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Résumé

Gréace a une méthode assistée par ultrasons en immersion, approche de chimie verte qui consiste
a concevoir des produits et procédés industriels ayant un impact minimal sur la santé des
opérateurs ainsi que la qualité de I'environnement et la santé des consommateurs, une nouvelle
série de dérivés g-aminophosphonates (BR1, BR2, BR3, BR4 et BR5) a été caractérisé
biologiquement dans un premier temps afin de déterminer leurs différentes activités a savoir :
insecticide, antibactérienne, antifongique et antioxydant et d’évaluer leur toxicité dans un
deuxieme temps chez deux populations non-cible (Tritucum durum Desf et Lumbricus

rubellus).

Nos résultats mettent en évidence une activité antifongique partielle qui ne dépasse pas les
pourcentages d’inhibition 50% comparé au fongicide de référence OPUS qui représente un
pourcentage d’inhibition égal a 76%. Aussi, nous avons démontré une forte activité
antioxydante des aminophosphonates synthétisés par le mode réactionnel amine-aldehyde-
diethyl phosphite contre le radical DPPH, et une forte activité insecticide (TM>50%) par
fumigation pour les molécules BR1, BR2 et BR3, une activité modérée a forte par contact et
une activite faible a trés faible par répulsion chez les larves d'Ephestia par rapport au Dursban.
Concernant 1I’évaluation de la toxicité de ces molécules, nous n'avons constaté aucune mortalité
chez les vers traités avec ces dérivés, quel que soit le traitement, et le poids a diminué de
maniere significative par rapport aux témoins. La surveillance des biomarqueurs de stress a
révélé une inhibition de I'AchE chez Lambricus qui variait entre 21 % et 40 % pour tous les
traitements par rapport au pesticide commercialisé, une augmentation des niveaux de GSH et
I'induction d'une activité GST non significative, indiquant la présence de stress oxydatif
modéré. De méme, nous avons observé chez le blé, une augmentation significative du GSH
pour BR1, BR4 et BR5, une induction de l'activit¢ GST pour tous les traitements et de

I'activité catalase pour les fortes concentrations de molécules BR1, BR2 et BR3.

Grace a I'ajout du fragment pharmacophore, les cinq molécules a-aminophosphonate peuvent
étre utilisées comme pesticide vert puisqu'elles ont un impact non significatif sur les populations
non-cible méme les quelques perturbations observées se dissiperont avec le temps en raison

de leur capacite a tolérer ces conditions stressantes.

Mots-clés : Chimie verte; les q-aminophosphonates; Activité biologique, Ephestia

kuehniella, Lumbricus rubellus, Triticum durum, biomarqueurs de stress ; pesticides verts.
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Abstract

Thanks to a method assisted by immersion ultrasound, a green chemistry approach which
consists of designing industrial products and processes with minimal impact on the health of
operators as well as the quality of the environment and the health of consumers, a new series of
a-aminophosphonate derivatives (BR1, BR2, BR3, BR4 and BR5) was first characterized
biologically in order to determine their different activities, namely: insecticidal, antibacterial,
antifungal and antioxidant and to evaluate their toxicity secondly in two non-target populations

(Tritucum durum Desf and Lumbricus rubellus).

Our results highlight a partial antifungal activity which does not exceed 50% inhibition
percentages compared to the reference fungicide OPUS which represents an inhibition
percentage equal to 76%. Also, we demonstrated a strong antioxidant activity of
aminophosphonates synthesized by the amine-aldehyde-diethyl phosphite reaction mode
against the DPPH radical, and a strong insecticidal activity (TM>50%) by fumigation for the
BR1, BR2 and BR3 molecules, a moderate to high activity by contact and low to very low
activity by repulsion in Ephestia larvae compared to Dursban. Concerning the evaluation of the
toxicity of these molecules, we observed no mortality in the worms treated with these
derivatives, whatever the treatment, and the weight decreased significantly (P < 0.01) compared
to the witnesses. Monitoring of stress biomarkers revealed inhibition of AchE in Lambricus that
ranged between 21% and 40% for all treatments compared to the marketed pesticide (66%),
increased GSH levels and induction of non-significant GST activity, indicating the presence of
moderate oxidative stress. Likewise, we observed in wheat, a significant increase in GSH for
BR1, BR4 and BR5, an induction of GST activity for all treatments and of catalase activity for
high concentrations of BR1, BR2 and BR3 molecules. .

