de 1 mm. Les filtrats obtenus a partir de ce processus ont
servi de point de départ pour créer différentes concentrations, qui seraient utilisées dans
diverses expériences de toxicite.

2.3.1. Préparation de I’extrait aqueux lyophilisé de S. sodomaeum.

L’extrait de la plante a été filtré, congelé et lyophilisé dans un lyophilisateur. La poudre
lyophilisée a été stocké a 4° C jusqu'a I'analyse.

- Calcul du rendement

Le rendement de I'infusé a éte calculé par la formule suivante

R (%) = (M/M0) x 100

Awec: R (%) : Eendement exprime en %o |
M : Mazses-en gramime de Uextrait sec résultant |

MO : Mazse en gramme du matériel végétal a traiter.

2.3.2. Etude de la composition chimique de S. sodomaeum.

» Dosage des phénols totaux
Pour déterminer la teneur totale en polyphénols, nous avons utilisé le réactif de Folin-
Ciocalteu, en suivant la méthode colorimétrique décrite par Li et al. (2007)
Dans des conditions identiques, une courbe d'étalonnage est réalisée simultanément en
utilisant I'acide gallique comme étalon a différentes concentrations

Expression des résultats :

La concentration de polyphénols totaux a €té déterminée en utilisant la gamme d'étalonnage
de I'acide gallique (0-200 pg/ml) comme étalon, en suivant les mémes conditions et étapes de
test. Les résultats sont exprimés en milligrammes (mg) d'équivalent acide gallique par

gramme d'extrait (mg d'EAG/g d'extrait).
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Figure. 12 Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
» Dosage des flavonoides totaux
Afin d'évaluer la teneur globale en flavonoides de chaque extrait, une méthode colorimétrique
utilisant un réactif au chlorure d'aluminium (AICI3) est utilisée. Le réactif AICI3 interagit
avec les flavonoides, entrainant la formation d'un complexe qui présente sa plus forte
absorption a 430 nm, comme établi par Djeridane et al. (2006)

Expression des résultats :

Pour déterminer la quantité de flavonoides présents, une courbe d’étalonnage linéaire (y = ax
+ b) a été utilisée, la quercétine servant d’étalon. Différentes concentrations de quercétine ont
été examinées dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentration de la quercétine en pg/ml

absorbance a 430 nm

Figure. 13 Courbe d’étalonnage de la quercétine
» Dosage des tanins condensés
Pour déterminer les niveaux de tanins condensés, les chercheurs utilisent la méthode FeCls,
décrite par Heimler et al.(2006)
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Expression des résultats :

Pour évaluer la teneur en tanins des extraits, une plage d’étalonnage est créée en utilisant la
catechine comme reférence (Figure 4). Cette mesure est ensuite quantifiée en milligrammes

d'équivalents catéchine par gramme de poids sec de I'extrait (mg CE/g d'extrait sec)

Absorbance a 550 nm
o o o Ll
A OO 0L, N B
| | | | | J
¢

o
N
1

o

0 20 40 60 80 100 120
Concentration de la catéchine en pg/ml

Figure. 14 Courbe d’étalonnage de la catéchine
2.4 Traitement et Bio essais.
Le Quinolate de cuivre (CuQ) et I’extrait aqueux de S. sodomaeum (SSE) ont été dilués dans
I’eau distillé et administrés, in vivo, par application topique (2ul) sur la face ventrale de
I’abdomen des chrysalides nouvellement exuviées (<8h) d’E.kuehniella a 1’aide d’une
micropipette .Les chrysalides traitées et témoins sont ensuite déposées dans des boites de
Pétri, puis conservées dans une étuve a 27°C.
2.4.1. Essais toxicologiques.
Les essais toxicologiques ont permis d’évaluer 1’activité toxique de CuQ et de SSE, pour
déterminer a partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles la dose létales 25
(DLys) et la dose létale 50 (DLsp).

Différentes doses de la poudre de (CuQ) et de I’extrait (SSE) ont été diluée dans 1’eau distillé
(1,2,5,5,10, 20 pg/2ul). Les doses ont été administré in vivo, par application topique a 2yl
chez les chrysalides femelles nouvellement exuvié¢es d’E .kuehniella (<8h) sur la face ventrale
de I’abdomen a 1’aide d’une micropipette .Pour chaque dose, 5 répétitions ont été réalisées,
chacune comporte 20 chrysalides, une série témoin est conduite en paralléle et les individus
ne recoivent aucun traitement. La détermination du taux de mortalités a été faite durant tout le
stade nymphal (environ 12 jours) pour les séries traitées et non traitées. Afin de tenir compte
de la mortalité naturelle et d'évaluer avec précision la toxicité du (CuQ) et de I'extrait (SSE),
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les pourcentages d'inhibition observés sont ajustés a l'aide de la formule d'Abbott (1925) et

analysés par analyse probit.

Les tableaux de Bliss (1938), référencés par Fisher et Yates , (1957), fournissent une
transformation angulaire pour les pourcentages d'inhibitions corrigées. Ces valeurs
transformées sont ensuite soumises a une analyse de variance, utilisant un critéere de
classification permettant la classification des doses via le test Tukey HSD. Le but de cette
analyse est d’évaluer I’impact de I’insecticide. De plus, un modéle de régression non linéaire
est utilisé pour exprimer le pourcentage d'inhibition corrigé en fonction du logarithme de la
dose. Ce modele de régression permet d'estimer les doses DLs et DLso pour l'inhibition de la
mue chez les adultes, ainsi que leurs intervalles de confiance correspondants (IC a 95 %),
ainsi que le Hill Slope.

La détermination des concentrations dose létale a 25% (DL s) et a dose létale a 50% (DLsg) a
été faite grace a un logiciel Graph pad prism 9.

2.4.2. Mesure des parametres du développement.

L’extrait (SSE) et le (CuQ) ont été utilisés par application topique sur des chrysalides
nouvellement exuviée a leur dose d’inhibition 25 (DLs) et 50 (DLsp).

Plusieurs parametres du développement ont été estimés suite a I’application de ’extrait (SSE)

et le (CuQ) a savoir :
2.4.2.1. Durée du développement du stade nymphal.

Pour évaluer le temps nécessaire au développement du stade nymphal dans les groupes témoin
et traité (DLs et DLsp), nous avons effectué des observations réguliéres des pupes toutes les 4
heures jusqu'a I'émergence des adultes. Afin de garantir I'exactitude, nous avons effectué 6
répétitions de 20 insectes chacune pour les deux séries, toutes gardées dans les mémes

conditions d'élevage que celles mentionnées précédemment.
2.4.2.2. Détermination des différents types morphogénétiques

Durant le développement nymphal, 1’insecte immobile est mis sous observation jusqu'a
I’émergence adulte pendant laquelle toute apparition anormale a été signalée.
L’expérimentation a été faite sur 20 individus comparés a des témoins. Le taux de formation
morphogénétique et la durée de leur développement nymphal ont été déterminés.
2.4.2.3.Evolution pondérale des chrysalides

Tout au long du stade nymphal (0, 1, 3, 7 et 9 jours), la croissance pondérale d'E. kuehniella a

été évaluée a l'aide d'une balance de précision (Sartorius, Allemagne) pour les séries témoins
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et traitées a l'extrait (SSE) et (CuQ) aux doses d'inhibition DL,s et DLs, avec 20 insectes
utilisés pour chaque ensemble expérimental.
2.4.3. Détermination du potentiel reproducteur
Aprés avoir subi le traitement, les femmes adultes qui ont réussi a sortir des groupes témoin et
traité ont été jumelées a des hommes adultes témoins nouvellement émergés. Ces paires ont
été divisees en trois catégories en fonction du type de traitement recu : SSE, CuQ aux doses
(DL3s) et (DLsp). Tous les couples ont éte placés dans des boites de Pétri pour une observation
plus approfondie.
e Dans le premier couple, nous avons un couple composé d’une femelle témoin et d’un
male témoin.
e Dans la deuxiéme paire, nous avons une femelle qui a subi une DLy couplée a un
male témoin.
e Enfin, dans le troisieme couple, nous avons une femelle ayant subi une DLs, couplée a
un méle témoin.
Pour suivre leur évolution, les boites de Petri étiquetées avec la date de traitement sont
placées dans une étuve réglée a une température de 27°C, permettant un suivi quotidien de
leur évolution. L'accouplement, qui désigne la rencontre du male et de la femelle, a lieu peu
de temps apres leur émergence. Une fois la période de ponte terminée, la femelle décéde
généralement. Pour chacun des cing parameétres, dix répétitions ont été effectuées et les

résultats ont ensuite été comparés aux controles.
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2.5. Effet sur les métabolites des femelles adultes d’E. Kuehniella

L’effet différé du CuQ et SSE, a été évalué sur les métabolites (glucides, lipides et protéines)

des femelles adultes d’E. Kuehniella Le dosage des métabolites a été réalise sur les ovaires

des adultes traitées a deux doses (DLs et DLsp).

2.5.1. Dissection et Prélevement des ovaires :

Sous une loupe binoculaire, les adultes traités et témoins sont soigneusement examines.

L'estomac est fixé a l'aide d'une aiguille sur une boite en paraffine. Des micro-ciseaux sont

ensuite utilisés pour couper délicatement les pattes et les ailes. Ensuite, ’abdomen est

soigneusement disséqué et I’ovaire est extrait a I’aide de pinces. L'ovaire extrait est ensuite

placé dans des tubes Eppendorf remplis de 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 20 % pour

extraire les métabolites. Ces tubes sont ensuite conservés au congélateur jusqu'au jour du

dosage.

2.5.2. Extraction des differents métabolites des ovaires.
La methode utilisée pour extraire les métabolites des ovaires de la femelle adulte E.
Kuehniella a suivi la procédure décrite par Shibko et al. (1966). Les ovaires ont été collectés
et conservés dans 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 20%. Aprés avoir subi un broyage
par ultrasons et une centrifugation ultérieure a 5 000 tr/min pendant 10 minutes, le surnageant
résultant | a été obtenu pour I'analyse des glucides. Le culot | restant a ensuite été mélangés
avec 1 ml d'un mélange eéther/chloroforme (1:1) et soumis a un deuxiéme cycle de

centrifugation a 5 000 tr/min pendant 10 minutes. Cela a permis de récupérer le surnageant Il,
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qui a été utilisé pour la détermination des lipides. Le culot Il a été remis en suspension dans 1

ml d'eau distillée afin d'estimer la teneur totale en protéines.

Adulte d EK

y

1ml de TCA a (20%)

y

Brovyage

y

Centrifugation (5000 trs/mn,

!

Surnageant I

'

Aliquote (100ul)

¥

Anthrone (4 ml)

¥

Chauffer 80°C

| 1

Culot I

y

1 ml éther/ chloroforme

y

Centrifugation (5000
trs/mn, 10 mn)

=
Duchateau & Florkin,(1959) E

| |}
(10 mn) Surnageant 11 Culot IT
v v
Aliquote 1 ml NaOH(0.1N)
v A/
Evaporation totale Agitation
v
1 ml d’acide Dosage aliquote
sulfurique
(100 uh
y 4
Agitation Agitation
v
10 mn au bain de sable
v
Glucides Dosage aliquote (200ul) ul) Protéines

Bradford, (1976)

Goldsworthy et al. (1972)

Figure. 15 Méthodes d'extraction (Shibko et al., 1966) et dosage des principaux constituants
biochimiques (glucides, lipides, protéines.)
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> Dosage de protéines totales

Le dosage des protéines est effectué, selon la méthode de Bradford (1976),

La quantité¢ de protéines est calculée a 1’aide de la droite de régression issue d’une gamme
d'étalonnage (Tableau. 6), réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf
(BSA) 1 mg/1ml d’eau distillée.

Tableau 6. Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumine (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

> Dosage des glucides :
Pour analyser la teneur en glucides, la méthode décrite par Duchateau et Florkin, (1959) a été
utilisée.
La quantité de glucides est déterminée en utilisant la droite de régression dérivée de la gamme
d'étalonnage (Tableau. 7), qui a été établie en utilisant une solution mére de glucose de 1
mg/1 ml d'eau distillée.
Tableau 7. Réalisation de la gamme d'étalonnage des glucides.

Tubes 1 2 3 4 5 6 ‘

Solution mére de glucose (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

» Dosage des lipides totaux.
La méthode de Goldsworthy et al. (1972) ont été utilises pour déterminer les lipides totaux.

(Tableau. 8)

Tableau 8. Réalisation de la gamme d'étalonnage des lipides.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100

Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
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2.6. Analyse statistique.

La moyenne et I'écart type pour chaque groupe expérimental (m + sd) ont été utilisés pour
représenter les résultats obtenus. Des methodes statistiques telles que la régression non
linéaire, le test « t » de Student (p < 5 %), 1'analyse de variance (un et deux critéres de
classification) ou le test HSD (Honest Significant Difference) de Tukey ont été utilisées pour
identifier les différences entre les échantillons et les classer en fonction. sur leurs effets
(classification des doses). GraphPad Prism version 9.0 pour Windows XP a été utilisé comme
logiciel d'analyse des données et de traitement statistique pour effectuer les analyses
statistiqgues. En utilisant une régression non linéaire, la relation entre le pourcentage
d'inhibition corrigé et le logarithme de la dose a été exprimée, permettant d'estimer les doses
d'inhibition DL s et DLsp).
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3. RESULTATS.

3.1. Etudes phytochimique de ’extrait aqueux de S. sodomaeum.

Le criblage (screening) phytochimique réalisé a I’aide de réactions de caractérisation révéle la
richesse de notre plante en métabolites secondaires. Les tests ont montré que les polyphénols,
les flavonoides, et les tannins catéchiques sont présent en grande quantité. L’analyse
quantitative réalisee par spectrophotométrie a révelé des teneurs appréciables en polyphénols
(89,2842,310 ng EAC/mg d’extrait), en flavonoides (24,30+2,009 ug EQ/mg d’extrait) et en
tannins (4,22+ 0,416pg EQ/mg d’extrait) de 1’extrait de SSE.

odomaeum.

3.2. Etude toxicologique

3.2.1. Toxicité du (CuQ) sur P’inhibition de ’exuviation adulte.

La toxicité a été testée par application topique du (CuQ) a différentes doses (1, 2,5, 5, 10,
20 pg/2ul) sur des chrysalides nouvellement exuviées d’E. kuehniella. L’inhibition de
I’exuviation a été relevée lors de I’émergence des adultes. Les doses, correspondant a 25 et 50
% de I’inhibition de 1’exuviation adulte (DLys et DLsp), caractérisant la toxicité du CuQ, ont
été déterminées. L’inhibition de la mue adulte observee a été enregistrée et repreésentée en
pourcentage (Tableau .9).

L’inhibition de la mue adulte, de 1’ordre de 443,65 % chez les témoins (inhibition naturelle)
augmente chez les séries traitées significativement avec une relation dose réponse ; tandis que
chez les traitées 1’inhibition varie de 18,66+5,57 % pour la dose la plus faible (1pg/insecte), a

90,66+3,65 % avec la dose la plus ¢élevée (20pg/insecte).
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Tableau 9. Effet du CuQ (ug/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale d’E. kuehniella sur d’inhibition observée de 1’exuviation adulte (%).
(m % sd ; n= 5 répétitions comportant chacune 20 individus).

Series Témoin 1 pg/2ul 2,5 pg/2ul 5 pg/2ul 10 pg/2pul - 20 pg/2pul

Répétitions

R1 560

R2 6,66 13,33 53,33 66,66 80 86,66

R3 0 20 46,66 66,66 100 93,33

6,66 20 53,33 60 73,33 93,33

0 el et 46,66 66,66 66,66 80

4+3,65 18,66+5,57 444596  61,33+5,57 77,33+3,65 90,66+3,65

Les pourcentages d’inhibition observées, chez les séries traitées, ont été corrigées par la
formule d’Abbott (1925) afin d’éliminer le pourcentage d’inhibition naturelle. (Tableau. 10).
Le pourcentage d’inhibition corrigé varie de 15,27+5,81 %, a la dose 1a plus faible (1 pg/2pl)
et de 90,27+3,80 %, a la dose la plus élevée (20 pg/2ul). L analyse statistique des résultats,
révéle une relation dose réponse avec une différence hautement significative (p < 0,0001***),
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Tableau 10. Effet du CuQ (pg/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella sur d’inhibition corrigée de 1’exuviation
adulte (%). (m £ sd ; n=5 répétitions comportant chacune 20 individus).

Séries 1 pg/2ul 2,5 ug/2ul | 5 pg/2ul 10 pg/2ul - 20 pg/2ul

Répétitions

R1 9,72

58,33 93,05

72,22

51,38

R2 9,72 37,5 58,33 79,16 93,05

R3 16,66 37,5 65,27 79,16 86,11

23,61 37,5 65,27 72,22 93,05

16,66 44,44 51,38 79,16 86,11

15,27+5,81 41,66+6,21 59,72+5,81 76,38+3,80 90,27+3,80

Le classement des doses par le test HSD de Tukey en fonction des pourcentages de
I’inhibition corrigée permet de classer les doses en 5 groupes

L'analyse statistique révele un effet dose significatif (F 4, 20= 160,4; p < 0,0001) et le test
HSD de Tukey a montré une augmentation significative de la mortalité avec des doses
croissantes, différentes lettres minuscules indiquaient une différence significative entre
I'inhibition corrigée (p < 0,0001) (Tableau. 11)

Tableau 11. Effets du CuQ administrée, in vivo, par application topique a 1’exuviation
nymphale des femelles d’E kuehniella : Analyse de la variance a un critére de classification
des données transformées. (m = sd; n = 5 répétitions de 20 individus chacune).

Source de variation SCE ddl CM Fobs P
160,4 <0,0001***

Traitement 4333

Erreur résiduelle 540,1 20 27,01
Total 17870 24
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La régression non linéaire a permis d’obtenir la courbe dose-réponse chez les chrysalides d’E.
kuehniella ; cette courbe, exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en fonction du
logarithme de la dose du CuQ présente un coefficient de détermination élevé (R2=0.98) ce qui
révele D'existence d’une liaison trés forte entre le pourcentage d’inhibition corrigée et le
logarithme de la dose testée. La DLys et la DLsg et leur intervalle de confiance ont été
également déterminés a partir de cette courbe les DL s et DLsg sont de ’ordre de 1,5758 ug
[1,329 -1,866] et 4,0395ug [3,405 - 4,789] respectivement .

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

R =0,9805

inhibition corrigée %

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Log dose (pg/2ul)

Figure. 16 Effets du CuQ administré, in vivo, par application topique a 1’exuviation nymphale
d’E. kuehniella : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en
fonction du logarithme de la dose testée (pug/2ul).

3.2.2. Toxicité de I’extrait aqueux de S .sodomaeum (SSE) sur I’inhibition de I’exuviation
adulte.

Apres un test de screening, différentes concentrations de 1’extrait aqueux de (SSE) ont été
appliquées sur des chrysalides nouvellement exuviées d’E. kuehniella par application topique
1, 25,5, 10, 20 pg/l2ul) afin d’estimer son activité insecticide sur la mortalité des
chrysalides nouvellement exuviées d’E. kuehniella, les calculs des doses d’inhibition 25 et 50
(DL2s et DLsg) déterminent I’effet toxique par 1’inhibition de I’exuviation adulte dont les
pourcentages sont précisés dans le Tableau.12. L’inhibition de la mue adulte chez les
témoins, de I'ordre de 443,65 % (Inhibition naturelle) augmente, chez les séries traitées
significativement avec une relation dose réponse ; ainsi, il est noté, pour la dose la plus

¢levée, un pourcentage d’inhibition observée de 89,334+5,96 %.
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Tableau 12. Effet du SSE (ug/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale d’E. kuehniella sur d’inhibition observée de I’exuviation adulte (%).
(m % sd ; n= 5 répétitions comportant chacune 20 individus).

Séries Témoin 1 pg/2ul 2,5 pg/2ul 5 pg/2ul 10 pg/2pul - 20 pg/2pul

Répétitions

R1 53,33

R2 6,66 13,33 53,33 66,66 80 86,66

R3 0 20 46,66 66,66 ggide 93,33

6,66 20 53,33 60 73,33 93,33

0 13,33 46,66 66,66 66,66 80

4+3,65 17,33+3,65 50,66+3,65 64+3,65 78,66+9,88 89,33+5,96

Les résultats obtenus montrent clairement les propriétés bio-insecticides de cet extrait,
puisque les taux corrigés d’inhibition de I’exuviation adulte augmentent significativement en
fonction des doses testées, par rapport aux témoins (p < 0,0001***) (Tableau. 13). Les
pourcentages de mortalités corrigées de 1’ordre de 13,88+3,80 % pour la dose la plus faible (1

pg) augmentent graduellement et sont de 88,88+6,21 %pour la dose la plus élevée (20 pg).
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Tableau 13. Effet du SSE (pg/insecte) administré, in vivo, par application topique a
I’exuviation nymphale des femelles d’E. kuehniella sur d’inhibition corrigée de 1’exuviation
adulte (%). (m £ sd ; n=5 répétitions comportant chacune 20 individus).

Séries 1 pg/2ul 2,5 ug/2pl 5 pg/2ul 10 pg/2pl 20 pg/2ul

Répétitions

R1 16,66

51,38 58,33 79,16 93,05

R2 9,72 51,38 65,27 79,16 86,11
R3 16,66 44,44 65,27 93,05 93,05
16,66 51,38 58,33 72,22 93,05
9,722 44,44 65,27 65,27 79,16

13,88+3,80 48,61+3,80 62,5+3,80 77,77+10,30 88,88+6,21

Tableau 14. Effets de SSE administrée, in vivo, par application topique a 1’exuviation
nymphale des femelles d’E kuehniella : Analyse de la variance a un critére de classification
des données transformées. (m + sd; n = 5 répétitions de 20 individus chacune).

Source de variation SCE ddl CM Fobs P

Traitement 16995 4 4249 112,9 <0,0001***
Erreur résiduelle 752,3 20 37,62
Total 17747 24

La régression non linéaire a permis d’obtenir la courbe dose-réponse chez les chrysalides d’E.
kuehniella ; qui exprime le pourcentage d’inhibition corrigée en fonction du logarithme de la
dose de I’extrait SSE. Un coefficient de détermination élevé a été enregistré (R2 =0,9800).
Cette valeur révele une liaison trés forte entre le pourcentage d’inhibition corrigée et le
logarithme de la dose (Figure .17). Les différentes doses de la mortalité de 1’adulte et leur

intervalle de confiance ont été également déterminés a partir de cette courbe. Les DL s et
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DLsy sont de l'ordre de 1,4470 pg [0,9240-2,2660] et 3,3333 pg [2,1285-5,2199]

respectivement

100

90
R? = 0,9806
80
70
60
50 /
40
30 /
20
10 ',/
0e

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Log dose (2ug/1pl

Inibition corrigé %

Figure. 17 Effets du SSE administre, in vivo, par application topique a 1’exuviation nymphale
d’E. kuehniella : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage d’inhibition corrigée en
fonction du logarithme de la dose testée (ug/2ul).
3.3. Effets sur les parameétres du développement d’E. kuehniella.
3.3.1. Effets du traitement sur le développement d’E. kuehniella.
Le traitement avec CuQ et I’extrait SSE a ét¢ administré topiquement sur des chrysalides
nouvellement exuviées d’E. kuehniella . Le développement nymphal des chrysalides témoins
et traitées aux deux doses (DLys et DLsp) a été examiné jusqu’a 1’émergence afin d’évaluer
I’effet du traitement sur les paramétres du développement d’E. kuehniella .
3.3.1.1. Effet sur la Durée du développement nymphal.

» Effet du CuQ sur la Durée du développement nymphal.
Durant le développement nymphal, lI'insecte se métamorphose en une moyenne de dix jours
chez E. kuehniella dans les conditions expérimentales standardisées (Température 27°,
humidité relative a 80%). Notre étude montre que le traitement avec le CuQ, administres
séparément par application topique respectivement aux doses d’inhibition (DL2s=1,57 et
DLso= 4,03 pg/2ul), sur des chrysalides nouvellement éxuviée, affecte significativement la
durée de développement nymphale par rapport aux témoins.
En effet, le CuQ a augmenté de maniére hautement significative (p < 0,001) la durée du
développement de la nymphe, par rapport aux contréles. Les valeurs moyennes enregistrées
sont de 9,66+ 0,57 jours pour les témoins, 13,00+ 1,00 jours pour la DLys et 14,33+ 0,57 jours

pour la DLsg. Le CuQ induit donc un allongement significatif de la durée du développement
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» Effet de I’extrait SSE sur la Durée du développement nymphal.
L'application topique de 1’extrait de SSE a deux doses (DL2s= 1,4470 et DL5p=3,3333) sur les
chrysalides femelles a 0 jours a donner un effet hautement significatif (p = 0,0017 et p=
0,0004 respectivement) sur la durée du développement nymphal de cette espece
comparativement aux témoins.

» Etude comparative de ’effet des traitements sur le développement nymphal.
Le test t de student nous a permis d’effectuer la comparaison entre les valeurs moyennes. Les
résultats révelent aucune différence significative chez les traités avec CuQ et SSE a la dose
DLs (p=0,87), et méme chez les traités a la dose DLso (p=0,54). (Tableau. 15)

Tableau 15. Comparaison de I’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DLs et DLsg) sur la durée (jours) du développement pupale (m £ sd, n =3
répétitions comportant chacune 20 individus).

9,66+0,57

9,66+0,57

13+1 12,66+0,57 0,87

14,33+0,57 13,66+0,57 0,54

3.3.1.2. Détermination des différents types morphologiques induits par le traitement.

La désorganisation morphologique observée aux stades nymphaux et adultes suite au
traitement des pupes au jour 0 met en évidence la présence de quatre types morphologiques
distincts chez les femelles d'E. kuehniella (Figure. 18).

Type 1. Adulte normal (Fig. 18.A),

Type 2. Adulte déformé Aprés la mue, l'adulte présente tout le corps avec des ailes
déformées, qui se caractérisent par une petite taille ou une courbure, donnant I'apparence
d'ailes brisees (Fig. 18.B).

Type 3, émergence partielle : La mue de I'adulte est incompléte, une partie du corps adulte
apparait et l'autre partie est encore une nymphe. (Fig. 18.C).

Type 4. Eclosion arrétée : développement nymphal bloqué, pupe partielle présentent un corps

peu ou pas tanné alors que d’autres s’effritent au toucher. (Fig.18.D)
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(A) (B) (C (D)

Figure .18 Photographies montrant des anomalies morphologiques chez les femelles E.
kuehniella induites apres traitement des chrysalides nouvellement exuviées avec CuQ et SSE:
(A) adulte normal, (B) adulte malformé, (C) émergence partielle et (D) émergence bloquée.

» Effet de CuQ sur les types morphologiques induits.
Le taux de formation des adultes normaux est estimé a 24,44+3,84 % pour la dose DL s (1,57
pg/insecte) et 11,11 + 3,84% pour la DLsy (4,03ug/insecte) contre 82,22 + 3,84% chez les
témoins. Le CuQ (DLys et DLsg) a causé un effet hautement significatif (p < 0,0001) chez les
adultes normaux traités par rapport aux témoins.
Chez les adultes malformés, L’application de CuQ révele un taux de 22,22+10,18% pour la
DL s et 4,44+3,84% pour la DLsp d’adultes malformés comparativement aux témoins avec un
taux dell, 11 + 3,84%.
Pour la mue partielle, I’analyse statistique montre un effet significatif avec un taux de 24,44+
3,84% la dose DLys (1,57 pg/insecte) et de 26,66 + 6,66 % pour la DLsg (4,03ug/insecte) par
rapport a 4,44 + 3,84 % pour les témoins.
Pour I’émergence bloquée, le CuQ a causé un effet significatif (p < 0,0001) pour les deux
doses DLys (1,57 pg/insecte) et DLso (4,03pug/insecte) par rapport aux témoins. L’application
topique de CuQ a permis d'obtenir un taux de 28,88 + 13,87 % pour la DL s et de 55,55 +

7,69% pour la DLsy en comparaison des témoins avec un taux de 4,44 + 3,84 % .

» Effet de I’extrait SSE sur les types morphologiques induits.
Le taux de formation des adultes normaux est estimé a 13,33 + 6,66 % pour la dose DLs
(21,4470 pglinsecte) et 2.22 £ 3,84 % pour la DL (3,3333 pg/insecte) contre 82,22 + 3,84 %
chez les témoins. L’extrait SSE (DLys et DLsp) a causé un effet trés hautement significatif (p <

0,0001) chez les adultes normaux traités par rapport aux témoins.
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Chez les adultes malformés, L’application de I’extrait SSE révele un taux de 22,22+3,84 %
pour la DLs et 8,88+3,84% pour la DLsy d’adultes malformés comparativement aux témoins
avec un taux de 11, 11 + 3,84 %.

Concernant la mue partielle, I’analyse statistique montre un effet significatif avec un taux de
24,44+ 3.84% la dose DLys (1,4470 pglinsecte) et de 17,77 + 3.84 % pour la DLsp
(4,03ug/insecte) par rapport a 4,44 + 3,84 % pour les témoins.

Pour I’émergence bloquée, le I’extrait SSE a causé un effet tres hautement significatif (p <
0,0001) pour les deux doses DLs (1,4470 pg/insecte) et DLsg (3,3333 pg/insecte) par rapport
aux témoins. L’application topique de ’extrait a permis d'obtenir un taux de 40 + 6.66 %
pour la DLs et de 73.33 + 6.66% pour la DLsy en comparaison des témoins avec un taux de
4,44 + 3,84 %

» comparaison de I’effet des traitements sur les types morphologiques induits.
L’analyse comparative de 1’effet sur les types induits entre des traités a la dose DLys et les
traités avec DLsp, montrent que le traitement avec SSE est le plus efficace avec un taux de
73,33+6,66 % pour I’émergence bloquée par rapport aux traités avec le CuQ a la dose DLsg
avec un taux de 55,55+7,69 % (p=0.003). (Tableau. 16)

Tableau 16. Comparaison de I’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DLs et DLsg sur les différents types induits au cours du développement de la
nymphe (%). (m * sd, n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus)

Type Témoin

induits DL, DL,

NA 82,22+3,84 24,44+13,84 13,33+6,66 0,24 11,11+3,84 2,22+3,84 0,20

MA 11,11+3,84 12,22+10,18 22,22+3,84 >0,99 4,44+384 8,88+3,84 0,78

PM 4,44+3,84  24,44+3,84 24,44+3.84 >0,99 24,44+6,66 17,77+3,84 0,20

BM 4,44+384  28,88+13,87 40,00+6,66 0,62 55,55+7,69 73,33+6,66 0,003
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3.3.1.3.Evolution pondérale des chrysalides (mg) pendant le stade nymphal.
» Effet de CuQ sur le poids corporel (mg).

La croissance pondérale des chrysalides diminue au cours la métamorphose Chez les séries
témoins, le poids des chrysalides a 0 jour, est de ’ordre de 16.04+0,21mg diminue pour
atteindre un minimum de 12,63+ 1,40 mg au jour 9. Chez les séries traitées avec le CuQ le
poids des chrysalides a 0 jour est de I’ordre de 15,88 + 0,29 et 16,51 £ 0,75 mg pour les deux
doses d’inhibition testées DLys et DLsg respectivement ; une diminution significative est notée
dés le 5°™ jour chez la chrysalide et ce, jusqu’a I’émergence des adultes (p < 0,0001)

La comparaison entre la série témoin et les traitées avec la DLy (1,57 pg/insecte) montre que
I’administration de CuQ diminue de maniére hautement significative (p < 0,004) le poids des
chrysalides pendant la métamorphose (7°™ jours) et de maniére hautement significative (p<
0.0004) pendant le 9éme jour du stade nymphal. La comparaison entre les témoins et les
chrysalides traitées avec la DLso (4,03pg/insecte) par le test Tukey montre une diminution
significative (p< 0,02) du poids des chrysalides pendant le 5 ™ jour de la métamorphose et
une diminution hautement significative (p< 0,0004 et p< 0,0001) pendant la métamorphose

(7°™ et 9™ jour)

L'analyse de la variance Two-way ANOVA a confirmé ces résultats et a montré un effet
significatif du composé en fonction de la dose (F (2, 36) = 33,79; P=0,0001), du temps F (5,
36) = 74,91; P=0,0001) et entre ces deux parametres (F (10, 36) = 5,104; P=0,0001)
(Tableau. 17)

Tableau 17. Effet de CuQ administrée in vivo, par application topique aux chrysalides
nouvellement exuviées d'E kuehniella (DL, et DLsg) sur le poids corporel au stade nymphal
au cours du temps (jours) : Analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de SCE DdlI

variation

Interaction F (10, 36) = 5,104 P=0,0001

Temps (jours) 251,8 5 50,36 F(5,36)=7491 P<0,0001

Traitement 45,42 2 22,71 F(2,36)=33,79 P<0,0001
Erreur résiduelle pZwly 36 0,6722
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» Effet de I’extrait SSE sur le poids corporel (mg)
Au stade nymphal, le gain de poids des nymphes diminue avec le temps Dans la série témoin,
le poids des nymphes était d'environ 16,04 + 0,21 mg au jour 0 et tombait a un minimum de
12,63 = 1,40 mg au jour 9. Dans la série traitée avec l'extrait SSE, le poids des pupes pour les
deux doses inhibitrices testées, la DLy et la DLsp @ O jour étaient respectivement d'environ
15,98 + 0,31 et 16,34 + 0,60 mg ; du jour 5 de la pupe a I'émergence de l'adulte, un effet
hautement significatif une réduction (p < 0,0001) a été observée

La comparaison entre la série témoin et la série traitée par DL,s (1,4470 pg/insecte) a montré
que l'application d'extrait de SSE réduisait le poids des pupes lors de la métamorphose (7
jour) de maniere tres significative (p < 0,0082) et hautement significative (p < 0,0003) sur
jour 9 du stade pupal. La comparaison entre le contrdle et les pupes traitées avec la DLs
(3,3333 pgl/insecte) a montré une diminution trés significative (p < 0,01) du poids des pupes
au cours du jour 5 de métamorphose et une diminution trés significative (p < 0,01) par le test

de Tukey (p < 0,0002 et p < 0,0001) lors de la métamorphose (7 et 9 jours)

L'analyse de la variance Two-way ANOVA a confirmé ces résultats et a montré un effet
significatif du composé en fonction de la dose (F (2, 36) = 33,54; P=0,0001), du temps F (5,
36) = 85,03; P=0,0001) et entre ces deux parameétres (F (10, 36) = 5,413; P=0,0001)

Tableau 18. Effet de I’extrait SSE administrée in vivo, par application topique aux
chrysalides nouvellement exuviées d'E kuehniella (DL,s et DLsg) sur le poids corporel au
stade nymphal au cours du temps (jours) : Analyse de la variance a deux critéres de
classification.

Source de SCE Ddl

variation

Interaction 2,978 F (10, 36) = 5,413 P<0,0001
Temps (jours) 2339 5 46,79 F (5,36) =85,03 P<0,0001
Traitement 36,91 2 18,46 F(2,36) =33,54 P<0,0001
SCIEES A 19,81 36 0,5502

» comparaison de D’effet des traitements sur le poids corporel (mg) des chrysalides
a la métamorphose.
La comparaison des valeurs moyennes par le test t de student, révéle une différence non
significative de poids corporel chez les chrysalides de 0, 1, 3 ,5,7 et 9 jours (p=0.99) traités

avec le CuQ et ’extrait aqueux SSE a deux dose DL 5 et DLs
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Chez les traités a la DLy avec le CuQ et d’aprés le test HSD de Tukey, les résultats montrent
une diminution tres significative du poids corporel chez les chrysalides de 7 jours (p < 0,01)
et hautement significative 9 jours (p < 0,001).

Pour les traités a la dose DLso une diminution significative chez les chrysalides de 5 jour (p <
0,05) et hautement significative chez les chrysalides de 7 et 9 jour (p < 0,001 ; p <0,0001).
Les mémes résultats ont été observé chez les traités avec le SSE a la dose DL 5 et la dose
DLso (Tableau. 19).

Tableau 19. Comparaison de I’effet du CuQ et I’extrait augeux de SSE appliquée
topiquement (DL s et DLsg) sur le poids corporel au stade nymphal au cours du temps (jours)

Age Témoin

(jours) DLs DLso

0J 16,04+0,21 15,88+0,29 15,98+0,31 >0,99 16,51+0,75 16,34+0,60 0,999
1J 14,84+0,86 14,11+0,96 14,08+0,81 >0,99 15,04+0,71 15,11+0,66 >0,999
3J 13,95+1,17 11,73+0,79 12,41+0,41 0,540 13,07+0,97 13,22+0,52 0,999
5J 13,5+1,25  11,66+0,67 11,39+0,22 0,995 10,77+0,49 10,90+0,55 0,999
7J 13,02+1,32 9,90+0,28  10,32+0,05 0,903 9,31+0,34 9,51+0,14 0,998
9J 12,63+1,40 8,98+0,19  9,23+0,02 0,992 8,22+0,06 8,49+0,18 0,994

3.4. Etude Du potentiel reproducteur

3.4.1. Effet de CuQ sur le potentiel reproducteur

Un suivi régulier des couples permet de déterminer notamment la durée des périodes pré-
ovipositions et ovipositions, le nombre d’oeufs pondus (fécondité) et le pourcentage
d’éclosion des oeufs (viabilité) dans les conditions expérimentales (température 27°C,
humidité relative & 80%), la ponte débute a 1,4+0,21 jours aprés 1I’émergence des adultes et se
poursuit jusqu’a 3,4+0,41 jours chez les femelles témoins. L’administration de CuQ

provoque une augmentation trés significative (p< 0,001) de la période de pré-oviposition
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uniquement & la DLso, et une réduction significative de la période d’oviposition est également
enregistrée aux deux doses testées (DL 5 et DL 50) et ce avec un effet dose-réponse (p < 0,05
et p< 0,001)

Le nombre d’ocufs pondus par une femelle témoin est de 132,6+11,60 pendant toute la
période d’oviposition. Ce nombre est trés significativement (p<0,0001) affecté par le
traitement puisqu’il atteint 55,86+2,51 et 36,06+£3,95 oeufs pour la DLy et la DLsg
respectivement Concernant la viabilité des ceufs, on note également une diminution hautement
significative (p <0,0001 ; p <0,0001) du nombre d’ceufs éclos par les femelles, en effet, la
valeur moyenne des ceufs éclos chez les témoins est de 81,21+4,07% pour les traitées
33,93+3,08% et 24,34+0,86% pour la DL,s, DLsg respectivement, soit une diminution par

rapport aux témoins.

3.4.2. Effet de I’extrait SSE sur le potentiel reproducteur

Dans nos conditions expérimentales (Température 27°C, humidité relative a 80%), la ponte
chez E. kuehniella, débute a 1,4+0,21 jours aprés 1’émergence des adultes et se poursuit
jusqu’a 3,4+0,41jours chez les femelles témoins. L’administration de I’extrait SSE provoque
une augmentation significative pour les traitées avec la DL s (p< 0,05) hautement significative
(p< 0,001) de la période de pré-oviposition chez les traités avec la DLso, et une réduction
significative de la période d’oviposition est également enregistrée aux deux doses testées
(DLys et DLso) et ce avec effet dose-réponse (p < 0,05 et p< 0,001) .

Le nombre d’oeufs pondus par une femelle témoin est de 132,6+11,60 pendant toute la
période d’oviposition. Ce nombre est trés significativement (p<0,0001) affecté par le
traitement puisqu’il atteint 55,86+2,51 et 36,06£3,95 pour la DLy et la DLsy
respectivement.Concernant la viabilité des ceufs, on note également une diminution hautement
significative (p <0,0001 ; p <0,0001) du nombre d’ceufs éclos par les femelles, en effet, la
valeur moyenne des ceufs éclos chez les témoins est de 81,21+4,07% pour les traitées
33,93+3,08% et 24,34+0,86% pour la DL,s, DLsg respectivement, soit une diminution par

rapport aux témoins.
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» Etude comparative de I’effet des traitements sur le potentiel reproducteur.

Le Tableau 20 résume 1’effet des deux traitements (CuQ et SSE) aux les deux doses DLs et
DLso sur le potentiel reproducteur. En comparant les séries témoins et traitées a la DL s et
DLsp par ANOVA, on constate des différences significatives sur la durée des périodes
préovipositoires, ovipositoire, la fécondité et la viabilité des ceufs.

Le test t de student nous a permis de comparer les traités avec le CuQ a deux doses (DL s et
DLso) avec les traités avec le SSE a deux doses (DLys et DLsg). Les résultats ne révelent
aucune différence significative (p > 0.05) entre les deux traitements. De plus, on remarque
que I’extrait aqueux de SSE affecte du méme manier significative par rapport aux traités avec
CuQ chez les deux doses (DLs et DLsp).

Tableau 20. Comparaison de D’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DLys et DLsp) sur le potentiel reproducteur (m = sd, n = 3 répétitions
comportant chacune 20 individus).

Traitement  Témoin CuQ

DLos
1,86+0,30 2,06+0,2

DLsg
2,86%0,30

2,6+0,36

pré- 1,4+0,21
oviposition

(Jours)

oviposition  EERELRI 2,4+0,27  2,46+0,3 0,76 1,8+0,21  1,46+0,11 0,06
(Jours)

Fécondité 132,6+11,60 55,86+2,5 55+158 0,64 36,06+3,9 35,06+2,0 0,71
(Oeufs

/femelle)
\AEGII G CS 81,2114 33,93+3,0 32,214 0,61 24,34+0,8 25,15+2,6 0,64

oeufs(%o)

3.5. Effet sur les métabolites dans les ovaires des femelles adultes d’E. Kuehniella

3.5.1. Effet sur les teneurs en protéines

La teneur en protéines a été déterminée au niveau des ovaires d’adultes d 'E. kuehniella chez
les témoins et chez les traitées. La quantification des protéines a été effectuée a partir d’une
courbe de référence. L’équation de régression a été déterminée comme suit :
Y=0,0086X+0,0423, avec un coefficient de détermination : R2 = 0.99
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3.5.1.1. Effets de CuQ sur les teneurs en protéines dans les ovaires

L’étude comparative entre témoins et traitées a les deux doses DLs (1,57 pg/insecte) et DLsg
(4,03ug/insecte) révelent une réduction hautement significative (p <0,001) et tres hautement
significative (p <0,0001) respectivement du contenu en protéines totaux chez les series
traitées par apport aux séries témoins.

La quantité de protéine chez les témoins est en moyenne de 50,47 + 1.42 ug/mg des ovaires.
L’application de la DLys avec un taux de 46,44 + 1,96 et une valeur de 42,18 + 1,49 chez les
traitées avec la DLsp .

3.5.1.2. Effets de I’extrait SSE sur les teneurs en protéines dans les ovaires.

L’étude comparative entre les séries témoins et traités, montre que ’extrait de SSE provoque
une réduction significative du contenu en protéines entre témoins et traitées a les deux doses
DLs(1,4470 pg/insecte) et DLsg (3,3333 pg/insecte) (p <0,05 ; p <0,0001) respectivement.
La quantité de protéine chez les témoins est en moyenne de 50,47 + 1.42 pg/mg des ovaires.
L’application de la DLys avec un taux de 47,27 + 2,25 et une valeur de 42,68 + 1,26 chez les

traitées avec la DLsgg

3.5.2. Effet sur Le contenu en glucides totales.
La quantité des glucides dans chaque paire d'ovaires de femelles adultes nouvellement
émergées a été calculée a partir de la droite de régression de la gamme d’étalonnage en

utilisant le glucose comme standard .