Thanks to the addition of the pharmacophore fragment, the five a-aminophosphonate molecules
can be used as a green pesticide since they have a non-significant impact on non-target
populations even the few disturbances observed will dissipate over time in because ofits ability

to tolerate these stressful conditions.

Keywords: Green chemistry; g-aminophosphonates; Biological activity, Ephestia kuehniella,

Lumbricus rubellus, Triticum durum, stress biomarkers; green pesticides.
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis les années 40, les pesticides ou les produits phytosanitaires sont appliqués de maniere
préventive afin de repousser ou d’atténuer les effets des organismes nuisible. Ils sont devenus
omniprésents dans la terre, leur développement a contribué a améliorer notre qualité de vie
(Messiad et al., 2015). Vingt ans plus tard, 1’utilisation de ces produits phytosanitaires a travers
le monde a augmenté de fagon alarmante (Haarstad et al., 2012) vu les conséquences de la
croissance demographique de la population mondiale qui est passée de 2.6 milliards en 1950 a
environ 7.8 en 2020 et continuera a atteindre environ les 11.2 milliards en 2100 (Mesterhazy et
al., 2020) particulier en mati¢re des besoins alimentaires qui font appel a I’augmentation et a
I’extension des superficies cultivables. Selon 1’organisation pour 1’alimentation et
I’agriculture (FAO), la consommation mondiale annuelle des pesticides s’est élevée a 2.7
millions de tonnes de principes actifs en 2020, dont 1.4 million de tonnes pour les herbicides,
0.6 million pour les fongicides et bactéricides et 0.5 million pour les insecticides. (FAO,
2020).

L’utilisation des produits phytosanitaires en algérie ne cesse de se multiplier dans de nombreux
domaines avec des quantités accrues en Algerie. Cette derniere est classée parmi les pays qui
utilisent des grandes quantités de ces produits phytosanitaires. L’organisation des Nations
Unies pour I’alimentation et 1’agriculture a estimé la consommation des produits phytosanitaire
en Kilogramme par hectare en Algerie a pres de 9.64 en 2002 et de 22.32 en 2016 (Cherif,
2020). Par ailleurs, les changements dans les pratiques agricoles peuvent provoquer des effets
néfastessur les composante de I’environnement non ciblé ainsu que sur la santé des individus
(Kheddam, 2012). Lorsque ces produits pesticides se retrouvent dans les milieux naturels, ils
peuvent avoir des différents impacts sur la biodiversité (Tellier et al., 2006) Ils peuvent étre
ensuite intégrés aux réseaux trophiques (Amara, 2012) vu que seulement 0.3%de ces produits
atteignent leur cible, le reste se retrouve dans I’air, la terre et les milieux aquatique

(Magdelaine, 2013).

En effet, des mixtures d’insecticides, herbicides et fongicides contaminaient 90% des sols et
54% des vers de terre a des niveaux qui pourraient altérer et mettre en danger ces organismes
bénéfique et avantageux (Pelosi et al., 2021). De toute évidence, les différentes substances qui
composent les pesticides ciblent directement les agresseurs des plantes comme les

champignons, les mauvaises herbes et les insectes.
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Le blé dur fait partie de la famille des céreales, il occupe la premiere place dans la production

mondiale et la deuxieme dans I’alimentation quotidienne du bétail et la consommation humaine

(Rastoin & Benabderrazik, 2014). 1l devient le patrimoine culturel immatériel de I’humanité et

cultivé dans prés de 17 millions d’hectare dans le monde (Abecassis et al., 2017).