3.5.2.1. Effets de CuQ sur Le contenu en glucides totales.
Les résultats du dosage biochimique ne révélent aucun effet significatif (P > 0.05), apres
traitement avec le CuQ par voie topique a la dose DL ;s correspondant (P = 0,2). Par contre
nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p <0,0001) chez les
traités avec la DLsg avec un taux de 174,37+ 18,77 par rapport au témoin avec une valeur
de 120,27+8,82.
3.5.2.2. Effets de ’extrait de SSE sur Le contenu en glucides totales.
Le traitement entraine une diminution tres significative avec la DLy (p <0,01) avec un taux
100,46+4,59 et hautement significative chez les traités avec la DLsy (p <0,0001)

correspondant une valeur de 83,27+9,42 .
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3.5.3. Effet sur le contenu en lipides totales
La teneur en lipides a été déterminée au niveau des ovaires d’adultes d E.kuehniella chez les
témoins et chez les traitées avec DL 5 et DLsp. La quantification des lipides totales a ete
effectuée a partir d’une courbe de référence. L’équation de régression a été déterminé comme
suit : Y=0,0066X+0,2057, avec un coefficient de détermination : Rz =0.98 .

3.5.3.1. Effet de CuQ sur le contenu en lipides des ovaires.
L’¢étude comparative entre les séries témoins et traités montre que le CuQ provoque une
réduction hautement significative (p <0,0001) en teneur des lipides pour les traités avec DL s
qui est de I’ordre de 169,01+13,76 et de la valeur de 151,8443,13 chez les traités avec la DLsg
comparativement au témoin 218,91+12,09 .

3.5.3.2. Effet de I’extrait de SSE sur le contenu en lipides des ovaires.
Notre expérimentation montre que [’application topique de l’extrait SSE provoque une
diminution hautement significative chez les traités avec la DLy et la DLsp (p <0,0001) du
contenu en lipides totales, qui est de I’ordre de (163,20+8,82 et 130,85+7,69 respectivement).

3.5.4. Comparaison de I’effet des deux traitements (CuQ et SSE) sur le contenu des
meétabolites dans les ovaires des femelles adultes d’E. Kuehniella.

La comparaison des séries témoins et traitées avec CuQ et SSE par ANOVA, montre des
différences significatives sur le contenu des métabolites (protéines, glucides et lipides).

Le test t de student ne montre aucune différence entre les traités avec le CuQ a deux doses
(DLs et DLsp) avec les traités avec le SSE a deux doses (DLys et DLsg) sur le teneur de la
protéine. Par contre les résultats révelent une différence hautement significative sur le contenu
en glucides a les deux doses (DLys et DLso) (p=0,004 et p<0,0001), de méme nous avons
constaté une difference hautement significative sur le taux des lipides chez les traités a la dose
DLso (p<0,0001).

De plus, on remarque que 1’extrait aqueux affecte le plus ces métabolites comparativement a

le CuQ. (Tableau. 21)
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Tableau 21. Comparaison de D’effet du CuQ et I’extrait aqueux de SSE appliquée
topiquement (DLjs et DLsg) sur le contenu des métabolites dans les ovaires des femelles
adultes d’E. Kuehniella (m £ sd, n = 3 répétitions comportant chacune 20 individus.

Traitement Témoin CuQ

DLso
42,68+1,26

DLys
47, 27+2,2

0,511 42,18+1,49

0,546

46,44+1,9

Proteines 50,47+1,4

(ng /mg)

Glucides 120+8,82 135,37+£15,7 100,46+4,5 0,004 174,37+18, 83,27+9,42  <0,0001

(ng /mg

BT 218,91+12  169,01+13,7 163,208, 0,404 151,84+3,1 130,85+7,69 <0,0001

/mg)
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4. DISCUSSION.,

E. kuehniella est un ravageur des céréales stockées (Vivekanandhan et al., 2021) qui cause
des dommages importants sur le plan économique (Dubrovsky et al., 2005). L'efficacité des
pesticides a base de cuivre contre les insectes associés aux grains stockés a été évaluée par
plusieurs chercheurs (El-Saadony et al., 2020 ; Rahman et al., 2022). Le Quinolate de cuivre
(CuQ) est actuellement utilisé pour protéger les céréales contre les ravageurs (Zhang et al.,
2021). Par ailleurs, les agents bioactifs sont définis comme des biopesticides qui offrent
souvent plusieurs avantages par rapport aux pesticides conventionnels (Alyokhin et al., 2008 ;
Chowanski et al., 2018). Dans la présente étude, la formulation commerciale de CuQ, et
I’extrait aqueux de la plante S. sodomaeum ont été testée, par application topique, chez E.
kuehniella sur des chrysalides femelles nouvellement en évaluant les effets a I'émergence sur
le développement, ’apparition des types morphologiques, la reproduction et sur les
métabolites biochimiques de ’ovaire.

4.1. Rendement et études phytochimiques de I’extrait aqueux de S. sodomaeum

L’extrait a été¢ obtenu par infusion de la poudre séche en utilisant 1’eau qui a pour but
d’extraire les composés fortement polaires. L’étude quantitative de 1’extrait aqueux de S.
sodomaeum au moyen des dosages spectrophotométriques a révélé la richesse de notre plante
en métabolites secondaires, en polyphénols totaux, flavonoides et les tanins condensés. Ceci
est en accord avec I’étude phytochimique des fruits de S. sodomeaum menée par
(Ouerghemmi et al., 2017) qui a montré que la composition phénolique varie selon le stade de
maturation et la nature de la partie étudiée (pépins, péricarpes et fruits entiers). Toujours dans
la famille des Solanaceae mais une autre espece S. mammosum. Les teneurs totales en
composés phénoliques et en flavonoides de I'extrait éthanolique de fruits de S. mammosum
étaient respectivement de 275+1,89 mg GAE/g d'extrait sec et de 676+5,14 mg QE/g d'extrait
sec. Ces resultats mémes sont cohérents avec la teneur totale en ces composés sur de I'extrait
de feuille de S. mammosum (Kudale et al., 2016 ; Pilaquinga et al., 2021). Dans une étude
antérieure, sur les racines de S. lycopersicum contenaient une grande quantité de composés
phénoliques qui pourraient empécher la croissance d'insectes de Helicoverpa armigera et
Spodoptera litura (Singh et al., 2014). En outre, les flavonoides peuvent inhiber I'activité
enzymatique et empécher le développement larvaire de divers insectes.

4.2. Effets du CuQ sur P’inhibition de la mue adulte.

L'activité insecticide du CuQ contre E. kuehniella a été observée dans notre étude. Nous
avons administré diverses doses de CuQ par voie topique a des chrysalides d'E. kuehniella
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nouvellement exuviées, ce qui a entrainé des effets a la fois mortels et sublétaux qui ont
perturbé la métamorphose et ont empéché 1'émergence. Les doses d’inhibition DLs et DLsp,
données respectivement (1,57 et 4,03 pg/2ul) qui suggerent que le CuQ est tres efficace a
I’égard des chrysalides d’E. kuehniella . De méme, I’extrait SSE a provoqué une inhibition de
la mue adulte par les doses d’inhibition DLgs et DLsg, données respectivement (1,44 et 3,33
pg/2ul). Des résultats similaires ont été rapportés aprés traitement avec des nanoparticules
d'oxyde de cuivre CuNPs sur les larves de T. molitor, avec les doses d’inhibition la CLsg et
CLgo (6.487 et 29.363_g/ml) (Vivekanandhan et al., 2021).

Les tests toxicologiques ont pour but de caractériser le pouvoir insecticide d’une matiere
active a I’égard d’un insecte donné. L’effet toxique de CuQ a été enregistré sur les
chrysalides femelles nouvellement exuviées avec un effet dose-réponse. Les mémes résultats
ont été mentionnés durant 1’utilisation de CuNPs sur Tribolium castaneum (L.)(El-Saadony et
al., 2020). D’autre part, de nombreuses études ont montré que méme de tres faibles doses de
pesticides a base de cuivre étaient hautement toxiques sur les insectes (Badawy et al ., 2021;
Betsi et Perdikis, 2023). Ainsi, le traitement des larves de Cx. pipiens avec le sulfate de cuivre
pentahydrate (CuSO45H,0) a entrainé une augmentation significative de la mortalité larvaire
ou 476 + 30.60 pug au stade (L1) du produit provoque, un taux de mortalité larvaire de 96%
(Amer et al., 2021). L’oxyde de cuivre réduit de maniére significative 1’émergence des
adultes chez S. littoralis (Atwa et al., 2017) et chez Galleria mellonella avec des
concentrations d’inhibition de ’ordre de CI25 : 10 pg/l (Sezer-Tungsoy et al. (2019);
Martinou et al. (2014) ont montré que I'hydroxyde de cuivre provoque une mortalité de 58 %
aprés 72 heures chez les nymphes du cinquiéeme stade de Macrolophus pygmaeus. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que le CuQ induit des altérations morphologiques
de I’insecte conduisant a une inhibition de 1’émergence des adultes (Betsi et Perdikis, 2023).
Récemment, Plusieurs études ont démontré l'activité insecticide des extraits d'especes du
genre solanum ou d’autres genres sur des insectes. L’extrait aqueux de S. nigrum ont montré
une efficacité contre D. melanogaster. (Chowanski et al.,2018).

Les travaux de Gongalves Diniz et al. (2020) réalisés sur Dactylopius opuntiae (Hemiptera:
Dactylopiidae) aprés application de I’extrait de Nicotiana tabacum, ont révélé I’activité
insecticide de cet extrait avec une relation dose-réponse.

Du méme, I'extrait aqueux de S. nigrum administré par ingestion a des larves de deuxieme
stade de D. melanogaster a différentes doses a montré une forte activité insecticide en

fonction des doses administrées. La concentration de 509/l a réussi a tuer 96,25% de la
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population a la fin du traitement, ce qui montre une forte corrélation positive entre les taux de
mortalité et les temps d'exposition des larves a I'extrait aqueux. D'autres études ont montré
que les extraits de plantes peuvent avoir une activité insecticide intense (Rahat et al., 2021) et
avec S. mammosum sur les larves de la méme espece (Tran et al., 2022).

4.3. Impact sur le développement nymphal

Le développement et la reproduction chez les insectes sont contrélés par des facteurs externes
(température, nutrition, photopériode) mais aussi par des facteurs internes tels que les
hormones et les neurohormones (Hiruma et Kaneko, 2013; Kirane-Amrani et al., 2018 ). De
nombreuses études sur des insectes de différents ordres ont démontré les effets de I'hormone
juvénile (JH) et de I'ecdysone ; un stéroide (actif sous la forme de 20-hydroxyecdysone, 20E)
joue un réle dans le programme de mue, le déterminisme de la croissance et le développement
des insectes (Dhadialla et al., 2005; Yezli-touiker et al., 2019).

Durant le développement post-embryonnaire des insectes, la glande prothoracique joue un
role essentiel dans la synthése de I’ecdysone, qui possede des propriétés gonadotropes, la
libération des ecdystéroides, facilitées par la neurohormone prothoracicotrope (PPTH) (Géde
et Hoffmann, 2005). Une fois libérée dans I’hémolymphe, 1’ecdysone subit une conversion en
(20E) grace a I’action de I’enzyme ecdysone 20-monoxygénase, qui se trouve sur des
stéroides hydroxylases dépendantes du cytochrome P450 (CYP) (Bouzeraa et Soltani-
Mazouni, 2014). Le réle crucial de la 20E réside dans la régulation de la reproduction
(Swevers, 2019), ainsi que dans I'embryogenese et le développement post-embryonnaire
(Yamanaka et al., 2013). Il sert d'initiateur aux événements de mue, mais le fait qu'il conduise
a une mue larvaire ou nymphale est déterminé par la présence ou l'absence du HJ (Yamanaka
etal., 2013 ; Cheng et al., 2014; Taffar et al., 2021). Tout au long du stade larvaire, I'HJ reste
présente et est synthétisée par les corps allates sous l'influence des neurohormones
céphaliques. Son abondance chez les insectes immatures empéche le début de la
métamorphose lors de la mue, assurant ainsi la conservation des caractéristiques juvéniles
jusqu'a la fin du développement larvaire (Kirane-Amrani et al., 2018). Son absence permet le
passage de I'insecte du stade larvaire au stade pupal durant lequel l'insecte se métamorphose
par une succession d'histolyse et d'histogénese. Ces phénomenes sont initiés par une
augmentation des taux des ecdystéroides et se terminent par leur chute et la sécrétion de
I'normone d'éclosion donnant un insecte adulte.

Cependant, ce développement peut étre perturbé par différents insecticides, se traduisant

généralement par un allongement de la durée de développement et/ou par une réduction de la
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longévité (Louat, 2013). Ces pesticides agissent sur des sites biochimiques sélectifs chez les
insectes, tels que les inhibiteurs de la synthese de la chitine, ou les analogues de I'normone
juvenile et les agonistes de I'ecdysone, qui affectent la regulation hormonale de différents
processus (Berghiche et al., 2008; Suman et al., 2013). Certains insectes exposés a ces
composés peuvent mourir en raison d'une régulation anormale du développement cellulaire ou
organique médié par les hormones (Benelli et al., 2017).

La présente étude montre que le CuQ aux deux doses testées (DL et DLsg) perturbe le
développement en prolongeant la durée du développement avec les deux doses testées de
maniére significative (p <0,01 et p<0.0001 respectivement). Le retard dans I'émergence des
adultes causé par les pesticides a base de cuivre a été observé chez différentes espéces des
insectes (Atwa et al., 2017 ; Amer et al., 2021). Ces résultats sont en accord avec les travaux
de Soltani-Mazouni et al. (2012) et de Malbert et al. (2020) sur la méme espece et sur D.
melanogaster utilisant le pyriproxyfen (Bensebaa et al., 2015).

Le retard dans I'émergence des insectes adultes semble étre d0 a une perturbation du
métabolisme des ecdystéroides, comme l'ont noté Mordue et al. (2010). Cette interférence
affecte non seulement I'hnoméostasie du HJ et du 20E, mais a également des implications sur le
processus de développement et de métamorphose en cas d'exposition a des sources exogenes
de ces hormones (Smagghe et al., 2012).

L’application de I’extrait de SSE a deux doses (DLys et DLsg) altére le développement en
prolongeant la durée de développement d’E. kuehniella. Des résultats similaires ont signalé
que I’application de I’extrait aqueux de S. nigrum (Rawani et al., 2013); qui ont enregistré une
perturbation dans le développement des moustiques et par I'extrait de fruit de S. mammosum
réduisait significativement le développement de la drosophile aprés 14 jours de traitement
(Tranetal., 2022).

De plus, nos expérimentations sur E. kuehniella ont mis en évidence que le traitement avec le
CuQ et D’extrait de SSE sur des chrysalides femelles nouvellement exuviées aux deux doses
(DLys et DLsp) a causé une perturbation du développement entrainant 1’observation de quatre
différents types morphogénétiques a la mue imaginale : adultes normaux, adultes avec
malformations des ailes, une exuviation incompléte ou mue partielle et des mues bloguées.
Des effets similaires ont été rapportés chez T. molitor aprés traitement avec un dérivé de
I’Imidazole (Kirane-Amrani et al., 2018) et aprés 1’application de CuNPs chez Tribolium

castaneum (El-Saadony et al., 2020).
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Des études récentes ont démontré que les pesticides a base de cuivre possedent des propriétés
neurotoxiques, affectent le systéme nerveux des insectes et se lient a la chaine sodique de la
membrane des cellules nerveuses ce qui modifie la perméabilité des neurones chez le les
insectes (Thomas et al., 2016 ; Rahman et al., 2022). Autre, 1’application de 1’extrait aqueux
de S. nigrum modifie le temps de développement des différents stades et provoque des
malformations des imagos chez D. melanogaster (Chowanski et al., 2018).

De plus, 'utilisation de CuQ dans notre travail diminue le poids des chrysalides a differents
ages aux cours de la métamorphose comparativement aux témoins. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Malbert et al. (2020), qui ont utilisé la deltaméthrine sur S.
littoralis et par ’application de 1’azadirachtine sur E. kuehniella (Boulahbel et al., 2015;
Bezzar et al., 2016 ;Taffar et al., 2021). Diverses substances, notamment les huiles
essentielles, les bioinsecticides et méme les insecticides, ont eu un impact sur le poids
corporel de différents insectes. Il a été démontré que I’huile essentielle de Thymus vulgaris
affecte le poids corporel de C. pipiens (Bouguerra, 2018). De plus, la diminution du poids des
nymphes chez E. kuehniella peut étre attribuée a l'utilisation des réserves d'énergie acquises
au cours des stades larvaires a des fins de désintoxication (Boggs, 2009; Gade et
Goldsworthy, 2003; Kirane-Amrani et Soltani-Mazouni, 2012).

4.4. Effet sur la reproduction

Le potentiel reproducteur des insectes reste le facteur le plus important de leur reproduction
indéniable. Par conséquent, la recherche sur la reproduction est essentielle a toute approche
raisonnable visant a réduire de maniere significative les dommages causés par les insectes
(Farsi et al., 2020). Nos résultats indiquent que le CuQ affecte de maniére significative le
potentiel reproducteur des femelles d’E. kuehniella en  augmentant la période de
préoviposition et en réduisant la durée de la période d’oviposition; la fécondité et la viabilité
des oeufs. Ceci est en accord avec les travaux sur T. molitor aprés 1’administration CuNPs
(Vivekanandhan et al., 2021) et avec le dérivé de I’'imidazole utilisé in vivo chez les femelles
de la méme espece (Kirane-Amrani et al., 2015). L’impact sur le potentiel reproducteur a été
mis en évidence aussi aprés utilisation de ’azadirachtine chez E. kuehniella qui a réduit la
viabilité des oeufs, la période d’oviposition et la production d’ceufs (Taffar et al., 2021).
L'application d'extraits de S. nigrum et d'Armoracia rusticana sur les pupes de D.
melanogaster a perturbé le cycle de reproduction des adultes, entrainant une période de pré-

oviposition plus longue et une période de ponte plus courte. Cette perturbation peut
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s'expliquer par l'absence de facteurs stimulant la ponte, normalement présents dans
I'némolymphe des femelles fécondées non traitées (Chowanski et al., 2018).

Des études antérieures ont démontré que le les ecdystéroides sont impliqués dans la
reproduction de T. molitor ( Soltani- Mazouni et al., 1999). En consequence, la réduction de
la capacité de reproduction est peut-étre liée a la production d'ecdystéroides (Kirane-Amrani
etal., 2018).

4.5. Effet sur la teneur en métabolites biochimiques.

Les niveaux de métabolites subissent des variations au cours de divers processus biologiques
tels que la mue, la vitellogenése et I'embryogenése. Tout au long des stades évolutifs d'un
insecte (larvaire, nymphal et imaginal), des changements métaboliques importants associés
aux systemes hormonaux et neurosecretoire se produisent. Ces metabolites sont cruciaux et
jouent un role vital dans de nombreux processus physiologiques, notamment la reproduction,
la croissance, la mue (Yazdani et al., 2014; Wang et al., 2016; Wu et al., 2020).

Le corps gras des insectes est le principal organe responsable du métabolisme énergétique,
jouant un role similaire a celui du foie chez les vertébrés. Il est également responsable du
stockage et de la conversion des lipides, des glucides et des protéines (Arrese et Soulages,
2010; Zhang et Xu, 2014). Dans le corps gras, les métabolites sont synthétises puis sécrétes
dans I'hnémolymphe ou utilisés par divers tissus (Zhang et Xu, 2014 ; Wu et al., 2020).

Pour déterminer la toxicité des pesticides, I'évaluation des métabolites biochimiques est d’une
immense valeur dans le domaine de la lutte biologique contre les ravageurs (Sak et al., 2006).
D’une maniére globale, le dosage des principaux constituants réalisé dans les ovaires adultes
traités par le CuQ d’E. kuehniella, révéle une réduction des composants biochimigques en
protéines, glucides et lipides. Les mémes résultats ont été observés aprés traitement par la
plante SSE a I’exception d’une augmentation dans le contenu en glucides.

Les protéines jouent un réle fondamental dans I'organisme de toutes les especes vivantes
connues. Elles sont impliquées dans diverses réactions et assurent la catalyse biochimique et
la régulation hormonale entre autres (Bensebaa et al., 2015). Chez les adultes d’E. kuehniella,
une baisse de la teneur des protéines ovariennes a été enregistrée dans les ovaires, apres
I’application du CuQ (DLys et DLsp). Cela concorde avec les observations de Taffar et al.
(2021) qui ont révélé une réduction de la teneur en protéines totales chez la méme espéce
traitées avec de I'azadirachtine.

Différentes études appuient nos résultats et rapportent 1’effet des différentes pesticides sur les

métabolites (Yezli-Touiker et al., 2016; Kirane-Amrani et al., 2018). Autre, le
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méthoxyfenozide, un agoniste de I’ecdysone, cause une diminution des taux de protéines des
ovaires d’E. kuehniella traitées au stade nymphal (Soltani-Mazouni et al., 2012). Par contre la
teneur en protéines a été augmentée par 1’application de pyriproxyfen sur T. molitor (Aribi et
al., 2006). La réduction du taux de protéines est expliquée par I’effet des pesticides sur les
cellules neurosecrétrices responsables de la synthése des protéines (Bakr et al., 2007 ; Askar
et al., 2016), par l'inhibition de la synthése et le métabolisme d’ADN ou une interférence des
traitements avec les hormones régulatrices de la synthese des protéines ou une augmentation
de la dégradation des protéines pour detoxifier le principe actif présent dans ces pesticides
(Padmaja et Rao, 2000 ; Sharma et al., 2011), et enfin le besoin accru en énergie dans les
conditions de stress peut conduire au catabolisme des protéines (Gnanamani et Dhanasekaran,
2017).