En Algérie, la culture du blé dur constitue une culture stratégique dans le plan de développement
économique (Bouhadi et al., 2020) et elle est considérée comme une activité prédominante dans
I’agriculture. Néanmoins, la FAO estime un recul de la production du blé local avec une
diminution qui se varie de 5.1 a 3.75 millions de tonnes. D’apres les prévisions du département
américain de I’agriculture (USDA), I’ Algérie peut satisfaire qu’entre 34% et 36% de ses besoins
en blé. (FAO, 2021).

L’usage permanant de ces produits phytosanitaires cause des effets néfastes sur la plante,
capable de modifier leur métabolisme et leur morphologie, ce qui altére leur croissance et leur
développement en entrainant une surproduction des ERO générateurs du stress oxydatif et par
conséquent une diminution de la productivité et des pertes quantitative et qualitatives des
rendements. (Appelet Hirt, 2004).

En outre, La faune du sol (microfaune, macrofaune et mégafaune) qui joue un réle primordial
pour le maintien de la qualité du sol par ’amélioration de la structure du sol (Wall, 2004 ;
Millenium ecosystem assessment, 2005), en participant a la décomposition de la matiere
organique et a la biodisponibilité des nutriments pour les microorganismes du sol et pour les
plantes. A savoir les vers de terre qui sont freqguemment disponibles dans une large gamme de
sols et peut déposer 60% a 80% de la biomasse totale du sol (Sizmur et Hodson, 2009). Ils sont
considérées comme des bons indicateurs de la qualité de sol, qui présentent un intérét particulier
vu qu’ils sont exposés aux contaminants par différentes voies (phase aqueuse, phase vapeur et
phase solide). (Lokke et van Gestel, 1998). Ainsi leur creusent améliore la pénétration des
racines des plantes dans le sol et I’infiltration de 1’eau (Gaupp-Berghausen et al., 2015). Ces
especes sont atteintes par les pesticides principalement via I’eau contaminée qui imbibe lesol.
Une forte pluie juste aprés un traitement phytosanitaire est dangereuse pour eux (Aubertotet
al., 2005).
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En effet, I’exposition de ces espéces aux différents pesticides peut avoir des conséquences
diverses sur la structure et le fonctionnement des écosystémes terrestres. Ces pesticides
peuvent entrainer la mort directe des organismes du sol s’ils sont exposes a des dosesélevées ce
qui permet de réduire la diversité et I’abondance de la faune du sol en perturbant ainsi
I’équilibre écologique de 1’écosystéme. En revanche, méme a des doses non létales, les
pesticides peuvent avoir des effets sublétaux sur les vers de terre, affectant son comportement,
sa reproduction, sa croissance et son developpement. Ces effets sublétaux peuvent affaiblir les
populations d’organismes du sol et compromettre leur capacité a remplir leurs fonctions

écologique. (Magdelaine, 2013).

Suite aux plusieurs études sur I’impact des pesticides sur I’environnement, un nouveau concept
du développement durable a été apparait comme ['un des développements qui répond aux
besoins du présent sans compromettre la capacité des générations futures a répondre aux leurs.
Ce concept permet de satisfaire les besoins d’une génération actuelle et en parallele préserver

la planéte pour les futures générations (CMED, 1987).

Dans les années 90, une nouvelle discipline la chimie verte (Green chemistry) egalement
connue sous le nom de la chimie durable inspirée du concept de développement durable a été
énoncée, afin de concevoir des produits et des procédés chimiques permettant de réduire ou
d’éliminer 'utilisation et la syntheése de substances dangereuses et qui sont respectueux de
I’environnement. Elle joue un role important dans la recherche des solutions durables pour
divers secteur, y compris 1’agriculture, en favorisant des alternatives plus respectueuses de

I’environnement aux pesticides traditionnels. (Anastas et al., 2000).

Parmi ces alternatives, Les composés organophosphorés de type phosphonates qui sont des
analogues des phosphates naturels qui recouvrent un large domaine d’application en raison de
leurs propriétés chimiques et biologiques differentes (Salasi et al., 2007), ainsi que leurs
structures flexibles et riches en hétéroatomes. Dans ces composés la liaison P-O est remplacée
par une liaison P-C, cette substitution permet d’accéder a des composés capables de

résister a 1I’hydrolyse enzymatique (Benbouguerra, 2017).
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Dans I’environnement, les phosphonates possédent une propriété de chélation qui leur donne
une affinité forte pour la portion minérale des sols. Le mouvement des phosphonates est trés
faible dans les sols ce que montre que le risque de contamination des eaux souterraines est
réduit. Selon 1’agence de protection de I’environnement des état-Unis USEPA ces substances

sont classées parmi les substances modérément a Iégérement mobiles (Benbouguerra, 2017).

Ces dernieres années, une attention particuliere a été portée a la synthése des o-
aminophosphonates qui constituent une famille spécifique des phosphonates, en raison
de leurs activité biologiques . Elles sont connus comme analogues aux acides aminés (Salasi
et al., 2007) , c’est pourquoi les a-aminophosphonates se trouvent en compétition avec leurs
analogues d’acides aminés pour accéder aux centres actifs d’enzymes ou d’autres cibles

cellulaires. Certains d'entre eux ont été utilisés comme agents antibactériens (Huang et Chen,

2000), antifongiques (Hellal et al., 2015), herbicides (Allen et al., 1989), antioxydant (Bahadi
etal., 2022).

Le présent travail a été effectué dans le but de caractériser biologiquement une série de dérivés
de la famille des g-aminophosphonates, nouvellement synthétisées par une méthode verte,
comme solution alternative a I’utilisation des aminophosphonates, moins stables chimiquement
et métaboliquement que leurs dérivés et qui peuvent perturber le métabolisme des espéces non
cibles. Pour cela, nous avons déterminé leur activité antifongique, antibactérienne, insecticide
ainsi que leur pouvoir antioxydant dans un premier temps et nous avons testé leurs effets sur
des modeéles non cible chez des modeles biologiques (blé et le ver de terre), dans un deuxiéme
temps, par le suivi de certains biomarqueurs de stress (GSH, AchE, GST, ....).

Ce tapuscrit est structuré en quatre chapitres distincts, une discussion et une conclusion
génerale. Dans le premier chapitre, des généralités sur les phosphonates et les a-
aminophosphonates seront présentés. D’abord, nous nous intéresserons a présenter les travaux
de la littérature concernant les propriétés des phosphonates et leur dérivés, ainsi que les
méthodes de synthese des phosphonates. Ensuite la méthode de synthése et les structures
chimiques des cinq a- aminophosphonates nouvellement synthétisés utilisés dans notre étude

qui constituent une famille spécifiques des phosphonates.
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Quant au deuxieme chapitre, il est consacre a la caractérisation biologique des cing molécules
a-aminophosphonates, par 1’évaluation de leurs potentiels a agir en tant qu’agents insecticides
(par contact, fumigation et répulsive), antibactériens, antifongiques et antioxydants dans le but
de les utiliser comme des alternatives aux pesticides existants pour lutter contre les nuisibles, a
combattre les infections fongiques, a traiter les infectons bactériennes et prévenir les dommages

oxydatives.

Dans le chapitre III, qui a été consacré¢ a 1’évaluation de I’effet de ces molecules sur une
population non cible « le blé dur », nous avons commencé par un rappel des travaux antérieurs
déja réalisé sur le stress oxydatif chez les végétaux et particulierement chez le blé dur, les
especes reactives de 1’oxygene (ROS) et les mécnismes de défense chez les plantes dont le
systeme antioxyant enzymatique et non-enzymatique. Ensuite nous avons determine 1’effet de
ces molécules a-aminophosphonates sur le blé dur par la mesure de certains biomarqueurs de
stress la Catalase (CAT), le Glutathion S transférase (GST) et le Glutathion (GSH).