La principale source d'énergie du corps provient des glucides, qui peuvent étre facilement
utilisés (tréhalose) ou stockés sous forme de réserves (glycogene). De plus, certains glucides
jouent un réle crucial dans la structure, comme la cellulose, la chitine et 1’acide hyaluronique.
Les niveaux de glycogéne et de tréhalose dans les tissus et I'némolymphe sont étroitement liés
a des processus physiologiques tels que la mue et la reproduction (Wiens et Gilbert ,1968).
Les résultats obtenus avec le CuQ, montrent une augmentation significative des taux de
glucides. Le teneurs en glucides a été augmentée par le tebufenozide et le lufenuron (Tanani
et al., 2012) sur des nymphes de S. gregaria et apres le traitement avec le lufenuron ou le
diofenolan sur les larves de M. domestica (Ghoneim et al., 2006) et le novaluron sur les larves
de Culiseta longiareolata et de Cx. pipiens (Djeghader et al., 2014). Outre, le contenu des
carbohydrates a été réduit apres le traitement avec de spiromesifen chez E. kuehniella
(Kissoum et Soltani, 2016 ; Bouabida et al ., 2017). La baisse des glucides, pourrait étre due
au fait que davantage de sucres sont métabolisés pour couvrir les dépenses énergétiques
pendant les conditions de stress (Bouguerra et al., 2018). Aussi, cette perturbation peuvent
étre liée a la capacité de ces bio-pesticides de modifier la synthése de certains métabolites et
de perturber le fonctionnement de l'organisme (Rodriguez-Ortega et al., 2003). De plus la
diminution du contenu en glucides aprés le traitement avec les pesticides est due
probablement a la diminution de l'activité de tréhalase (EL-Sheikh, 2002).

Les insectes dépendent principalement des lipides comme principale source d’énergie. Ces
lipides sont produits et stockés dans le corps gras, puis transportés vers divers organes via
I'hnémolymphe, notamment lors de la vitellogenese (Downer, 1985) et constituent une réserve

métabolique vitale (Tine-Djebbar, 2009). La présente étude montrent que traitement avec le
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CuQ provoque une réduction importante du contenu en lipides. Des résultats similaires ont
été constateés chez les traités avec I’extrait aqueux de SSE. Ceci est en accord avec les travaux
utilisant le novaluron comme traitement (Bouaziz et al., 2011; Djeghader et al., 2014) contre
des larves de C. longiareolata et C. Pipiens et 1’acide borique (Kilani-Morakchi et al., 2009).
Aussi I’application du methoxyfenozide (RH-2485) induit une diminution importante de les
teneurs en lipides (Soltani-Mazouni et al., 2012).

Beaucoup de recherches ont démontré que les bio-insecticides ont la capacité de stimuler le
métabolisme des insectes (Bouguerra et al., 2018; Wu et al., 2020). Les polyphénols et les
composés flavonoides extraits des plantes pourraient affecter la prise alimentaire de plusieurs
insectes en affectant les glucides, les lipides et les protéines (Franzetti et al., 2015; Perez et
al., 2017). Tran etal. (2022) ont rapporté que I'extrait de S. mammosum réduit les glucides,
les lipides et les protéines de la drosophile. Des résultats similaires ont été observés chez les
adultes de R. dominica traités & [’Eucalyptus globulus et a [’Artemisia herba-alba (Aref et
Valizadegan, 2015) et chez les larves de Rhizotrogini traitées aux extraits hydroalcooliques
des feuilles de Nerium oleander (Madaci et al., 2008) qui montrent une pérturbation sur de la
teneur en protéines. D’autres recherches ont enregistré une perturbation des glucides totaux
chez les larves et les pupes de Cx. pipiens traitées a I’huile du basilique, de la menthe et de la
lavande (Dris et al., 2017). De plus, nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Guettal et al. (2020) qui ont enregistré une diminution du contenu en lipides chez S.

granarius suite au traitement par Citrus limonium.
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5. CONCLUSION.

Afin de diminuer les pertes post-récoltes tout en préservant 1’environnement et surtout les
organismes non ciblés, le recours a l‘utilisation des pesticides est un potentiel major et
efficace pour la protection des cultures.

Notre étude a permis d’évaluer ’activité insecticide de 1’effet d’une formulation commerciale
de Quinolate de cuivre (CuQ) et de I’extrait aqueux de la plante Solanum sodomaeum. L.
(SSE).

» La quantification des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins de I’extrait
obtenus a permis de déduire que la plante testée constitue une source prometteuse des
composés phénoliques.

L’effet sur le taux de mortalité enregistré des individus, sur les poids corporels des chrysalides
d’un insecte ravageur des denrées stockées E. kuenhiella au cours de la métamorphose.

Pour évaluer I'efficacité du CuQ et du SSE, nous avons mené une étude de toxicité sur des
pupes nouvellement exuviées d'E. kuehniella. Nous avons observé la mortalité a I’émergence
des adultes comme mesure d’efficacité. Grace a une analyse de régression non linéaire, nous
avons établi les doses nécessaires pour inhiber I'exuviation chez les adultes sublétaux et
mortels (DLs, DLso). Les résultats ont indiqué que les doses pour CuQ étaient d’environ 1,57

ng/2ul et 4,00 png/2ul, tandis que pour SSE, elles étaient d’environ 1,44 pg/2ul et 3,33 pug/2ul.

L’évaluation des effets de CuQ et SSE administrés par application topique a O jours :

» Augmentent les taux de mortalité et réduisent le poids corporel frais des chrysalides a
différents ages comparativement aux témoins.

» L’activité biologique de CuQ et SSE a démontré I’énorme potentiel sur le
développement d’E. kuehniella aprés leur application sur des chrysalides.

» L’activité insecticide de CuQ et SSE testée dans notre travail a induit I’apparition de
quatre types morphologiques (adulte normal, adulte malformé, émergence partielle et
émergence bloquée).

> Le traitement affecte également le potentiel reproducteur de I’insecte en augmentant
les périodes de préoviposition par contre une diminution a été observé sur les périodes
d’oviposition, la fécondité des femelles ainsi que la viabilité des ceufs avec les deux
traitements (CuQ et SSE).

» De plus, les résultats montrent une perturbation des constituants biochimiques
(protéines, glucides et lipides) chez les séries traités par apport aux témoins.
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Enfin, I’analyse comparative sur I’efficacité des deux molécules sur les processus
physiologiques comme le développement et la reproduction et aussi sur le contenu des
métabolites biochimique a révélé que I’effet de biopesticide (SSE) et plus efficace par rapport
au traitement avec le pesticide chimique (CuQ), précisément chez les traités a la DLs.

Cette étude offre une opportunité intéressante de développer des bio-insecticides pour une
nouvelle stratégie dans le programme de lutte intégrée.

A T’issu de cette étude, les résultats obtenus sont en accord avec des résultats antérieurs. Ils
confirment largement 1’utilité de ces deux molécules dans le programme de lutte contre les

insectes nuisibles notamment chez E. kuheniella et chez différents ordres d’insectes.
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Chapitre 3. Les effets pesticides sur les Rats souche Wistar.

1. Introduction.

L'utilisation massive des pesticides a suscité des inquiétudes quant aux risques de résidus
nocifs dans les cultures, affectant la securit¢é humaine et environnementale (Mesnage et
Séralini., 2018). La population générale est couramment exposée aux pesticides par contact
direct ou par ingestion d'eau et d'aliments contaminés, ce qui entraine de graves problemes de
santé (El-Hak et Mobarak., 2019)

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 3 millions de cas d'empoisonnement par les
pesticides et 220 000 déces sont enregistrés chaque année. En outre, les pesticides les plus
utilisés dans le monde, avec des millions de tonnes, sont des fongicides a base de cuivre ;
cependant, leurs effets toxiques sur la santé humaine limitent leur utilisation (Remor et al.,
2009).

Le Quinolate de cuivre (CuQ) est un fongicide organique possede des bonnes caractéristiques
efficace contre les maladies fongiques et bactériennes. Il libere lentement des ions de cuivre
en harmonie avec l'environnement, limitant les activités de I'ADN synthétase et les
principaux transmetteurs de signaux des bactéries pathogenes, tels que I'acide gluconique et le
glucose phosphate, ce qui inhibe efficacement I'invasion bactérienne et prévient la maladie (Li
et al ., 2016). Ce fongicide est moins toxique pour les humains, les animaux et les
microorganismes du sol (Wang et al., 2019).

Le cuivre est un oligo-élément important pour les organismes vivants aérobies avec des
fonctions significatives dans la catalyse d'oxydo-réduction et le contrble homéostatique
(Barber et al., 2021). Par contre, selon plusieurs études ’excés de cuivre a montré un effet
délétere par l'induction de la production de radicaux libres dans la cellule vivante, et peut
perturber I'équilibre des systémes d'oxydation et antioxydants lorsque la quantité de ERO
s'accumule, entrainant des dommages oxydatifs tout en favorisant les niveaux de peroxydation
lipidique dans le foie et les reins (Hojo et al., 2000; Li et al ., 2016 ;Yang et al., 2018; Husain
et Mahmood, 2019; Wan et al., 2020). Comme indiqué (You et al., 2001), les fongicides a
base de cuivre provoquent des dommages oxydatifs de I'ADN dans les cellules, une
tératogénicité potentielle (Elalfy et al., 2019), une neurotoxicité (EI-Hak et Mobarak., 2019)
et une cancérogénicité (Greim et al., 2015).

Le foie et les reins sont des organes métaboliques vitaux capables de maintenir les niveaux
d'énergie, de métaboliser les xénobiotiques, d'assurer la stabilité structurelle du corps et de

jouer un réle important dans le maintien de I'homéostasie cellulaire (Xu et al., 2019).
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Ces organes sont particulierement vulnérables a la toxicité au cuivre en raison de leurs
implications dans la synthése et le stockage de la protéine contenant du cuivre, la
céruloplasmine. Ainsi, de nombreux animaux peuvent résister a un niveau considérable
d'exposition au cuivre, mais le mécanisme sous-jacent a la toxicité a un niveau excessif peut
se produire avec une exposition répétée, entrainant une néphro-hépatotoxicité et d’une
diminution des systémes de réparation (Amiri, 2018; De Jong et al., 2019).

De plus, les effets nocifs des pesticides sur le corps animal, comprennent la degénérescence
des cellules cérébrales, une activité locomotrice altérée et des déficits des fonctions
d'apprentissage et de mémoire (ElI Hassani et al., 2008). Il convient aussi de noter que le
cerveau, ¢tant le plus gros consommateur d’énergie, est particulierement sensible a la
production de radicaux libres nocifs. Ceci souligne I’'importance du cerveau dans 1’organisme
et sa vulnérabilité aux xénobiotiques, qui ont un impact global sur les enzymes
mitochondriales, les enzymes de détoxification, les neurotransmetteurs et déclenchent méme
les voies de signalisation associées a 1’apoptose et a la nécrose cellulaire dans le cerveau
(Bruder et al., 2011).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps pour la prévention et le traitement de
diverses maladies. Elles sont bien connues a travers I'histoire et ont toujours fait partie de la
culture humaine .Elles possédent une forte concentration en métabolites secondaires (Yang et
al., 2016). Ces composés sont largement reconnus pour leurs propriétés thérapeutiques,
notamment leurs effets antimicrobiens (Sharma et al., 2016), anti-inflammatoires (Perera et
al., 2016) et anticancéreux (Jacob-Herrera et al., 2016).

Toutefois, I'utilisation croissante des plantes médicinales, pourraient présenter certains effets
néfastes qui pourraient résulter de leur utilisation chronique en provoquant une toxicité directe
ou indirecte, qu’il est nécessaire de connaitre avant toute commercialisation et utilisation.

La famille des Solanacées est importante sur le plan économique et agricole, elle comprend
environ 96 genres et 2500 a 4000 espéces, dont prés de la moitié appartiennent au genre
Solanum, vaste et variable. Les especes de Solanaceae sont utilisees comme aliments (S.
tuberosum. - pommes de terre, S. lycopersicum. - tomates, et S. melongena. - aubergines),
comme médicaments (Mandragora officinarum L., Atropa belladonna L. - morelle mortelle),
et comme plantes ornementales (Petunia, Schizanthus). Elles produisent un grand nombre de
métabolites secondaires, qui ont des effets bénéfiques sur la santé humaine ainsi que des effets
potentiellement toxiques (Wink et al., 2003; Friedman et al., 2006; Griffin et al., 2000).
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Des recherches antérieures ont montré que S. sodomaeum (Pomme du diable) contient de la
solasonine (SS) et de la solamargine (SM), des glycoalcaloides connus pour leurs propriétés
anticancéreuses (Cham, 2013). Les graines présentent notamment des propriétés
antioxydantes remarquables. Ce qui ouvre la possibilité d'utiliser ces extraits dans l'industrie
alimentaire, comme biopesticides, dans la formulation de produits cosmétiques et
pharmaceutiques (Ouerghemmi et al., 2017).

Dans ce contexte I'objectif de notre travail expérimental est de contribuer a I’appréciation de
la toxicité subchronique de CuQ et de fournir des données sur I'exposition chronique a
I’extrait aqueux de SSE chez des rats albinos Wistar pendant 8 semaines sur les fonctions
hépatique et rénal, les enzymes antioxydantes, I’AChE cérébrale, la peroxydation des lipides

et d'examiner toute altération histopathologique des organes cibles de la toxicité : reins et foie.
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2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Evaluation de P’activité anitoxydante de I’extrait aqueux de la plante

Solanum sodomaeum.L

2.1.1. Etude de Pactivité antioxydante : Méthode DPPHT

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), apparait comme une couleur violette vibrante et
affiche une absorbance distincte a 517 nm. Cependant, cette couleur disparait rapidement
lorsqu'une substance possédant des qualités antiradicalaires réduit le DPPH en Diphényle
picryl hydrazine (jaune). (Maataoui et al., 2006).

Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm.

» Expression des résultats

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que 1’activité antiradicalaire ou 1’inhibition des

radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant la formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs Contréle positif— Abs Echantillon/Abs Contraéle négatif)] x 100
%o : pourcentage d'inhibition de I activwité antiradicalaire
Abs Echantillon : Absorbance de 1" échantillon ;

Abs Controle négatif : Absorbance du control negatif.

> Calcul des IC50 : .

Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés.

Le pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’extrait testées.
2.1.2. Test de la réduction du fer : FRAP (Ferricreducing antioxydant power)

L’activité réductrice du fer de I’extrait aqueux de la plante S. sodomaeum est déterminée selon
la méthode decrite par (Pan et al., 2008).

> Expression des résultats

Les auteurs emploient couramment la méthode consistant a représenter graphiquement les
absorbances par rapport a diverses concentrations pour analyser les résultats. L’augmentation
de I’absorbance est directement corrélée a la capacité réductrice accrue de 1’extrait aqueux

testé.
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2.2. Animaux et conditions d’élevage

Pour cette étude, un total de 56 rats de la souche Wistar ont été utilises. Ces rats, obtenus de
I'Institut Pasteur d'Alger, étaient agés d'environ huit semaines et pesaient en moyenne 146 + 8
g. Avant le début de I'expérience, une période d'environ deux semaines a été consacrée a
I'acclimatation des rats aux conditions expérimentales. Ces conditions consistaient en une
température maintenue a 25 + 2°C, un niveau d'hygrométrie de 50% et une photopériode de
12 heures de lumiére suivie de 12 heures d'obscurité. Les rats étaient hébergés dans des cages
en polyéthyléne, équipées de copeaux de bois comme litiere. Les cages ont été nettoyées
quotidiennement et une litiére fraiche a été fournie tout au long de I'expérience. Les rats ont
recu une alimentation compléte et nutritionnellement équilibrée, composée d'un aliment
concentré (ONAB, ANNABA) contenant des protéines essentielles, des glucides, des lipides,
des vitamines et des minéraux. Pendant toute la durée de I’expérience, les rats ont eu un acces
illimité a ’eau du robinet. Afin de faciliter l'identification individuelle, les rats ont été

marques en fonction du traitement spécifique qu'ils ont recu.
2.3. Répartition et traitement des rats

> Expérimentation 1 :

Dans la premiere expérimentation
Le CuQ est administré quotidiennement aux rats des lots traités pendant une période de 08
semaines par gavage.
Les rats ont été répartis en 4 lots de 8 rats chacun, il s’agit de :

e Lot1:témoins (T), les rats recoivent 1ml d’eau distillé par gavage chaque jour ont

pendant une période de 08 semaines.

e Lots 2: rats traités par le CuQ a raison de 47mg/kg;(DLs0/100)

e Lots 3:rats traités le CuQ a raison de 67,1 mg/kg; (DLso/70)

e Lots 4:rats traités le CuQ a raison de 94 mg/kg ; (DLs/50).
Les doses administrées utilisée dans la présente étude a été choisie sur la base de la valeur de
la DL50 du produit (4700mg/kg) (You et al., 2001) et du poids corporel des rats.

> Expérimentation 2 :

L’extrait aqueux des feuilles de la plante est administré quotidiennement aux rats des lots
traités pendant 08 semaines par gavage a a raison de (1ml /Rat/ Jour).Les doses de I’extrait
aqueux de Solanum sodomaeum L.(SSE) était base sur la DL50 déterminée chez le rat, est
de 130+ 30 mg/kg (Bellakhdar, 1997). Les rats ont été répartis en 4 groupes de 8 rats chacun,
il s’agit de :
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e Lots1:témoin (T) sains qui recoivent 1ml d’eau distillée par voie orale ;

e Lots 2: rats traités par I’extrait aqueux aqueux de (SSE). a raison de 1.6

mg/kg/j.(DLso/100) ;

e Lots 3: rats traités par I’extrait aqueux de (SSE). . a raison de2.67mg/kg/j.

(DLso/60) ;

e Lots4: rats traités par I’extrait aqueux de (SSE). a raison de 8 mg/kg/j.(DLso/20).
Les animaux ont été pesés régulierement pendant toute la période de traitement afin de suivre
le poids corporel
Remarque : Deux rats de chaque lot a été utilis€é pour 1’étude histologique et les six

restantsont été utilisés pour les dosages des différents parametres biologiques.
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56 rats

—~

Deux semaines d’adaptation

Expérimentation 1 : G1: rats Expérimentation 2 :
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recu I’eau
distillée
G2 G3: G4 G4: G3: G2:

traités a traités a traités a rats ont rats ont rats ont
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Figure. 19 Schéma récapitulatif de I’expérimentation.
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2.4. Sacrifices des animaux
A la fin de période de traitement (un mois), les animaux sont mis a jeun pendant une nuit, le
poids des rats apres le dernier jour du gavage est noté avant le sacrifice.
2.4.1. Préléevement sanguin
Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes héparines étiquetées. Centrifugés ensuite
(3000 tours/min pendant 15 min), Afin de séparer le culot du plasma qui a été conservé a (-
18°C) pour le dosage ultérieur des parameétres biochimiques.
2.4.2. Prélevement des organes
Apreés dissection, le foie, les reins, le cerveau sont soigneusement prélevés, rinces avec du
solution de NaCl a 0.9% puis peseés. lls ont été stockés selon deux méthodes :

e La moitié de chaque des organes a été conservé a (- 18°C) pour le dosage des

parameétres du stress oxydant,
e [L’autre moitié a été conservée dans la solution de formol a 10% afin de réaliser
I’étude histologiques.

2.5. Dosage des parametres biochimiques : hépatique et rénale
Les différents parameétres biochimiques sont mesurés par la méthode spectrophotométrique en
utilisons des préts a I’emploi (le kit Spinreact utilisés pour le dosage des parametres :acide
urique, créatinine, cholestérol, protéines totales (TB), Albumine (Alb), de la bilirubine total
(BT), Les activités enzymatiques sériques de l'aspartate amino-transaminase (ASAT), de
I'alanine amino-transaminase (ALAT) et de la phosphatase alcaline (PAL), gamma-
glutamyltransferase (y-GT) et Lactate Déshydrogénase (LDH) .
2.6. Dosage des parametres du stress oxydatif.
2.6.1. Préparation de I’homogénat de tissus.
Un gramme de chaque tissu (foie, rein ou cerveau) sont homogénéisés des tissus dans 2 ml de
solution tampon phosphate (TBS), apres ont procédé a une centrifugation de la suspension
cellulaire (9000 g, 4°C, 15 min), puis les surnageants obtenus sont aliquotés dans des tubes
eppendorfs puis conservé a -20°C en attendant d’effectuer les dosages des paramétres du
stress oxydant.
2.6.2. Dosage des protéines
Le réactif de Bradford développe en présence de protéines une coloration bleue quantifiable a
595 nm, et dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans
I’échantillon. Pour quantifier cette concentration, des mesures sont prises & l'aide du

spectrophotometre UV/visible Jenway 6305.
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» Calcule de la concentration des protéines :

La courbe d'étalonnage précédemment établie est utilisée pour indiquer la densité optique
obtenue. En comparant les résultats a une gamme standard de sérum albumine bovine (1

mg/ml) réalisée dans des conditions identiques, la concentration en protéines est déterminée.