En fin un dernier chapitre (chapitre 1V), consacré a 1’évaluation de I’effet de cette série de
dérivés d’g-aminophosphonate sur un modele non-cible le ver de terre. Nous avons
commencépar des généralités sur les vers de terre, leurs classifications et composition, leurs
roles commedes bio-indicateurs, le stress oxydatifs chez le vers de terre et leurs systémes de
défense, ensuite nous avons évalué leur effet sur le ver de terre par la détermination du
pourcentage de mortalitéet le taux de croissance chez les vers traités et témoin. Ainsi par la
mesure de certains biomarqueurs de stress oxydatif tel que le Glutathion (GSH), le Glutathion
S transférase (GST)et la Catalase (CAT).

Au terme de ces chapitres nous avons discuté en générale nos résultats en faisant ressortir les
points forts de 1’étude qui nous ont permis de résumer ces résultats dans une conclusion

génerale.
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La synthése des composés chimiques et la conception de processus industriels ayant un impact
minimal sur la santé des opérateurs, de I'environnement et des consommateurs est une nouvelle
approche de chimie verte qui a été développé cette derniere décennie tout en maintenant leur

utilité dans divers domaines d’applications.

1. Les phosphonates

Les phosphonates ou acides phosphoniques sont des composés organiques contenant un ou
plusieurs groupement C-PO(OH) 2 ou C-PO(OR) 2 avec (R = alkyl ou Aryl). Ces acides sont
des analogues des phosphates naturels qui appartiennent a la famille des composes

organophosphoreés les plus importants dans le domaine industriel.

ﬁ ﬁ
P P
R'O— / \‘*0\ R10/7 TT~CH,
R20 R? R?0 \R3
phosphate phosphonate

Figure 1: Structures chimiques du Phosphate et Phosphonate.

2. Propriétés des phosphonates

Les phosphonates possédent des propriétés qui leurs conférent une importance marquante dans
tous les domaines scientifiques. Ils possédent une grande solubilité dans 1’eau, comme ils sont
peu solubles dans les solvants organiques, ainsi ils possédent une grande stabilite dans les
conditions chimiques rigoureuses. (Wang et al., 2020)

Ces composés sont peu toxiques pour I’environnement et biodégradable dans le sol en libérant

des phosphates (Rott et al., 2018).
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3. Dérivés des phosphonates

Elles sont subdivisées en six catégories principales :

3.1 Les bisphosphonates

Ils sont des composes organiques, caractérisés par un squelette structurel P-C-P. Ces dérivés
organophosphorés sont des analogues structuraux des pyrophosphates inorganiques dont leur

structure générale est présentée comme suite :

0 1
| R
(OR),p
OR),P 2
O
R, R', R* = H, alkyl, aryl

Figure 2: Structure chimique des Bisphosphonates.

3.2 Les nucléosides phosphonates

Sont des analogues structuraux des nucléosides naturels et des acides nucléiques.

@)
0 P}"J
0
RO o NH \ _0O | NH
RO™ \ 0 5
H,C 0 N 0 0 N (@)
HO OH HO OH
(a) (b)

Figure 3: Structures chimiques des nucléosides phosphonates (a) et nucléosides (b).
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3.3 Les a-hydroxyphosphonates
» sont des phosphonates ou I’atome a-carbone lié au phosphore porte un groupement
hydroxyle (-OH).

O

. | _OR
P
R>2 SOR

OH

Figure 4: Structure chimique des a-hydroxyphosphonates.

3.4 Les alkyl-phoshonates et les aryl- phosphonates
IIs sont des dérivés organophosphorés ou le groupement phosphonates est lié a un radicale aryle

ou alkyle.

Figure 5: Structures des composeés alkyl-phosphonates et aryl-phosphonates.
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3.5 Polyphosphonates
IIs sont des macromolécules organophosphorées, caractérisée par la répétition d’un ou plusieurs

types de motifs monomere qui portent un ou plusieurs groupements phosphoniques.

NPT

|
R-0—P-0-R'+-0~P-0-R'-P-0—R
_{2 R2 HR2

Figure 6: Structure chimique des composés polyphosphonates.

3.6 Les a-aminophosphonates
IIs constituent une famille spécifique des phosphonates largement diffusés ou 1’atome a —

carbone liée au phosphore est substitué par le groupement amine.

O

OR
I
OR

H,N

.

Figure 7: Structure d’une molécule a-aminophosphonate.

Les a-aminophosphonates présentent un large éventail d’applications potentielles dans des
domaines différents tels que la médecine en raison de leur potentiel therapeutique dans le
traitement de diverses maladies, certains d’entre eux peuvent étre utiliseés dans le
développement des médicaments pour traiter des maladies telles que le VIH et le cancer (De

Clercq et al., 2007, Kuliszewska et al., 2008). En chimie et en biologie en raison de leur large
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spectre d’activité biologique, antibacterien, antiviral, (Huang et Chen, 2000), herbicide ( Allen
et al., 1989), antifongique ( Hellal et al., 2015) et antioxydant ( Bahadi et al., 2022), I’imagerie
médicale telle que I’imagerie par résonance magnétique (IRM) et dans I’industrie comme agent
anticalcaire qui empéchent la précipitation des sels de calcium et empéchent I’accumulation de
déport calcaire.

Ces composés peuvent étre synthétises en utilisant les réactions Kabachnik-Fields ou les
reaction d’Arbuzov ou d’Arbramov et Pudovik qui consistent d’additionner un

trialkylephophite ou un dialkylenophophite sur une imine (-C=N).

4. Procédés de synthése des phosphonates

4.1 Procédé de Michaelis-Arbuzov

Elle est la plus utilisées dans la préparation des esters de phosphonates découverte en 1898 et
développée par Arbuzov en 1906, il s’agit d’une réaction chimique d'un trialkyl phosphite avec
un halogénure d’alkyle pour former un phosphonate. (Michaelis et al., 1898 ; Arbuzov et al.,
1906)

4.2 Procédé d’Abramov et Pudovik

Ces deux réactions chimiques sont destinées a la synthése des a-hydroxyphosphonates en
réagissant un trialkylephosphite ou un dialkylephosphite avec un dérivé carbonylé. (Abramov
et al., 1952 ; Pudovik et al., 1952)

4.3 Procédé de Kabachnik-Fields
Cette réaction chimique multicomposants est la plus utilisée pour synthétiser les a-
aminophosphonates (Kabachnik et al., 1952 ; Fields et al., 1952).

5.1 Syntheése des a-aminophosphonates dérivés d’aminophénol

Dans le but de préparer des nouvelles molécules bioactives qui correspondent avec les
conditions de la chimie verte, une nouvelle stratégie pour la synthese de nouveaux dérivés
d’aminophosphonate 3a-3e , a éeté développé par 1’équipe de synthése de biomolécules,
laboratoire de chimie organique appliquee (Bahadi et al., 2022)

La synthése des molecules o -aminophosphonates peut etre effectuer par la méthode de
Kabachnik-Fields suite a une réaction « one-pot ». Cette derniere réaction consiste a faire

réagir un aminophenol 1, une variété d’aldéhyde 2 et la triethyl phosphite, les produits attendus
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sont obtenus en absence de tout catalyseur ou solvant dans un bain a ultrasons et a une
temperature anbiante avec de bons rendements qui se varient entre 82 et 93% (figure 8, Tableau
1).

~
NH, kw0 ()If( \:%J
X ¥
. o ELO (((4oKHz ANp

H, H HN ,
) ..I OEt
1 ta, sans solvant HO. _A EtO

A H 10-15 min | \j

| J/ Z

ii o
CH4

2

Figure 8: Synthese des a-aminophosphonates dérivés d’aminophénol.
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Tableau 1 : Caractéristiques des dérives des a-aminophosphonates synthétisés.