1
0,9 V'S
0,8 y = 0,0086x + 0,0423
@ 0,7 R2 = 0,9903 /
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Figure. 20 Gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.
2.6.3. Dosage de malondialdéhyde.
Pour évaluer I'étendue de la peroxydation lipidique dans les reins, le foie et le cerveau, nous
avons mesuré les niveaux de substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS) en
utilisant la méthode décrite par Buege et Aust (1978)

» Principe :
La réaction de la substance repose sur la condensation du MDA avec l'acide thiobarbiturique

dans un environnement acide chauffé (Figure. 21)
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Figure. 21 Réaction du dialdéhyde malonique avec 1’acide thiobarbiturique.
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> Calcul de la concentration du MDA :

La quantit¢ du MDA dans 1’échantillon est exprimée en nmol/gramme de protéine. Selon

I’équation :

MDA (nmol/mgprotéines) = DOx10¢
E+X+L+Fd

- U : Concentration en nmolimg de protéines.

-DO : Densité optique lue 4 2530 nm.

- E : Coetficient d'extinction molare du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1.
- L : Longueur du trajet opticque = 0772 cm.

- X : Concentration de 1" extrait en protéines (mgiml).

-Fd : Facteur de dilution : Fd = 02083

2.6.4. Dosage du glutathion (GSH)
Le dosage du glutathion (GSH) est réalisé selon la méthode de Jollow et al (1974).
» Principe :
L'absorbance optique de I'acide 2-nitro-5-mercapturique est mesurée dans cet essai, qui résulte

de la réduction de I'acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique par les groupes glutathion (-SH).

Nk
OO H
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_COOH

- .
DITNE T - GSH _ &+

T

T

TrCOOH

[

Acide glutathionwvl-dithio-nitrobenzorogue

TINE
nbsorbant

Figure. 22 Principe de dosage du glutathion.
» Calcul de la concentration :

La concentration du GSH est obtenue par la formule suivante :

GSH (umol/mgproteines) = DOx1x1.525

13.100x0.8x0.5xmg proteines
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-D0O: Densité optique

-1 Volume total des solutions utlisées de la déprotéinization (0. 8ml homogénat,
0.2ml 354).

- L.525 : volume total des selutions utilisées dans le dosage du GEH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant + 1ml tris + 0.025 ml DITTE).

-13.100 : Coefficient 4" absorbance (concernant le groupement —5H a 412 nm).
-0.8 : Welume de 1'homogén at aprés déprotéini sati on.

-0.5: Weolume de surnageant trouvé dans 1,325 ml

2.6.5. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPX)

» Principe :
La mesure de l'activité du GSH-Px est réalisée a I'aide de la technique de Flohé et Gunzler
(1984).

> Calcul de Pactivité enzymatique :

L’activité enzymatique du GPx est exprimée en nano moles de GSH oxydé par milligramme

de protéines (nmol GSH/mg pro.t) selon I’équation :

GPx (umol/mgprot.)) = (DO échantillon — DO étalon) x 0,04 + 5

DO étalon meprot.

-DO échantillon : Densité optique de Uéchantillon.
-DO étalon: Densité optique de 17 &tal on.
0.04: Concentration de substrat {(G5H)

2.6.6. Dosage de P’activité de glutathion-s-transférase (GSTS) :

» Principe
La technique utilisée dans cette étude particuliere pour mesurer I'activité de la GST est basée
sur la méthode développée par Habig et al (1974).
La variation de densité optique provoquée par la présence du complexe GSH-CDNB est
mesurée sur une durée de 5 minutes a une longueur d'onde de 340 nm, avec des mesures

effectuées toutes les minutes
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> Calcul de la concentration :

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante:

GST (nmol GST/min/mg protéine) = (DO échant/min - DO blanc/min)

9,6 mg de protéine

-DO: Densite optique de 1" échantillon fmin.
-DO/min blanc : Densité optique du blanc fmin

9.6 Coeflicient d extinction du GSH-CDIE exprime en mMd Cm.

2.6.7. Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

» Principe :
Une multitude de tissus contiennent des catalases, qui sont des enzymes disposées sous forme
tétramere. Chaque unité de ces enzymes contient une molécule d'héme et une molécule de
NADPH. Leur fonction principale est de protéger les cellules du stress oxydatif en
neutralisant les espéces reactives et en accélérant la dégradation naturelle du peroxyde
d'hydrogene (H,0) (Aebi, 1984)
Une lecture de l'absorption a 240 nm est effectuée aprés une pause de 15 secondes, les
mesures étant effectuées sur une durée de 60 secondes.

Calcul de Pactivité enzymatique :

La formule utilisée pour exprimer l'activité enzymatique de la catalase est en micromoles de

H,0; par minute et par milligramme de protéine (umol H2O2/min/mg prot.).

Catalase {pumol H202/min/mg proteins|= ADO/min

cExLxX=xFd

- ADO: Vanation de la densité optique par minutes.

-8 Coefficient d'extinction moléculatre de leau oxygénée, & HoO=0.043
mhl-1.cm-1=0043 wmol cm-1ml-1.

-L : Largeur delacuve=1cm

- X Quantité de protéines en maoiml.

-Fd : Facteur de dilution pour le HaOn dans la solution tamnpon.
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2.6.8. Dosage de I’activité du superoxyde dismutase (SOD)
La technique utilisée dans cette étude particuliére pour mesurer I'activité de la SOD est basée
sur la méthode développée par Beyer et Fridovich. (1987)

> Calcul de Pactivité enzymatique:

L'expression de l'activité enzymatique de la SOD est mesurée en U/mg de protéine selon la
formule suivante :

L’activité SOD = % d’inhibition /mg de protéine.

Y=DOB-DOE x100 x 20 xfacteur de dilution

DO B mg de prot.

Activité specifique SOD = Y/50 unité de SOD/mg de protéine.
2.6.9. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE)

» Principe :
La technique employée est basée sur l'approche développée par (Ellman et al., 1961). Plus
précisément, l'acétylcholinestérase trouvée dans I'échantillon de tissu interagira avec
I'acétylthiocholine (ASCh), entrainant la libération d'acétate et de thiocholine (Sch). Par la
suite, Sch réagit avec le DTNB (5,5'-Dithio-Bis-nitrobenzoate), produisant du TNB qui
présente une couleur jaune et absorbe la lumiere a 412 nm. La concentration en TNB est
directement proportionnelle a la quantité d'enzymes présentes dans le milieu.
Les résultats sont exprimés en nmol/min/mg de protéine. L’activité est donnée par la formule

suivante :

Activité (nmol/min/mgdeprotéine =ADO/minx1000xVcyt

€ x Vx [Protéines]

-ADO = varation de densité optique par minute.

-V volume de ["échantillon en ml.

-P:mg de protéine par ml de lafraction a doser.

- Vevt : volume de cytosol.

- g coefficient d extinction molaire de 1 acétylcholinestérase égale

a 13,6 Mm Jc.

-/ =a: coefficient directeur : v =ax.
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2.7.Etude histologique
Les organes prélevés (foies, reins) sont conservés dans le formol (10 %). Les coupes

histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologique (NIHA) Annaba. La
technique utilisée est celle décrite par Hould (1984), qui implique les étapes suivantes
Fixation :

Pour préserver les structures des échantillons de foie, de rein et de poumon, ils ont été
immergés dans une solution de formol & 10 % pour la fixation. Placés dans des cassettes
specialisées aux parois surélevées, ces échantillons permettent le bon écoulement des liquides
pendant le processus. L'objectif premier de la fixation est d'assurer la préservation des
structures.

Enrobage et obtention des blocs :

Pour parvenir a la création de coupes fines et cohérentes, le processus consiste a incorporer
des échantillons dans un bloc de paraffine. Ce processus comprend plusieurs étapes, a
commencer par

La déshydratation. Lors de la déshydratation, I’cau présente dans les organes est
progressivement remplacée par de 1’é¢thanol a 100 %. Ensuite, du toluéne est utilisé pour
remplacer I'éthanol et enfin de la paraffine est introduite. La déshydratation est réalisée en
immergeant les échantillons dans une série de bains d'éthanol avec des concentrations
croissantes, commencant a 70 % et progressant jusqu'a 95 %, jusqu'a atteindre finalement
I'éthanol absolu a 100 %.

Eclaircissement: Pour obtenir une clarification des tissus, I'utilisation de xyléne, un solvant
compatible avec la paraffine, remplace 1'éthanol. Cela ¢élimine le besoin d’éthanol et implique
trois bains de 30 minutes.

Le but de I’inclusion en paraffine est de faciliter la création de coupes de tissus précises et
uniformes. Essentiellement, les tissus sont incorporés dans des blocs de paraffine.

Confection des coupes :

A l'aide d'un microtome (en particulier le Leica RM2125RT), il devient possible de créer des
coupes minces mesurant seulement quelques microns d'épaisseur (allant généralement de 2 a
5 um). Cet instrument permet de trancher avec précision le bloc pour atteindre le niveau de
finesse souhaité. Une fois tranchées, les sections sont ensuite placées sur des lames d'objet,

soigneusement aplaties et fixées en place a l'aide d'eau gélatineuse tiede
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> Coloration et montage :

Un appareil automatisé, le Leica ST4040, a été utilisé pour réaliser la technique
hématoxyline-éosine (hématéine-éosine). Le processus comportait plusieurs étapes.

Tout d'abord, la Déparaffinage a été réalisé en placant les lames sur une plaque chauffante a
une température de 45 a 60°C pendant 15 minutes. Cette étape visait a liquéfier et éliminer la
paraffine.

Aprés déparaffinage, les lames ont été soumises a une réhydratation. Ceci a été réalisé en
immergeant les lames dans des bains d'alcool a concentrations décroissantes, allant de 100 %
d'alcool a 50 % d'alcool, puis dans de I'eau distillée.

Pour obtenir I’effet de coloration souhaité, nous avons utilisé une technique de coloration
connue sous le nom d’hématoxyline-¢osine (HE). Cette méthode implique 1’utilisation d’une
combinaison de deux colorants, 1’hématoxyline et 1’éosine. Pour réaliser le processus de
coloration, nous avions besoin d'une solution d'alcool acide (un mélange de 100 ml d'alcool
éthylique a 70 % et 50 ml d'acide HCI), ainsi que d'eau ammoniacale (un mélange de 100 ml
d'eau distillée et 2 ml d'ammoniaque). ), et une solution d'éosine.

La procédure de coloration comprenait plusieurs étapes. Tout d’abord, les lames ont été
déparaffinées et hydratées a 1’eau du robinet, puis rincées a 1’eau distillée. Par la suite, les
lames ont été immergées dans un bain de Harris Hematoxylin pendant une durée de 15
minutes. Ce colorant particulier confére une couleur bleu violacé aux structures basophiles, en
particulier aux noyaux.

Pour distinguer les coupes dans I'alcool acide, plongez les lames pendant une bréve période de
1 a 2 trempettes. Ensuite, transférez les lames dans un bain d’eau du robinet et examinez la

différenciation a 1’aide d’un microscope.

2.8. Etude statistique

Pour I’étude in vitro les données représentent la moyenne de trois répétitions (Triplicata)
indépendantes + 1‘erreur type (M = SEM).

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne+ 1‘erreur type (M £ SEM).

Avec M = X x / n ; x signifiant la valeur du parametre étudié et n c‘est le nombre de valeurs.
SEM = écart type/ V n.

La comparaison entre les différents lots est effectuée aprés une analyse de la variance
(ANOVA) suivie par le test post-hoc de Tukey pour la comparaison multiple (logiciel Graph
Pad Prisme 7 (Prism7, version 7.00, Graph Pad Software, California USA).

La différence est significative pour P < 0.05 (*).
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La différence est trés significative pour P < 0.01 (**).
La différence est hautement significative pour P < 0.001 (***).

La différence est trés hautement significative pour P < 0.0001 (****).
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3. RESULTATS

3.1. Evaluation du potentiel antioxydant

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux de la plante S. sodomaeum. a été
réalisée in vitro par deux méthodes chimiques différentes : Test au DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) et la réduction du fer.

3.1.1. Effet scavenger du radical DPPH.

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait SSE vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par un
passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer une courbe du pourcentage d’activité antiradicalaire
pour I’extrait, une courbe avec la présence d’une phase stationnaire qui définit la réduction
presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire.

Les résultats obtenus révelent que I’extrait aqueux possede une activité antiradicalaire dose
dépendante car elle est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration de I’extrait
aqueux. Le pourcentage d’inhibition est de I’ordre de 92,31 % pour 1’acide ascorbique, 82,73
% pour le BHT et de 71,35 % pour I’extrait aqueux de S. sodomaeum.

Détermination des 1Cs

La cinétique du pourcentage d’activité anti-radicalaire nous a permis de déterminer 1’ICsp, qui
correspond a la concentration d’acide ascorbique, de I’extrait aqueux SSE et du BHT
nécessaire a 1’inhibition de 50% du DPPH présent dans le milieu. Une valeur faible d’ICso
correspond a une activité antioxydante ¢levée de I’extrait (Prakash et al., 2012).

La comparaison des IC50 par rapport aux deux témoins positifs montre que I’extrait aqueux
de S. sodomaeum possede une activité antioxydante importante avec un 1Csp =18,87+ 1,60
pg/ml, le BHT =8,71+1,10 pg/ml et I’acide ascorbique = 5,91+0,79 pg/ml. (Tableau. 22)

Tableau 22. IC50 de I’extrait aqueux de S. sodomaeum ; 1’acide ascorbique et le BHT

5,91+0,79 8,71+1,10 18,87+ 1,60

3.1.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP).
Dans ce test, la présence d'un réducteur (antioxydant) dans I’huile a tester va réduire le

complexe Fe3+ /ferricyanide [FeCI3/K3Fe (CN) 6] a la forme ferreuse (Fe2+) qui
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s'accompagne par le passage de la couleur jaune a la couleur verte ou bleue qui va absorber a
la longueur d'onde de 700 nm, ainsi, une couleur intense signifie un puissant effet réducteur.
Les résultats révelent la capacité de réduction est proportionnelle a 1’augmentation de la
concentration de I’extrait qui posséde un potentiel réducteur dose-dépendant a partir de 0.74
pg/ml jusqu’a 9.15 pg/ml, tandis que le BHT montre une activité réductrice a partir a 2.22
pg/ml et I’acide ascorbique avec un pouvoir réducteur a partir 0.26 pg/ml.
La valeur ECsp est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance égale a
0,5 et qui est calculée a partir du graphe de 1’absorbance en fonction de la concentration de
I’échantillon. ECsp pour I’acide ascorbique 1.11 pg/ml ; ’extrait du de S. sodomaeum 3,67
pg/ml et pour le BHT 6,49 pg/ml.
Nous remarquons que I’extrait a présenté une activité remarquable pour réduire le fer, reflété
par les densités optiques obtenues a différentes concentration (DO maximale = 0,965 a la
concentration de 9.15 pg/ml). Cette activité reste inférieure a celles enregistrées par I’acide
ascorbique par contre supérieure a celles de BHT.
3.2. Impact du traitement sur les parametres physiologiques.
3.2.1. Effet du CuQ sur I’état général de santé des rats.
Pendant la période de traitement, aucune mortalité ni aucun symptéme clinique n'ont été
observés chez les témoins. De méme, aucun signe clinique n'a été signalé apres
I'administration orale de CuQ chez les rats traités a 47 mg/kg (DLso/100). Cependant, le
groupe traité avec 67,1 mg/kg (DLso/70) a montré des signes de toxicité aprés deux semaines
de traitement sous la forme d'une hypoactivité, d’une faiblesse associée a 1’isolement
individuel et tremblements des membres postérieurs. Ces symptdémes cliniques étaient plus
graves pour les rats traités avec 94mg/kg (DLso/50), comme 1’effondrement, la dyspnée, une
somnolence, de plus leurs mouvements diminuent et la respiration devient difficile. En
outre, trois rats ont été perdus au cours des deux dernieres semaines de la période
d'administration : deux rats ont été trouvés morts (groupes traités avec DLso/70 et DLso/50)
et un autre traité avec la dose DLso/50 a d{l étre tué dans un état moribond et un état de sante
géneralement altéré a été observeé
3.2.2. Effet de I’extrait SSE sur la santé générale et le comportement général des
animaux
Nous n’avons enregistré aucun cas de mortalité ni de signes d’intoxication cliniquement

décelable aussi bien dans les lots traités par 1’extrait aqueux de S. sodomaeum que dans le
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groupe témoin, et ce tout au long de I‘expérimentation. Une augmentation de la

consommation des aliments chez les rats traités par 2.67mg/kg/jour et 8 mg/kg/jour.

3.2.3. Evaluation du poids corporel et du poids des organes.

3.2.3.1. Effet de CuQ sur le poids corporel.

Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de ’expérience de
toxicité sub-chronique aprés traitement au CuQ a différentes doses a démontré qu’il y a une
diminution significative du poids comparativement aux témoins (Tableau. 23).

Ce changement dans la masse corporelle est beaucoup plus visible chez les groupes soumis
aux doses (DLso/70 et DLs/50). La dose moyenne 67.1 mg/kg, a provoqué une diminution
trés significative (P <0,01) du poids corporel et une baisse du gain de poids chez le lot traité
de la valeur de 21,37+3,31 % du poids corporel et une diminution hautement significative
(p<0,001) chez les traités avec le forte dose 94 mg/kg du poids corporel des rats 17,11+2,17
% comparés aux témoins 32,43 +0,63% .

3.2.3.2. Effet du CuQ sur le poids absolus et relatif des organes : foie, rein et cerveau.
Nous avons suivi 1I’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) du foie, rein et cerveau
chez les rats témoins et les rats recevant le (CuQ) a faible dose (DLs¢/100), a moyenne dose
(DLso/70) et a forte dose (DLso/50).

Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative entre le PA des organes
étudiés chez les traités par rapport aux témoins avec toutes les doses testées. (Tableau. 23)
Dans cette étude, nous avons observé une augmentation significative du poids relatif du foie
dans les traité avec CuQ a les doses (3, 61+0,06 ; 4,017+0,12 et 4,13+0,14 respectivement)
en comparaison avec le controle (3, 16+0,06). Les mémes résultats ont été observés dans les
reins a toutes les doses (0,57+0,014 ; 0,61+0,041 et 0,61+0,017 respectivement) en
comparaison avec le controle (0,45+0,036).

Le poids relatif du cerveau a été considérablement réduit chez le lot traité par le (CuQ)
comparativement aux témoins. Une diminution tres hautement significative (p<0,0001) a été
enregistrée chez les rats traités avec les doses (DLso/70 et DLso/50) (0,42+0,007 et 0,43+0,012
respectivement) en comparaison avec le contréle (0,52+0,012). (Tableau. 23)
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Tableau 23. Variation de poids corporel, poids absolu (g) et relatif (3/100g de PC) du foie,
des reins et du cerveau chez les rats témoins et traités aprés 8 semaines du traitement avec
CuQ.

Parameétres Lots expérimentaux

Témoin LD50/100 LD50/70 LD50/50
I NERG) 2035+0,56 1785+ 1.92 178,33+ 3.52 181+ 4,11
Poids final (g) 269,5+1,45  232,5+2,59 216+ 3,81 211,66+ 3,34
Gain de Poids (%) 32,43 £0,63  30,26+0,92 21,37+3,31** 17,1142 17%**
Poids absolu du foie (g) 8,63+0,32 8,51+0,10 8,69+0,37 9,12+0,38
Poids relatif du foie (g/100 g bw) RENIGKVE 3,61+0,06* 4,017+0,12** 4,13£0,14***
Poids absolu des reins (g) 1,26+0,145  1,35+0,059 1,32+0,102 1,35+0,028
1o S G ETGEe EEN CEN (A0 0,45+0,036  0,57+0,014**  0,61+0,041***  0,61+0,017***
bw)
Poids absolu du cerveau 1,36+0.034  1,16+0.026*** 0,91+0.023****  (,91+0.018****
Poids relatif du cerveau 0,520,012  0,50+0,012 0,42+0,007****  0,43+0,012***

3.2.3.3. Effet de SSE sur le poids corporel.
L’¢étude de la toxicité sub-chronique de 1’extrait aqueux de S. sodomaeum sur des rats Wistar
pendant 08 semaines a raison de DLso/100 (1.6 mg/kg/jour) comme dose faible ne conduit
pas a une modification du poids des animaux apres 08 semaines du traitement par rapport au

lot témoin.

Nos résultats montrent que I’administration de 1’extrait aqueux de S. sodomaeum a des doses
de DLso/60 (2.67mg/kg/jour) et DLso/20 (8mg/kg/jour) provoque une augmentation
hautement significative par rapport au témoin (p<0.001 ; p<0.01). Avec un pourcentage de
(+32.536% ; +35.850% respectivement) comparativement au lot témoin.

3.2.3.4. Effet du SSE sur le poids absolus et relatif des organes : foie, rein et cerveau.
Le suivi I’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) du foie ; rein et cerveau a été
chez les rats témoins et les rats recevant I’extrait aqueux de S. sodomaeum a faible dose
DLso/100 ; @ moyenne dose DLso/60 et a forte dose DLso/20
A la fin de I’expérimentation, les résultats montrent aucun signe significatif de toxicité, de
lésion ou de changement de couleur du foie n’a été observé. De plus, I’administration de
I’extrait aqueux de S. sodomaeum pendant 08 semaines  ne montre aucune variation

significative du poids absolu du foie (PA) récupéré (p>0.05)
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Cependant, on observe une diminution significative (p<0,01) de poids relative du foie (PR)
chez les rats traités a la moyenne dose DLso/60 et la forte dose DLso/20 avec des valeurs
(2,7£0.12 ; 2,621+0.07 respectivement) par rapport aux rats témoins (3,425+0.21).
les résultats révelent une augmentation significative (p< 0,05) du poids absolu des reins chez
les rats recevant les doses DLsy/60 et DLsg/20 ; par contre les résultats obtenus n’observent
aucune différence significative du poids relative des reins chez les différentes groupes.
Concernant le poids absolu et relative du cerveau 1’administration de I’extrait aqueux de S.
sodomaeum pendant 08 semaines ne montre aucune variation significative aux différentes
doses (p=0.05)
3.3. Effet du traitement sur les paramétres biochimiques.
3.3.1. Effet du CuQ sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction
hépatique.
Le tableau (24) résume la variation des paramétres de la fonction hépatique des rats témoins
et traités apres 8 semaines de traitement.

» Protéines totales et ’albumine.
Les résultats de la présente étude révelent que 1’administration de CuQ chez les rats traités a
raison de DLso/100 aucune variation statistiquement significative de teneur plasmatique en
protéines totales. Par contre, on observe une diminution tres significative (p<0,01) chez les
rats traités a la moyenne dose DLso/70 avec une diminution en protéines totales 70,76+3,86
g/L et en albumine 33,83+0,91 g/L et une diminution hautement significative (p<0.001) chez
le groupe traité a forte dose DLso/50 avec une concentration de 69,72+2,85 g/L en protéines
totales et une concentration de 33+1,12 g/L en albumine toujours par rapport aux témoins.
(Tableau. 24)

» Concentration plasmatique en transaminases (ASAT) et (ALAT)
Nos résultats ont montré un changement statistiquement significatif d’ALAT chez les rats
traités a la moyenne dose DLso/70 et chez les rats traités a la forte dose DLso/50
comparativement aux témoins (Tableau. 24 ) .En effet, nous avons observé une diminution
significative (p <0.05) chez les rats traités a la dose moyenne avec une concentration de
(93.83£2.35 IU/L) et une diminution hautement significative (p < 0.001) chez le lot a forte
dose avec une concentration de (89+2.40 IU/L) par rapport au témoin (103.33+1.92 1U/L).
Par contre 1’administration de CuQ a montré une augmentation trés significative (p<0.01) du
taux de ’ASAT chez les rats traités a la dose DLso/70 avec une concentration (229+1.85

IU/L) et une augmentation hautement significative (p<0.001) chez les rats traités a la dose
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DLso/50 avec une concentration (236.75+2.28 IU/L) par rapport au témoin (215+2.70 1U/L).
Nous avons noté également un changement non significatif (p >0.05) des valeurs avec les
traités a la faible dose par rapport aux témoins. (Tableau. 24)

» Concentration plasmatique en phosphatase alcaline et la bilirubine.

Nos résultats ne montrent aucune variation statistiguement significative de la concentration
plasmatique en bilirubine totale chez les rats traités par le CuQ chez le lot traité a faible dose
DLso/100 et a moyenne dose DLsp/70 comparativement aux témoins. (Tableau. 24).

Par contre, on observe une diminution hautement significative (p< 0,001) chez les rats traités
a la forte dose DLso/50 de la concentration de la bilirubine totale de la valeur de
1.33+£0.11mg/I par rapport aux témoins avec la valeur de 2.63+0.10 mg/I.

Concernant la phosphatase alcaline, I’administration de CuQ chez les groupes traités a faible
dose ne montre aucune différence significative comparativement aux témoins. Par ailleurs,
nos résultats montrent une augmentation tres significative (P<0,01) de la phosphatase alcaline
chez le groupe traité a moyenne dose DLsy/70 avec une concentration de 487+4.27 U/L et une
augmentation hautement significative (p<0.001) chez le groupe traité a forte dose DLs¢/50
avec une concentration de 501+6.01 U/L toujours par rapport aux témoins avec la valeur de
4475 + 3.46 U/L. (Tableau. 24)

» Lactate Déshydrogénase (LDH) et gamma-glutamyl- transférase (y-GT).
L’administration du CuQ chez les rats a provoqué une augmentation trés significative de
LDH et de y-GT (p< 0.01) chez le groupe traité a forte dose (94 mg/kg/p.c) Par contre, on
note changement significatif chez le lot traité a faible dose (47 mg/kg/p.c) et a moyenne dose

(67.1 mg/kg/p.c) comparativement aux témoins. (Tableau. 24).
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Tableau 24. Les biomarqueurs plasmatiques de la fonction hépatique chez les rats témoins et
traités apres 8 semaines du traitement avec CuQ.

Parameters Experimental groups

Témoin DLs,/100 DLso/70 DLso/50
Proteine totale (g/L) 84,71+0,68 73,90+2,72 70,76+3,86** 69,72+2,85**
% —— -12,71% -16,41% -17,63%
Albumine (g/L) 38,5+0,42 35,5+1,36 33,83+£0,91* 33+1,12**
% -7,79% -12,12% -14,28%
LDH (1U/L) 1516,5+88,22 1656+121,92 1687,3+150,12  2120,66+90,20**
% +9,19% +11,26% +39,83%
TB (mg/L) 2,6340,10 2,33+0,06 2,22+0,09* 1,33+0,11***
% ---- -11,40% -15,58% -49,42%
AST (IU/L) 215+£2,70 211,33+2,20 229,25+£1,85**  236,75%2,28***
% ——— -1,70% +6,62% +10,11%
ALT (IU/L) 103,33+1,92 103+1,82 93,83+ 2,35* 89+2,40***
% -0,31% -9,19% -13,86%
ALP (1U/L) 447,5+3,46 464+7,60 48714, 27%** 501,5+6,00%**
% +3,68% +8,94% +12,19%
v-GT (IU/L) 540,36 5,16 +0,30 5,83 +0,40 7,66 +0,55**
% -—- +3,2% +16,6% +53,2%

3.3.2 Effet lextrait aqueux de S. sodomaeum sur les réponses des marqueurs
biochimiques de la fonction hépatique.
» Concentration plasmatique en protéines totales et ’albumine

Les résultats de la présente étude n’enregistrent aucune différence significative de la teneur
plasmatique en protéines totales chez les rats traités a faible dose (DLso/100) ; a moyenne
dose (DLso/60) et chez les rats traités a forte dose (DLso/20) avec des concentrations
respectives (75.37 + 1.70 g/l; 76.28 + 2.22 g/l et 75.99+£1.34 g/l) comparativement aux rats
témoins (p>0.05). On note aussi que l’administration orale de [’extrait aqueux de S.
sodomaeum chez les traités a faible dose et a forte dose ne provoque aucune modification
significative (P>0,05) de la teneur plasmatique en albumine avec un pourcentage (-1.36% ; -
2.30% respectivement) par rapport au lot témoin. Par contre on observe une légére diminution

significative (p<0.05) chez le groupe traité a moyenne dose (DLsy/60) avec une concentration
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(32.83 + 0.65 g/I) et un pourcentage (- 13.27 %) toujours par rapport aux rats témoins qui a
une concentration de 1’ordre (36.5 +£0.76 g/l).

» Concentration plasmatique en phosphatase alcaline et la bilirubine totale
Les résultats du dosage de la bilirubine totale montrent que les lots traités respectivement par
DLso/100 ; DLsp/60 et DLso/20 de I’extrait aqueux de S. sodomaeum présentent des
concentrations respectivement de la valeur de 2.93+0.32 mg/l, 2.36x£0.24 mg/l et 2.90+0.12
mg/l et ne présentent pas de différentes significatives par rapport au lot témoin qui a des
concentrations de 1’ordre de 3.18+0.23 mg/l.
Concernant la phosphatase alcaline, 1’administration de 1’extrait aqueux de S. sodomaeum
n’enregistre aucune différence significative chez les rats traités respectivement par (DLso/100
; DLso/60 et DLso/20) présentent des concentrations sont respectivement de 1’ordre de
(496.33+37.24 ; 406+30.45 et 404.66+22.23U/L) comparativement au lot témoin qui est de
I’ordre de (450.5£14.15 U/L).

» Concentration plasmatique en transaminases (ALAT) et (ASAT)
Les résultats du dosage de ’ALAT, montrent que les lots traités respectivement par 1.6
mg/Kg/jour (DLso/100) ; 2.67mg/Kg/jour (DLs¢/60) et 8 mg/Kg/jours (DLso/20) de 1’extrait
aqueux de S. sodomaeum présentent des concentrations respectives de (95.66+5.91 ;
99.16+8.67 et 83.5+3.68 Ul /L), ne présentent pas de différences significatives (p>0.05) par
rapport au lot témoin qui est a un taux de ALAT sérique de 1’ordre de (101.66+9.86 1U/L).
L’administration orale de I’extrait aqueux de S. sodomaeum a des doses de (DLso/100 ;
DLso/60 et DLsp/20) pendant 08 semaines provoque de légeres augmentations des
concentrations plasmatiques en ASAT (234.33+x10.10 ; 214+9.61 et 208.33+11.71UI/L
respectivement). Néanmoins les taux restent non significatifs (p>0.05) lorsqu’ on les compare
avec les concentrations des rats témoins (205+6.47 1U/L).

» Concentration plasmatique en gamma-glutamyl- transférase (y-GT) et Lactate

Déshydrogénase (LDH).

Les résultats du dosage de la gamma-glutamyl- transférase (y-GT) montrent que les rats traités
a faible doseDL5o/100 ; & moyenne dose DLso/60 et chez les rats traités a forte dose DL /20de
I’extrait aqueux de S. sodomaeum présentent des concentrations respectivement de (3.5+0.42
; 4.83£0.30 et 4.16+0.83 IU/L) qui ne présentent pas des variations significatives par rapport
au lot témoin qui a des concentrations de 1’ordre (3.66+0.55 IU/L).
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Aussi I’administration de I’extrait SSE ne provoque aucune altération significative sur le taux
de LDH chez les traitées a les doses de DL5o/100 ; DLso/60 et DLso/20
(p>0,05).comparativement aux témoins.

3. 3.3. Effet du CuQ sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction rénale.
Comme l'indique le tableau. , le taux d’urée du sang a augmenté de maniere tres significative
dans les groupes DLsy70 et DLso/50 (p<0,01) avec des valeurs de 0.48+ 0.009 et 0.49+ 0.019
g/L respectivement. De méme, les taux de créatinine et d'acide urique ont augmenté de
maniere hautement significative (p<0,001) dans les groupes traités par DLso/70 et DLso/50 par

rapport au groupe témoin. (Tableau. 25)

Tableau 25. Variation des parameétres biochimiques de la fonction rénale chez rats témoins,
traités par CuQ.

Parameters Experimental groups

Témoin DLs0/100 DLso/70 DLso/50
Urée (g/L) 0.39+0.011  0.40+0.019 0.48+ 0.009 0.49+ 0.019
% +2,56 % +23,07 % +25,64 %
Créatinine (mg/L) 5.35+0.16 5.71+0.23 7.03+0.21 7.35+0.30
% +6,72 % +31,40% +59,70 %
Acide urique (mg/L) 10.66+0.33  11.83+0.65 14.33+0.49°  17.83+0.60
% +10, 97 % +34, 42 % +67,26 %

3. 3.4. Effet de I’extrait SSE sur les réponses des marqueurs biochimiques de la fonction
rénale.

Les résultats ne montrent aucun effet significatif de teneur d’urée chez tous les lots traités
(p>0.05), comparativement aux témoins.

De plus aucun changement significatif sur le taux de créatinine (p>0.05) chez les rats traités
avec I’extrait SSE a différente dose par rapport aux témoins, les mémes observations pour le

contenu de ’acide urique (p>0.05) toujours par rapport au lot témoin.
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3.4. Effets du traitement sur les parameétres de stress oxydatif.
3.4.1. Effet du traitement sur les parameétres non-enzymatiques
3.4.1.1. Taux du glutathion réduit (GSH)

» Effet de CuQ sur le taux du GSH
Le dosage du GSH montre que le traitement par le CuQ a entrainé une diminution hautement
significative du glutathion tissulaire dans le foie (p<0.001) chez les traités a (47 ; 67.1 et 94
mg/kg/p.c), avec des pourcentages (-24.17% ; -26.53% et -38.18 % respectivement)
comparativement aux témoins (Figure. 23).
De méme nous avons noté une diminution significative (P<0,05) de la teneur en glutathion au
niveau des reins chez les traités a (DLso/100, DLso/70 et DLso/50), avec des pourcentages (-

23.48% ; -26.91% et -30.33 % respectivement) en comparaison aux témoins (Figure. 23)
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Figure. 23 Variation de taux de glutathion réduit dans le foie et les reins chez les rats témoins
et traités avec CuQ apres 8 semaines de traitement. (mzs, n=6).

» Effet de SSE sur le taux du GSH
D’apres les résultats obtenus on n’observe aucunes variations significatives de taux du GSH
chez les traités a les doses (DLso/100 ; DLso/60 et DLso/20) comparativement aux témoins.
Par contre nous avons enregistré une diminution trés significative (p<0.01) de de la teneur
cellulaire en glutathion dans les reins chez le lot traité a raison 8 mg/kg/j (DLso/20) par
rapport aux témoins.
3.4.1.2. Peroxydation lipidique

> Effet de CuQ sur le taux de malondialdéhyde (MDA)
Nos résultats obtenus montrent une augmentation trés significative (p<0.01) du taux de MDA
au niveau du foie chez les rats traites au CuQ a la dose de (DLso/70) avec un pourcentage de
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+ 62.88 % et augmentation tres hautement significative (p<0.0001) chez les rats traités a la
dose (DLso/50) avec pourcentage de +101.1 %. Pour le groupe traité a la dose (DLso/100)
aucun changement significatif n’est observé par rapport aux témoins.

Aussi les résultats montrent une peroxydation lipidique importante dans les reins, révélé par
un augmentation significative (p<0,05) du taux de MDA chez les traités avec DLso/100 avec
pourcentage (+49.33 %) et un augmentation trés significative (p<0,01) pour le groupe traités
avec la dose (DLs/70) (+55.03%) , de plus une augmentation hautement significative
(p<0,001) chez les rats traités avec la forte dose (DLso/50) (89.12%) (Figure. 24).
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Figure. 24 Variation de taux de malondialdéhyde (MDA) dans le foie et les reins chez les
rats témoins et traités avec CuQ apres 8 semaines. (m=s, n=6)

» Effet de SSE sur le taux de malondialdéhyde (MDA)
Les résultats ne montrent aucune variation significative du taux de MDA dans les organes
¢tudiés chez les traités par I’extrait aqueux SSE comparativement aux témoins, a I’exception
le traitement avec 1’extrait SSE induit une augmentation significative (p<0,05) chez les rats

traités a la dose DLso/20 en comparaison aux témoins.

3.4.2. Effet du traitement sur les parametres enzymatiques
3.4.2.1. Activité enzymatique de la glutathion peroxydase(GPx)

> Effet de CuQ sur I’activité enzymatique de GPx
Nos résultats illustrés indiquent une diminution trés significative (p< 0.01) de Dactivité
enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) au niveau du foie des traités a DLso/100 et
DLso/70 avec des pourcentages -14.86 et -16.36 % respectivement comparativement aux
témoins. Une diminution hautement significative (p< 0.001) a été enregistrée chez le groupe

traité @ DLso/50 avec un pourcentage de-34.38% par rapport au lot témoin (Figure. 25).
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Le traitement des rats avec le CuQ a provoqué une diminution trés significative (p< 0.01) de
I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) rénale (-29.30%) pour la dose
DLso/100 et une diminution hautement significative (p< 0.001) a eté enregistrée chez les rats
traités avec les doses (DLso/70 et DLso/50 avec des pourcentages (39.27% et 30.51 %

respectivement) comparativement au lot témoin. (Figure. 25).
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Figure.25 Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase dans le foie et les
reins chez les rats témoins et traités avec CuQ pendant 8 semaines de traitement ( ms, n=6).

» Effet de SSE sur P’activité enzymatique de GPx
L’administration du I’extrait aqueux SSE chez les rats n’induit aucun changement significatif
(p =0.05) dans les organes étudies (foie et reins) de 1’activité enzymatique de la GPx par
rapport au lot témoin.
3.4.2.2. Activité enzymatique de la glutathion - S- transférase (GST)

» Effet de CuQ sur ’activité enzymatique de la GST
L’activité de la glutathion transférase (GST) dans le foie est illustrée dans la figure(26).
Ainsi, nous n’avons constaté aucune différence significative (p=>0.05) entre le lot traité a
raison de (47mg/kg/p.c) et le lot témoin. Par contre, une diminution hautement significative
(p<0.001) de I’activité de la glutathion transférase (GST) est noté chez les rats traités a raison
de (67.1 et 94 mg/kg/p.c) avec des pourcentages de -58.75 % et -70.99% respectivement par
rapport au lot témoin. Une diminution hautement significative (p< 0.001) a été enregistrée

dans les reins chez les rats traités a raison de (DLso/100, DLso/70 et DLso/50).
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Figure. 26 Activité de la glutathion transférase hépatique et rénal chez les rats témoins et
traités par le CuQ a différentes doses pendant 8 semaines.( ms, n=6).
» Effet de SSE sur ’activité enzymatique de la GST

Ainsi, nous n’avons constaté aucune différence significative (p>0.05) entre les lots traités et le
lot témoin. En revanche, une diminution trés significative (p< 0.01) de D’activité¢ de la
glutathion transférase (GST) est notée chez les rats traités a raison de (8 mg/kg/p.c) par
rapport au lot témoin
3.4.2.3. Activité enzymatique de la catalase (CAT)

» Effet de CuQ sur Pactivité enzymatique de la CAT
D’aprés les résultats obtenus, on observe une diminution hautement significative (P<0,001) de
’activité enzymatique de la catalase dans le foie et les reins chez les traités avec DLsy/100.
DLso/70 ET DLso/50 ; avec un pourcentage de valeur (-99.71%) dans le foie et pourcentage de
(48.30%) dans les reins a la dose DLso/50 (Figure. 27)
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Figure. 27 Variation de I’activité enzymatique de la catalase dans le foie et les reins chez les
rats témoins et traités avec CuQ pendant 8 semaines de traitement.( m+s, n=6)
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> Effet de SSE sur activité enzymatique de la CAT
L’administration de I’extrait SSE ne provoque aucune différence significative chez les lots
traités (p >0.05) dans les organes étudies par rapport au témoin.
3.4.2.4. Activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)

» Effet de CuQ sur ’activité enzymatique SOD
Les résultats indiquent que le traitement par le CuQ a raison de 67.1 mg/kg /pc (DLso/70)
pendant 8 semaines a induit une diminution trés significative (p< 0.01) (- 34.10%) et
hautement significative chez les traités a la dose DLso/50 (-47.21%) de ’activité enzymatique
de la SOD hépatique ; et une diminution hautement significative (p< 0.001) de la SOD au

niveau des reins comparativement au lot t¢émoin. (Figure.28)
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Figure. 28 Variation de ’activité enzymatique du superoxyde dismutase dans le foie et les
reins chez les rats témoins et traités avec CuQ .( mzs, n=6)

> Effet de SSE sur P’activité enzymatique SOD
Nos résultats observent une diminution significative (p< 0.05) de la SOD au niveau de foie
chez le lot traité a la dose DLso/20 ; par contre 1’administration de 1’extrait ne provoque
aucune variation significative chez les rats traitées aux les doses DLso/100 et DLso/60 dans le
foie et les reins.
3.4.2.5. Activité enzymatique de I’acétylcholinestérase cérébrale (AChE)

» Effet de CuQ Activité enzymatique d’AChE
Une inhibition tres significative de 'AChE a été enregistrée dans 1’homogénats du cerveau

chez les traités a la faible dose (DLso/100) et tés hautement significative chez les rats traités
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par le CuQ chez les traités a raison de 67.1 mg/kg /pc (DLso/70) et 94 mg/kg /pc (DLso/50)
(Figure. 29).
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Figure. 29Variation de I’activité de 1’acétylcholinestérase (nmol/min/mg protéine) cérébrale
chez les rats témoins et traités avec CuQ pendant8 semaines du traitement.

» Effet de SSE Activité enzymatique d’AChE
Aucune inhibition significative de 1’Activité enzymatique d’AChE n’a été enregistrée dans
I’homogénats du cerveau chez les traités par le SSE comparativement au témoin (Figure. 59).
3.5. Etude histologique
3.5.1. Etude histologique des organes étudies

» Etude histologique apres le traitement avec CuQ
Les figures (30) montrent les modifications histopathologiques du foie et des reins de rats
males apres exposition a 47, 67,1 et 94 mg/kg p.c. de CuQ pendant 8 semaines, par rapport
aux rats témoins. L'examen au microscope optique a révélé une histo-architecture normale
dans les foies du groupe témoin et du groupe traité a la DLsp/100 (47 mg/kg p.c.) de CuQ
(Fig. 30. (A)a(D)). Le parenchyme hépatique présentait une disposition normale des
hépatocytes contenant des veines centro-lobulaires et une architecture lobulaire normale
caractérisée par la présence de pores hépatiques (H) séparés par des sinusoides (S). Chaque
hépatocyte a des noyaux distincts avec une structure normale et le cytoplasme est légérement
granuleux.
Cependant, plusieurs changements histologiques ont été observés dans les foies des groupes
traités avec des doses de CuQ de DLso/70 (67,1 mg/kg p.c.) et DLso/50 (94 mg/kg p.c.) (Fig.

30.(E)a(H)), notamment une dégenerescence des hépatocytes, une nécrose excessive et une
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congestion de la veine centrale, une dilatation et une congestion de la triade porte, une
vacuolisation lipidique, la présence de cellules de Kupffer et une réaction inflammatoire.

Les coupes rénales du groupe témoin et du groupe traité avec DLso/100 (47 mg/kg p.c.) de
CuQ (Fig.31. (A)a(D)) ont montré une structure histopathologique normale du parenchyme
rénal et une organisation histologique typique. En revanche, les coupes de reins de rats ayant
regu des doses de CuQ de LDso/70 (67,1 mg/kg p.c.) et LDso/50 (94 mg/kg p.c.)
(Fig.31.(E)a(H)) ont révelé plusieurs changements histologiques visibles, comme la
congestion vasculaire, I'nypertrophie de la chambre glomérulaire et I'atrophie des glomérules

associée a la dilatation de I'espace de Bowman.
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Figure. 30 Photomicrographie de coupes H&E du foie de rats témoins (A) et de rats traités
par la faible dose LDso/100 (47mg/kg . bw) (B) montrant des cellules hépatiques normales
avec des noyaux et un cytoplasme bien définis (Hc), une veine hépatique normale (double
fleche) (barre d'échelle 50 um). Section de rats traités par la dose moyenne LDsy/70 (67,1
mg/kg.p.c.) et la dose élevée LDso/50 (94 mg/kg.p.c.), le foie montrant des altérations
dégénératives séveres avec des hépatocytes nécrosés a noyau (fleches jaunes), une infiltration
de lymphocytes et de cellules de Kupffer (fleches noires), une congestion et la présence d'une
zone nécrotique (*) (C.D barre d'échelle 50 um et E,F,G barre d'échelle 25 pm)
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Figure. 31 Coupe histologique du tissu rénal chez les rats témoins (A, B) et les rats traités par
la faible dose LD50/100 (47 mg/kg.p.c.) (C, D) montrant un parenchyme rénal normal (A, B
et D, E) avec une structure glomérulaire normale (B, E) et une structure tubulaire normale (C,
F). Chez les rats traités avec la dose moyenne LD50/70 (67,1 mg/kg.p.c.) et la dose élevée
LD50/50 (94 mg/kg.p.c.), le tissu rénal présente de graves altérations dégénératives des
glomérules (fleche), une congestion (téte de fleche) (E,F,G,H,G) avec une dilatation de
I'espace de Bowman associée a une atrophie glomérulaire (E, H, fleche) (coloration H&E,
grossissement 150X et 400X, barre d'échelle = 50um et 25 um).
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» Etude histologique apres le traitement avec SSE

L'examen histopatologique des coupes des coupes hépatiques et rénales était normal dans
tous les groupes. Le foie des groupes traités au SSE (1.6 mg/Kg/jour; 2.67mg/Kg/jour et 8
mg/Kg/jours) n'a subi aucune modification pathologique du tissu hépatique par rapport au foie
du groupe témoin qui présentait une architecture lobulaire normale avec une veine centrale,
des hépatocytes environnants et des sinusoides sans congestion vasculaire ni dilatation des
capillaires sinusoidaux ni infiltration dans le foie sans congestion vasculaire ni dilatation des
capillaires sinusoridaux ni infiltration de cellules inflammatoires ni nécrose du pontage ni
fibrose précoce.

L'aspect histologique des reins des groupes traités au SSE (DLs¢/100 ; DL5o/60 et DLso/20) et
du groupe temoin a montré une structure histologique normale des glomérules, des tubules
contournés proximaux et des tubules contournés distaux ; aucun glomérule dégénéré ou

nécrotique, aucune inflammation ou clarification tubulaire n'ont été observés.

4. DISCUSSION
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4.1. Evaluation du potentiel antioxydant de I’extrait aqueux de la plante Solanum
sodomaeum L
Actuellement il est connu, que les sources végétales constituent un bon potentiel de
substances biologiquement actives. Il s’agit de plusieurs métabolites secondaires comme les
flavonoides et nonflavonoides. Ces métabolites sont variés dans leur structure, les groupes
OH, et leur position est tres essentielle pour dévier dans leur activité antioxydante et aussi
leurs actions biologiques (George et al., 2022).
En effet, les polyphénols sont des composes naturels largement répandus dans le régne
végétal et leur importance augmente de jour en jour, notamment en raison de leurs effets
bénéfiques sur la santé (Bougandoura et Bendimerad, 2012). La famille des Solanacées
présente une grande variété de métabolites secondaires, ce qui les rend tres précieux pour
I'agriculture et la pharmacie (Zadra et al. 2012; Mohasana et al., 2020). Les pourcentages de
constituants actifs dans les substances secondaires déterminent le potentiel de leur utilisation
dans la préparation de médicaments.
Dans la présente étude, I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux SSE est déterminée par
deux méthodes, le test du DPPH et le test du pouvoir réducteur du fer qui sert comme
indicateur significatif de I’activité antioxydante potentielle des composés (Narasimhan et al.,
2014).
L’activité¢ antioxydante DPPH de notre extrait indique sa capacit¢ a céder des atomes
d’hydrogénes. En outre la comparaison de 1’ICsp (18,87+ 1,60 pg/ml) aux témoins positifs
montre que 1’extrait aqueux de S. sodomaeum possede une activité antioxydante considérable
voire excellente. Ces résultats suggerent que notre extrait renferme des agents piégeurs de
radicaux libres agissant comme antioxydants primaires. La molécule antioxydante peut
neutraliser les radicaux DPPH en fournissant un atome d’hydrogéne ou un électron (Benzaid
etal., 2019 ; Trea et al., 2020).
Peu d'études ont été réalisées sur l'activité antioxydante de S. sodomaeum L. Les extraits
méthanoliques des fruits obtenus a partir de fruits non mdrs et mdrs ont présenté une activité
antioxydante, avec des valeurs 1C50. 2.743 pg/mL (Ouerghemmi et al., 2017). L’extrait du S.
nigrum et S. lycopersicum ont montré une activité antiradicalaire notable. Les deux extraits
ont des teneurs différentes en composés phénoliques et alcaloides, cette richesse en composés
polyphénoliques peut étre expliquée par leurs activités antioxydantes (Campisi et al., 2019;
George et al., 2022)
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L'activité¢ antioxydant de 1’extrait aqueux SSE a été évaluée par la méthode FRAP. Cette
méthode est polyvalente et peut étre appliqué dans les plantes et le plasma ainsi que dans les
extraits organiques et aqueux (Tichati et al., 2021). Le pouvoir réducteur des extraits de la
plante est dose dépendante, nous avons remarqué que 1’extrait aqueux €tudié a une activité
antioxydante importante par rapport a I’acide ascorbique et le BHT avec de valeur ECsp (3,67
pg/ml). Des études similaires sur I’extrait méthanoique de fruits de S. sodomeaum ont montré
une concentration d'efficacité au stade immature et au stade mature sont respectivement
d'environ 1,69 mg.ml-1 et 1,81 mg.ml-1 (Ouerghemmi et al., 2017).
L'espece S. sodomaeum présente sa capacité a réduire les substances en raison de la présence
de groupes hydroxyles dans les composés phénoliques, qui agissent comme donneurs
d'électrons (Kumar et al., 2017). De ce fait, les antioxydants sont reconnus pour leur role de
réduction et de désactivation des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Autre, il a été
constaté que la présence d'un noyau catéchol est fortement associée a un pouvoir réducteur
accru, présentant une amélioration de 36 % par rapport a d'autres structures (Kholkhal, 2013).
Cette activiteé accrue est attribuée a I'implication des groupes -OH attachés au noyau catéchol.
4.2. Effet de traitement sur les paramétres physiologiques
Le Quinolate de cuivre (CuQ) est un fongicide largement utilisé dans le monde, y compris en
Algérie, pour le traitement des semences. Peu d'informations sont disponibles sur les
dommages induits par le quinolate de cuivre (CuQ) sur le foie, le cerveau et les reins. Nos
résultats ont montré que l'administration de CuQ a 47, 67,1 et 94 mg/kg p.c. de CuQ
représentant respectivement la DLso/100, la DLso/70 et la DLso/50 pendant 8 semaines chez le
rat a conduit a une perte de poids corporel dose-dépendante chez les animaux exposés a ce
fongicide. Ce phénomene pourrait étre attribué a la toxicité du pesticide. Cette réduction
consécutive a l'administration de CuQ a été signalée de maniere similaire dans des études
antérieures portant sur les effets toxiques des fongicides sur des modeles animaux (Alarcan et
al., 2020; Wu et al., 2021).
Dans les études toxicologiques, le poids corporel, les gains de poids et le poids des organes
sont I'un des indicateurs les plus sensibles lors de I'étude de la toxicité des xénobiotiques dans
différents tissus et organes des mammiferes (Narhari et al., 2015; Khan et al., 2022), car les
animaux qui survivent ne peuvent pas perdre plus del0 % du poids corporel initial (Raza et
al., 2002; Obici et al., 2008). Les changements anormaux pourraient étre utilisés comme
indicateur de dysfonctionnement des organes, de processus de détoxification et de toxicite

(Efsa, 2013). A cet égard, les résultats ont montré une augmentation du poids absolu et relatif
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du foie et des reins a la suite d'une exposition au CuQ. Des résultats similaires ont été
rapportés chez des rats exposés a d'autres fongicides (Chakroun et al., 2016; Ben othmene et
al., 2020; Wan et al ., 2020;Ahmed et al., 2020; Ku et al., 2021). L'augmentation du poids du
foie peut étre attribuée a I'accumulation de quinolate de cuivre dans divers organes, y compris
le foie, ou il interagit potentiellement avec les groupes thiol (-SH) présents dans les protéines
hépatiques. Nos résultats concordent avec ceux de Hamdi et al. (2019), qui ont noté une
augmentation du poids du foie apres avoir expose des sujets a diverses doses (8, 24, 40 et 56
mg/kg) d'époxiconazole, un fongicide triazole, pendant 28 jours. De méme, Tichati et al.
(2020) et Dakhakhni et al. (2016) ont suggéré que l'augmentation du poids du foie peut étre
reflétée par les effets toxiques des produits chimiques, y compris le métabolisme du stress
oxydatif induit par les pesticides et I'amelioration du processus de détoxification. En outre,
l'augmentation du poids relatif du foie et des reins dans les groupes traités au CuQ peut étre
due a l'induction d'un cedéme et d'une inflammation dans les tissus (Mahjoubi-Samet et al.,
2008; Cholewinska et al., 2018). De plus, le traitement des rats par le CuQ a provoqué une
diminution significative du poids du cerveau. En effet 1’exposition au pesticides a été associée
a divers effets neurologiques et comportementaux (Saoudi et al., 2017; Syed et al., 2018)
comme la diminution du poids relatif et absolu du cerveau et une altération du dépdt de la
myéline cérébrale.

Par ailleurs, I'administration de I'extrait aqueux de S. sodomaeum par voie orale a differents
doses a savoir: 1.6, 2.67 et 8 mg/kg pendant 08 semaines n'a révélé aucun signe clinique de
toxicité ou de mortalité tout au long de la période de traitement. L'absence de signes cliniques
de toxicité dans cette étude impliquait que les doses utilisées ne se sont pas accumulées
suffisamment pour manifester des changements dans le comportement ainsi que pour
provoquer la mort des animaux (Aboyade et al., 2009). En plus, tous les animaux qui ont recu
les traitements sont restés actifs tout au long de la période expérimentale. Bien qu’ils aient
pris du poids. Le gain de poids le plus faible a été observé chez les rats qui ont recu 1.6 mg/kg
de poids corporel. Donc, la prise de poids par les animaux n'était pas liée a la dose. Nos
résultat sont en accord avec beaucoup de travaux (Aboyade et al., 2009; Dougnon et al., 2013;
Epoh et al., 2019), qui ont montré que 1’administration orale de 1’extrait de différentes espéces
de solanum a conduit également a une augmentation progressive du poids corporel. Ce
résultat pourrait étre justifié par le fait que les animaux se sentaient a l'aise avec le régime
alimentaire, suggérant que L'extrait peut étre responsable de l'augmentation du poids des

animaux en raison de son potentiel a stimuler leur appétit et conduisant a une consommation
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alimentaire plus élevée, par conséquent, n'a pas interféré la croissance de 1’animal (Dougnon,
2013; Abdel-Aziz, 2011). Un résultat similaire a été observé dans une étude menée par Pieme
et al. (2006), ou des rats traités avec l'extrait aqueux de Senna alata pendant 26 jours ont
également connu une augmentation de poids.

Les produits d'origine végétale, lorsqu'ils sont ingérés, peuvent étre toxiques pour des organes
tels que les reins, le foie, le cerveau, la rate, I'estomac et les poumons en raison de leurs
diverses fonctions dans le corps (Siwe et al., 2015). En ce qui concerne les effets sur le poids
relatif du foie, reins et cerveau nous avons enregistré une réduction significative chez rats
traités a ’extrait aqueux de S. sodomaeum a raison de (2.67mg/kg/j et 8 mg/kg/j). Nos
résultats sont similaires a ceux obtenus par (Aboyade et al., 2009) qui ont observé une
réduction du poids relatif du foie et reins aprés une exposition de 28 jours aux differentes
doses (1, 10 and 25 mg/kg/j) de I'extrait aqueux de baies fraiches, séchées et bouillies de S.
aculeastrum Dunal. En outre, Ezeokpo et al. (2019) ont constaté que I'exposition a raison de
100 mg/kg, 200 mg/kg and 400 mg/kg de D’extrait éthanoique des feuilles de la plante
Pseudocedrela Kotschyi a provoqué une réduction du poids relatif du foie et reins des
animaux suggeére donc que les changements de taille et/ou de poids de ces organes ne sont pas
proportionnels a la croissance des animaux. Il est également possible que le poids des organes
réduit dans cette étude soit la conséquence de la fuite des enzymes cytosoliques dans le
liquide extracellulaire et le sérum.

4.3. Effet du traitement sur les parameétres biochimiques

Dans la présente étude, I'exposition au CuQ a provoqué des altérations des tissus hépatiques et
rénaux, ainsi que des parameétres biochimiques fonctionnels.

Le foie est le principal organe impliqué dans le métabolisme et la détoxification des
xénobiotiques (Bao et al., 2020; Wu et al., 2021), et contient les indicateurs les plus sensibles
de I'état hépatique (Ziada et Abdulrhman, 2020). Dans notre expérience, les résultats ont
montré une diminution dose-dépendante des taux de protéines totales, dalbumine et la
bilirubine aprés I'exposition au CuQ. Ce qui suggére que le CuQ altére la synthese et/ou le
métabolisme des protéines dans le foie. En outre, les résultats obtenus ont révelé des
altérations marquées de l'activité enzymatique du foie (AST, ALT, ALP, LDH et y-GT) chez
les rats traités au CuQ. Ce qui indique une lésion et un dysfonctionnement du foie. Ce résultat
est conforme a des études antérieures portant sur l'effet d'autres altérations biochimiques
induites par des fongicides dans des modéles animaux (Abdelhadya et al., 2017; Ku et al.,
2021; Yahia et al., 2019).
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Les protéines totales et I'albumine peuvent étre utilisées comme marqueurs pour évaluer les
capacités fonctionnelles du foie (Pendota et al., 2010; Hajam et Rai, 2020). Tandis que la
bilirubine est un produit métabolique important du sang ayant des valeurs biologiques et
diagnostiques (Pendota et al., 2010), par conséquent, la diminution des niveaux de protéines
sériques est principalement associée a une lésion ou a une insuffisance hépatique (Oyewusi et
al., 2020).

Il a été suggéreé que les changements significatifs dans les activités des enzymes transaminases
(ALAT et ASAT) et de la LDH dans les groupes traités au CuQ pourraient étre dus a l'atteinte
de l'intégrité structurelle du foie qui est déréglée ou compromise et a la nécrose des
hépatocytes conduisant a une perméabilité accrue de la membrane cellulaire avec une fuite
des enzymes intracellulaires dans la circulation sanguine (Vermuelen et al., 1992 ; Ighodara et
al., 2010; Mahajan et al., 2018). De méme les recherche de Gad el-hak et Mobarak. (2018)
indiquent que le traitement des rats avec 1’oxychloride de cuivre a provoqué des altérations
significatives des activités des enzymes hépatiques AST et ALT qui sont des enzymes
marqueurs connus pour I'évaluation de l'intégrité fonctionnelle des cellules hépatiques. Ces
enzymes sont genéralement élevées en cas d'hépatotoxicité aigué, de Iésion hépatocellulaire
légere ou d'obstruction extrahépatique, mais tendent a diminuer en cas d'intoxication
prolongée due a des lésions hépatiques (Thapa et Walia, 2007). Notre étude a enregistré une
augmentation de PAL chez les rats traités par le Quinolate de cuivre. De méme, plusieurs
études ont mentionné une augmentation de D’activit¢ de PAL suite a I’exposition aux
fongicides (Chakroun et al., 2016; Hamdi et al ., 2019; Feki et al., 2021). D’autres études ont
suggéré que l'augmentation des transaminases et la PAL indique, méme en l'absence de
changements histologiques, une atteinte hépatique sévére (Fokunang et al., 2010; Samson et
al., 2012). Cette élévation pourrait étre attribuée a la libération de ces enzymes dans la
circulation sanguine, ce qui suppose une nécrose hépatique ou une réaction inflammatoire
(Kuzu et al., 2007).

Des résultats similaires ont été enregistrés, I'augmentation des taux de LDH et de y-GT chez
les rats traites avec de fortes doses au CuQ explique la perte d'intégrité membranaire et les
dommages aux cellules hépatiques (Zou et al., 2001; Hamdi et al., 2019). Ceci est en accord
avec les résultats précédemment rapportés suite a I'exposition a un fongicide (Heise et al.,
2018). La y-GT est une enzyme microsomale présente dans les hépatocytes et les cellules
épithéliales biliaires, les tubules rénaux, le pancréas et I’intestin (Gowda et al., 2009).

L'activité sérique de la GGT est principalement attribuée au systéme hépatobiliaire, bien
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qu'elle soit présente en plus grande concentration dans le systeme nerveux central et dans le
tissu rénal (Mauro, 2006).

Le role du rein dans le métabolisme est le maintien de I’homéostasie, la syntheése des
hormones essentielles et I'excrétion des déchets rend cet organe sensible aux Iésions toxiques
et aux dommages cellulaires, entrainant une insuffisance rénale (Ben Othmeéne et al., 2020).
L'augmentation des taux plasmatiques d'urée, de créatinine et d'acide urique est un indicateur
potentiel de lésions rénales en association avec une réduction de la filtration glomerulaire
suite a un traitement aux pesticides (Ben Othmene et al., 2020; Trea et al., 2020). Les
résultats obtenus sont en accord avec ceux de Chaabane et al. (2017) aprés un traitement au
penconazole. De plus, ces résultats sont en accord avec d’autres études ou des dommages de
la fonction renale ont été signalés chez les rats suite a une exposition au CuO (oxide de
cuivre) (Magno et al., 2019)

D’autre part, I’administration orale de I’extrait aqueux de S. sodomaeum a des différentes
doses sur les différents paramétres biochimiques (Protéines totales, bilirubine, ASAT, ALAT,
PAL et LDH) ont montré des concentrations non significatives par rapport au témoin. Malgré
que nous avons enregistés une légere diminution de taux d’albumine non significative chez les
rats traités a la dose (1.6mg/kg/j et 8 mg/kg/j) et significative a la dose (2.67mg/kg/j). Les
travaux de Epoh et al. (2019) sur la toxicité sub-chronique de S. indicum a des doses: 12.5 ;
25 et 50 mg/Kg/jour pendant 28 jours montrent que les résultats du dosage de 1’albumine et
des protéines totales ne présentent pas de différences significatives par rapport au lot témoins
ce qui suggere que l'administration de cet extrait n'affecte pas sérieusement la fonction
hépatocytaire chez les rats ou n'induit aucun dommage cytotoxique sérieux (Salawu et al.,
2019).

La bilirubine est 'un des bio marqueurs les plus sensibles et directement impliqués dans
I’ampleur des dommages et de la toxicité hépatique. Venkatesh et al. (2014) ont montré que
I’administration oral de I’extrait éthanoique de S. villosum, a des doses (100mg/Kg et 200
mg/Kg) pendant 15 jours provoque une diminution au niveau de la concentration de la
bilirubine totale. Nos résultats ressemblent a ceux d’Awotunde. (2019) lors de I’étude de la
toxicité d’extrait aqueux de Terminalia schimperiana a raison de 1000; 2000 et 3000mg /kg/j,
pendant 21 jours qui a montré une différence non significative de ces paramétres (ASAT,;
ALAT et PAL). De méme, lors I’étude d’Abubakar et al. (2016) sur la toxicité subaigué de
I’extrait méthanoique des fruits de S. anomalum a des doses (500; 1000 et 2000 mg/kg/j) ont

constaté aucune variation significative dans le taux des transaminases entre les lots traités et le
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lot témoin. Ce qui montre que l’extrait aqueux S. sodomaeum pourrait avoir un effet
protecteur chez ces animaux. Par ailleurs, cette hypothese semble confirmée par les travaux
(Ouerghemmi et al., 2017). De plus, I’administration orale de 1’extrait aqueux S. sodomaeum
n'a produit aucune différence significative (P> 0,05) dans l'activité enzymatique de la Gamma
-glutamyl-transaminase. Elle est également importante dans le métabolisme du glutathion et
la réabsorption des acides aminés du filtrat glomérulaire et de la lumiére intestinale.
Les composants biochimiques tels que l'urée, I'acide urique et la créatinine dans le serum ont
été déterminés apres le traitement et comparés a ceux des rats témoins. Il y a eu de légers
changements qui sont statistiquement insignifiants. Cela indique que le traitement des rats
avec l'extrait n'a pas d'effet négatif sur les fonctions rénales. Les mémes observation ont été
enregistré aprés 1’administration oral de 1’extrait éthanoique de S. villosum (Mill) (Venkatesh
et al., 2014) et de Pseudocedrela Kotschyi aprés exposition sub-chronique sur le taux d’urée
et créatinine (Ezeokpo et al., 2019). Nos résultats ont montré que I’administration de 1’extrait
aqueux de S. sodomaeum n’affecte pas la fonction hépatique et rénal aussi n'induit aucun
dommage cytotoxique sérieux au foie et au rein.

4.4. Effet du traitement sur les paramétres de stress oxydatif et I’histopathologie des
organes étudiés
La surproduction de radicaux libres de I'oxygéne peut conduire a des altérations redox par la
perturbation de I'activité des enzymes qui sont impliquées dans la situation de stress oxydatif
(Nesnow et al., 2011; Sureshbabu et al., 2015). Dans ce contexte, de nombreuses études ont
suggeré que le stress oxydatif conduisant a l'induction de la production de ROS est le
mécanisme plausible de la toxicité des pesticides (Ben Amara et al., 2017; Hamdi et al.,
2019). La présente étude a démontré que les trois doses de CuQ administrées ont altéré les
niveaux de GSH et de MDA, ainsi que les enzymes antioxydantes telles que SOD, CAT, GPx
et GST a la fois dans les reins et le foie des animaux traités par rapport aux témoins. La
diminution des niveaux de GSH dans les tissus des reins et du foie des groupes traités pourrait
étre attribuée a sa participation aux réactions de neutralisation des radicaux libres genérées
apres I'exposition au CuQ (Ucar et al., 2021). Ces résultats indiquent que I'effet pro-oxydant
du CuQ altére l'intégrité et la fluidité de la membrane cellulaire. Nos résultats concordent
avec ceux, d'études antérieures montrant des changements marqués dans les niveaux des
principaux antioxydants tels que le glutathion et la vitamine C lors d'une exposition aigué au
CuQ (Hojo et al., 2000).
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Les radicaux libres provoquent I'oxydation des acides gras polyinsaturés entrainant leur
peroxydation et, par conséquent, la libération de produits toxiques tels que le MDA, un
composé toxique susceptible daltérer la fluidité et la fonction des membranes, les
hydroperoxydes et les radicaux hydroxyles (Ben Othmene et al.,, 2020). De plus,
l'augmentation significative du niveau de MDA observée dans le foie et les reins des rats
traités au CuQ- indique I'induction d'un stress oxydatif dans les deux tissus. Ce résultat est en
accord avec celui de Wang et al. (2019) qui ont constaté une augmentation des niveaux de
MDA chez le poisson zebre exposé au cuivre oxine (CuQ). L'augmentation des teneurs en
MDA dans le foie et les reins des rats traités au CuQ résulte principalement de I'effet du stress
oxydatif qui agirait comme un signal pour supprimer le systéeme de défenses antioxydants
cellulaires. Ceci est en accord avec des travaux antérieurs montrant une élévation des niveaux
de MDA dans les tissus hépatiques et rénaux des rats exposés au chlorure de cuivre (Husain et
Mahmood, 2019 ; Wan et al., 2020).

Il est important aussi de noter que (GPx), (GST), (CAT) et (SOD) sont les différents types
d'antioxydants enzymatiques qui jouent un réle majeur dans la réduction des dommages
oxydatifs (Khan et al., 2022). Nos résultats montrent que I'administration de CuQ induit une
diminution significative des niveaux hépatiques et rénaux de GPx, GST, CAT et SOD, ce qui
est conforme a ce qui a été rapporté dans des études antérieures, montrant des lésions
cellulaires oxydatives dans les cellules traitées au CuQ (You et al., 2001; Wang et al., 2019).
La diminution de la GPx, de la GST, de la CAT et de la SOD a également été signalée par
Hashish et Elgaml. (2016) qui ont constaté une diminution de l'activité enzymatique de la
CAT et de la SOD hépatiques et rénales chez des rats traités au fongicide sulfate de cuivre a
4mg/kg. Il est suggéré que la diminution de ces enzymes antioxydantes fait référence a la
surproduction de radicaux libres qui dépasse la capacité des mécanismes de détoxification
dans ces organes (Ben Amara et al., 2017). En conséquence, les composants antioxydants de
la cellule, y compris GPx, SOD, CAT et GST, sont consommés et, par conséquent, leurs
concentrations tissulaires sont réduites en raison de leur lutte contre les effets toxiques des
Iésions cellulaires induites par les produits chimiques. Le CuQ est donc considéré comme un
pro-oxydant et son mécanisme est essentiellement di a la production excessive de radicaux
libres.

Une augmentation de la production de ROS concomitante & une diminution de I'activité des
enzymes antioxydantes conduit & une auto-oxydation du tissu hépatique et, par la suite, a des

Iésions hépatiques importantes (Khan et al., 2022).
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De nombreux neurones du corps humain sécrétent de I'acétylcholine dans I'espace synaptique,
qui agit comme neurotransmetteur en se liant & la membrane post-synaptique et en diffusant
ensuite dans les membranes post-synaptiques pour transmettre I'information. L'acétylcholine
est eliminée par l'acétylcholinestérase, qui la décompose en choline et en acétate (Dar et al.,
2015). L'inhibition de l'activité de I'AChE est souvent suivie comme une mesure de
I'intoxication par les pesticides, qui se traduit par une accumulation du neurotransmetteur
acetylcholine au niveau de la synapse ou de la jonction neuromusculaire. La diminution de
I'activité de I'AChE pourrait également étre due a la diminution de la synthése de I'enzyme par
la nature inhibitrice du toxique (Hussien et al., 2013). Nos résultats montrent que le traitement
par le CuQ induit un reduction de l'activité de I'AChE au niveau du cerveau. Ce résultat est
bien confirmé par la mesure de l‘activit¢ de D’acétylcholinestérase qui a été réduite
significativement au niveau du cerveau aprées un traitement par Deltamethrin (Saoudi et al.,
2017).

Les composants antioxydants altérés ont été confirmés par I'évaluation histopathologique des
organes étudiés. Le foie des rats traités au CuQ a montré des changements histopathologiques,
tels que la dilatation des espaces sinusoidaux, la congestion de la veine centrolobulaire,
I'infiltration de lymphocytes inflammatoires et de cellules de Kupffer, et la nécrose cellulaire.
Des rapports antérieurs ont démontré que les fongicides & base de cuivre induisent des
changements histopathologiques dans les tissus hépatiques (Ghonimi et al., 2022; El-Hak et
Mobarak, 2019).

Nos résultats histopathologiques des coupes de rein sont en accord avec ceux des marqueurs
biochimiques et les parameétres du stress oxydatif dans notre étude avec le CuQ qui a induit
des changements pathologiques dose-dépendants dans les reins, comme en témoignent la
dégénérescence tubulaire et glomérulaire et la nécrose tubulaire. Nos résultats obtenus sont en
accord avec I'étude de Wan et al. (2020) apres un traitement au cuivre. Toutes ces altérations
physiologiques nous poussent a rechercher une alternative qui ne soit pas nocive pour la santé
humaine et la sécurité environnementale.

Nos résultats ont montré que les doses de SSE (1.6 mg/Kg/jour; 2.67mg/Kg/jour)
administrées pendant 8 semaines n’ont pas altéré les niveaux de GSH et de MDA dans les
tissus hépatiques et rénales. Les propriétés hépato-réno-protectrices pourraient s'expliquer par
la présence de métabolites secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides. Bonfanti et
al. (2013) ont montré qu'une supplémentation en antioxydants diminuait de maniére

significative les taux sériques de malondialdéhyde et rétablissait les mécanismes antioxydants
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a leur niveau normal dans le foie et d'autres organes. Les polyphénols, et en particulier les
flavonoides, inhibent et piégent respectivement la peroxydation des lipides et les radicaux
libres (Mahmoud et al., 2006). Par contre notre traitement a raison de 8 mg/Kg/jours
provoque une augmentation de MDA associe a une diminution significative du contenu en
GSH au niveau des reins. Ce résultat est en accord avec celui de Legbosi et Ellis. (2018), qui
ont constaté une diminution des niveaux de GSH avec une augmentation de taux de MDA
chez les rats exposé a 1’extrait de Musanga cecropioides (Urticaceae). Des résultats similaires
ont été également rapportés chez des rats exposés au Dennettia tripetala ont montré une
augmentation significative du niveau de MDA a des dose elevés indiquant une peroxydation
lipidique importante des acides gras polyinsaturés qui pourrait se produire a la suite d'un
traitement chronique (Salawu et al ., 2019).

En outre, une altération significative du niveau de GSH implique 1’action importante de la
molécule dans la prévention des dommages causés aux composants cellulaires importants par
les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Davey et al., 2005).

S. sodomaeum L. possede de nombreux constituants phytochimiques tels que des alcaloides,
des saponines, des tanins, des triterpenes, des flavonoides...etc, (Ouerghemmi et al., 2017), il
est possible que des doses élevées de I'extrait de feuilles aient entrainé une augmentation de la
concentration des constituants phytochimiques, qui ont la capacité d'étre pro-oxydants sur la
membrane lipidique. Ainsi que les enzymes antioxydants telles que SOD, CAT, GPx et GST a
la fois dans les reins et le foie des animaux traités a la dose DLso/100 et DLso/60 n’ont pas
subi a des changements remarquables. De méme, I'administration orale d'extraits aqueux de
feuilles de S. macrocarpum Linn. a des rats males et femelles n'a pas induit de changement
significatif sur 1’activité des marqueurs enzymatique des stress oxydant (Sodipo et al., 2012).
Nos résultats confirment ceux de Bonfanti et al. (2016) et Tuem et al. (2022) et qui ont mis en
évidence aucune altération du statut antioxydant chez des rats traités par S.guaraniticum et
S.aethiopicum. Notre traitement a la forte dose DLso/20 a entrainé une réduction significative
de lactivité enzymatique de GST et SOD au niveau de tissus. Ces résultats sont en
concordance avec ceux obtenus par Parasuraman et al. (2017) qui ont constaté que
I'administration d'un extrait éthanolique de feuilles de S. trilobatum a des rats a des doses de
200 et 400 mg/kg provoquait des perturbations aux statuts antioxydants.

L'histologie des sections du foie et des reins avec la plante dans tous les groupes traités n'a
révélé aucuns changements structurels ou anomalies de ces organes apres 8 semaines de

traitement. Ce qui suggere qu'il n'y a pas d'altérations morphologiques. Nos données sont en
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accord avec celles trouvées par (Epoh et al., 2019; Loha et al., 2019; Uzoekwe et al., 2021)
qui ont indiqué que I'administration d'un extrait de Solanum & des rats & des doses différentes

n’induit aucune altérations structural et morphologiques sur les tissus hépatiques et rénaux.

105



Chapitre 3. Les effets pesticides sur les Rats souche Wistar.

5. CONCLUSION.

La présente étude a montré que I’utilisation du Quinolate de cuivre, un fongicide a usage
agricole a entrainé la détérioration des parameétres biochimiques et certains marqueurs de
stress oxydant.

» L’étude physiologique a montré que le traitement a induit une diminution du poids
corporel des rats en dépit d’une perte d’appétit et une réduction de la consommation
alimentaire.

» Une variation du poids absolu des organes étudies avec une augmentation du poids
relatif du foie; rein et une réduction significative du poids relatifs de cerveau
notamment chez les rats traités a la moyenne dose (DLso/70) et a la forte dose
(DLso/50).

L’exploration de la fonction hépatique a révélé une perturbation de certains parametres
biochimique biomarqueurs de la fonction hépatique et de la fonction rénale :

» Une augmentation significative de la concentration sérique (des transaminases, la
phosphatase alcaline, lactate déshydrogénase et la gamma-GT), associe a une
diminution en protéines totales ; albumine et la bilirubine total.

» Une augmentation significative de la concentration sérique en créatinine; acide urique
et 'urée chez les rats traités par le CuQ par rapport aux rats témoins, ce qui confirme
I"effet néphrotoxique du CuQ.

Une modification du statut antioxydant a été notée chez ces rats qui ont montrés une
augmentation des teneurs hépatique et rénale en malondialdéhyde, en faveur d’un stress
oxydatif évident.

Les teneurs en glutathion réduit, glutathion peroxydase, le glutathion —S-transférase, la
catalase et le superoxyde dismutase sont significativement réduites au niveau hépatique et
rénal chez les rats traités par CuQ. Le méme résultat a été observé pour I’ AChE cérébrale.

Il est possible que le Quinolate de cuivre ait agi comme un générateur de radicaux libres
altérant les systémes de défense des différents organes.

Les résultats histopathologiques des coupes de rein et foie sont en accord avec les résultats
des marqueurs biochimiques hépatiques et rénaux et les paramétres du stress oxydatif. Dans
notre étude, le traitement au CuQ a induit des changements pathologiques dose-dépendants
dans les reins et le foie

Les alternatives biologiques, définis comme des biopesticides, présentent généralement

plusieurs avantages par rapport aux pesticides conventionnels. S. sodomeaum constitue un
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important sujet de recherche vu ses multiples vertus thérapeutiques. Ses activités

pharmacologiques sont attribuées a ses différents composants chimiques (polyphénols,

flavonoides, et des potentialités antioxydantes...etc.).

Concernant le traitement avec la plante S. sodomaeum et a différentes doses sur les rats traités

pendant 08 semaines, nos résultats montrent:

>

Les feuilles de S. sodomaeum présentent des activités antioxydantes importantes,
attribuées principalement a la présence d'alcaloides ainsi que d'acides phénoliques
dans leur composition chimique.

I’administration de I’extrait aqueux de S. sodomaeum provoque une augmentation
hautement significative du poids corporel par rapport au témoin et n’entraine aucun
effets sur le poids relatifs et absolu des organes étudies foie rein et cerveau

1‘étude de la toxicité sub-chronique de 1’extrait aqueux de la plante n’a montré aucun
effet sur les parameétres biochimiques hépatiques et rénaux par rapport a ceux du
groupe témoin. Par contre on note une diminution de taux de 1’albumine chez les rats
traités a la dose 2.67 mg/kg par rapport au témoin et aucunes altérations des marqueurs
biochimique de la fonction rénale

L’administration de I’extrait SSE n’induit pas des modifications du statut antioxydant,
a ’exeption pour les rats traités a la forte dose DLso/20 ou nous avons observé une
augmnetation de teneur de MDA et une réduction de taux de GSH, ainsi une
diminution de I’activité de GST et SOD.

De plus, aucune inhibition significative de I’Activité enzymatique d’AChE n’a été
enregistrée dans I’homogénats du cerveau chez les traités par le SSE.

L'histologie des sections du foie et des reins dans tous les groupes traités n'a révélé

aucuns changements structurels apres 8 semaines de traitement.
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Au terme de cette étude de recherche, dans un premier temps nous avons évalué la toxicité des
deux pesticides le Quinolate de cuivre (produit chimique) et 1’extrait aqueux de de S.
sodomaeum (produit d’origine végétal) sur les chrysalides d’Ephestia kuehniella, au
laboratoire dans les conditions controlées.

L’¢évaluation quantitative du contenu en polyphénols totaux, flavonoides et les tanins montre
la richesse de I’extrait aqueux de S. Sodomaeum par ces métabolites secondaires. Nos résultats
montrent également que 1’administration du CuQ a E. kuehniella & des doses 1,57 pg/2ul et
4,00 ug/2ul par application topique a O jour du stade chrysalide présente des propriétés
insecticides louables. Le taux de mortalité observé est directement proportionnel aux
concentrations utilisées. En revanche, I’application de 1’extrait aqueux dérivé de S.
Sodomaeum a raison de 1,44 pg/2ul et 3,33 pg/2ul présente une plus grande toxicité que le
CuQ et les calculs des concentrations létales indiquent les différences. De plus, les traitements
par le CuQ et I’extrait aqueux de S. sodomaeum provoquent des perturbations des parametres
de développement ; du potentiel reproducteur et des teneurs en métabolites biochimiques
(glucides, lipides et protéines).

Dans un second temps, notre travail est basé sur le traitement avec le CuQ et 1’extrait aqueux
de S. sodomaeum sur les rats de la souche wistar. Par deux méthodes (de piégeage des
radicaux libres DPPH et la réduction du fer (FRAP) d’évaluation, les composées de I'extrait
aqueux de S. Sodomaeum sont a I’origine d’une importante activité antioxydante. Nos
résultats montrent également que 1’administration subchronique du CuQ a raison de 47 mg/kg,
67,1 mg/kg et 94 mg/kg provoque des perturbations dans la plupart des paramétres étudiés. En
ce qui concerne la croissance corporelle, nos résultats ont indiqué une diminution du poids
corporel durant la période de traitement accompagnée d’une augmentation des poids relatifs
des organes étudies (foie, reins et cerveau). Le traitement par CuQ a induit des perturbations
de I’étude des parametres biochimiques et les biomarqueurs hépatiques, rénales et
métaboliques ce qui confirme I’effet hépatotoxique et néphrotoxique. Il a été démontré
également qu’une exposition prolongée au CuQ a un effet pro-oxydant, capable de perturber
le systeme antioxydant. En ce qui concerne 1’étude histologique, nos résultats illustrent des
Iésions cellulaires et des altérations hépatique et rénale clairement révélées au niveau des
coupes histologiques. Ceci témoigne de I’effet cytotoxique du CuQ exercé sur ces deux

organes cibles les plus susceptibles d'étre endommagés. De plus, il a été observé que cette
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exposition modifie I’activité de ’AChE, ce qui peut avoir des effets néfastes sur le systéme
nerveux.

Concernant I'extrait aqueux de S. Sodomaeum, le traitement (aux doses de 1,6 mg/kg/j, 2,67
mg/kg/j et 8 mg/kg/j) n'entraine aucun effet toxique sur les fonctions hépatiques et rénales,
I'état oxydatif ainsi que I'architecture structurelle des tissus examinés.

A partir de ces résultats, nous pouvons garantir l'utilisation de I'extrait aqueux de S.
Sodomaeum comme alternative au pesticide, en raison de son efficacité biopesticides et de

I'absence de dommages aux différentes fonctions physiologiques.

Ainsi cette étude nous ouvre de larges perspectives :

» Tester les effets de CuQ et SSE sur la qualité organoleptique et nutritionnelle des
aliments a protéger.

» Le dosage de I’acétylcholine estérase (AChE) pourrait apporter des informations
complémentaires sur le mécanisme de CuQ sur la fécondité et la neurotoxicité chez E.
kuehniella

> Evaluation de l'influence des fluctuations saisonniéres sur la production, la
composition chimique et I'efficacité de ces extraits aqueux

» Des études pharmacologiques et toxicologiques a grande échelle sont nécessaires pour
la production des molécules naturelles actives et pour une modération de sécurité dans

I'utilisation de cette plante.
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Résumé

Nos experimentations ont été menees dans le but d’explorer des alternatives potentielles aux
pesticides chimiques en réalisant une analyse comparative de 1’efficacit¢ de deux molécules
pesticides différentes : le Quinolate de cuivre, un pesticide chimique, et 1’extrait aqueux de
Solanum sodomaeum L, un pesticide biologique.

L’évaluation quantitative du contenu en polyphénols totaux, flavonoides et les tanins montre
la richesse de I’extrait aqueux de S. Sodomaeum par ces métabolites secondaires.

Les résultats obtenus sur le premier modéle biologique étudie apres application topique du
quinolate de cuivre, antifongique utilisé pour le nettoyage des semences a révélé un taux de
mortalité observé proportionnel aux concentrations utilisees.

A PI’inverse, ’extrait aqueux dérivé de S. sodomaeum présente une plus grande toxicité que le
Quinolate de cuivre et les calculs des concentrations létales indiquent les différences. De plus,
le Quinolate de cuivre et I’extrait aqueux de S. sodomaeum provoquent des perturbations du
développement nymphales, affectent le potentiel reproducteur et perturbent les teneurs en
métabolites biochimiques des ovaires (glucides, lipides et protéines).

Par ailleurs, I’administration subchronique orale des molécules étudiées pendant 8 semaines a
des rats ont provoqués des perturbations métaboliques et des atteintes d’organes. En effet, le
CuQ a perturbé le poids des organes, certains parameétres biochimiques biomarqueurs de la
fonction hépatique et rénale ; modifié le statut antioxydant du foie et rein en faveur d’un stress
oxydatif évident et I’activité¢ de I’AChE, ainsi que des atteintes remarquables d’organes.

En revanche, lI'administration de I'extrait aqueux de S. sodomaeum n'entraine aucun effet
toxique sur les fonctions hépatiques et rénales, I'état oxydatif et I'architecture structurelle des

tissus examinés.

Mots clés: Pesticides, Quinolate de cuivre, Solanum sodomaeum L., Ephestia Kuehniella, rat
Wistar , toxicité
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Abstract

Our experiments were conducted with the aim of exploring potential alternatives to chemical
pesticides by carrying out a comparative analysis of the efficacy of two different pesticide
molecules: copper quinolate, a chemical pesticide, and the aqueous extract of Solanum
sodomaeum L, a biological pesticide.

Quantitative evaluation of the content of total polyphenols, flavonoids and tannins shows the
richness of S. Sodomaeum aqueous extract in these secondary metabolites.

The results obtained on the first biological model studied after topical application of copper
quinolate, an antifungal agent used for seed cleaning, revealed an observed mortality rate
proportional to the concentrations used.

Conversely, the aqueous extract derived from S. sodomaeum showed greater toxicity than
copper quinolate, and calculations of lethal concentrations indicate the differences. In
addition, copper quinolate and aqueous extract of S. sodomaeum caused disturbances in pupal
development, affected reproductive potential and disrupted the levels of ovarian biochemical
metabolites (carbohydrates, lipids and proteins).

Subchronic oral administration of the molecules studied to rats for 8 weeks caused metabolic
and organ damage. CuQ affected organ weights, certain biochemical biomarkers of liver and
kidney function, altered antioxidant status in the liver and kidney in favor of overt oxidative
stress, altered AChE activity and caused remarkable organ damage.

In contrast, administration of S. sodomaeum aqueous extract had no toxic effect on liver and

kidney function, oxidative status or structural architecture of the tissues examined

Key words: Pesticides, Copper quinolate , Solanum sodomaeum L., Ephestia Kuehniella,

Wistar rat , toxicity
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