Temps (min) Rdt (%)

Composé

0OEt
3a “°¢“j 10 88 111-123
Hz

3b HN- P 10 82 140-149

/1 0OE
3c HO (jm ‘ 10 83 121-129

0
3d HN/"\‘rP’/ 15 90 131-138

3e HN P 15 93 142-148
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1. Evaluation de P’activité insecticide

A I’heure actuelle, les insectes ravageurs représentent un véritable probléme en agriculture. Ils
peuvent nuire la santé humaine et animale vu que ces especes peuvent transmettre des agents
pathogenes (Govindarajan et Rajeswary, 2015) ce qui les a classés dans la catégorie des risques

sanitaires (Dureau, 2020).

Selon la FAO, la dégradation de la quantité et la qualité des produits stockés par les insectes

ravageurs dans le monde représente 29.6% de la production mondiale (FAO, 2022).

La pyrale de la farine I’Ephestia kuehniella Zeller est 1’un des ravageurs les plus important (
Kurtulus et al., 2020) qui se trouvent dans la farine , les moulins et dans d’autres céréales
stockés (riz ; mais ; blé) ( pakyari al., 2016, Bendjedid et al., 2021).

Cette mite dégrade la qualité et détruit une quantité importante des produits lorsqu’elle s’en
nourrit et cause des dommages direct par la production des produits chimiques par les glandes
mandibulaire (Kurtulus et al., 2020). Elle contamine les produits stockés avec ses excréments
dont les fils en soie (Soltani et al., 2012). Ainsi cette espéce forme des feutrages qui impactent
le fonctionnement régulier des appareils et des arréts forcés du moteurs au niveau des minoteries
(Pandir et al., 2013).

Depuis des années, des pesticides de type insecticide sont utilisés pour lutter contre les
infestations des ravageurs dans les installations de stockage de produits afin de prévenir les
pertes dans les stocks (Giunti et al., 2019). En effet 1’utilisation réguliére de ces pesticides
conduit & I’apparition de la résistance au sein des populations des ravageurs. (Drabo et al., 2019
El Abdali et al ., 2022). C’est dans ce contexte, que nous sommes intéressee a évaluer 1’activité
insecticide des cing dérivés d’a-aminophosphonates nouvellement synthétises qui ont un
moindre impact environnemental, en utilisant trois test : par contact, par fumigation (inhalation)

et de repulsivité sur des larves d’Ephestia Kuehniella.
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1.1 Matériel et Méthodes
1.1.1 Materiel Biologique

1.1.1.1 Présentation de I’insecte

Ephestia kuehniella (Zeller) est un insecte holométabole 1épidoptére de la famille des pyralidés,

connu sous le nom de pyrale de la farine (Doumandji —Mitiche, 1977), découverte par Zeller en

1879 a I’Aauckland, nouvelle Zélande. Cette mite des denrées stockees s’attaquent

essentiellement a la farine, aux grains de céréales, la semoule, les pates alimentaires et aux fruits

secs tel que les raisins, figues, abricots... (pakyari et al., 2016, Bendjedid et al., 2021).

Tableau 2: Position systématique d’Ephestia kuehniella (NCBI, 2018)

Reégne

Sous- régne
Embranchement
Classe

Sous classe
Super ordre
Ordre

Famille

Genre

Espece

(Zeller 1879)

Animalia
Metazoa
Arthropoda
Insecta
Pterygota
Endopterygota
Lepidoptera
Pyralidae
Ephestia

Ephestia kuehniella
(Zeller, 1879)
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Figure 9: Larve Ephestia kuehniella.
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1.1.1.2 Cycle biologique

Le cycle du développement d’Ephestia kuehniella passe par quatre phases dans un ordre bien
déterminé : ceuf, larve, chrysalide et adulte (Hami M, 2004). Selon Ndiay SB, 1999 la durée
totale du cycle de vie de cet insecte varie de 30 a 50 jours et le passage d’un cycle a un autre

constitue la métamorphose.
L’accouplement a lieu immédiatement aprés le début de la vie de I’adulte (Naumann, 1991).

Stade 1 : ’eeuf : Juste aprés I’accouplement, sur une période de 3 jours la femelle pond environ
100 a 200 ceufs de couleurs blanchétres de forme avoide. L’ ceuf mesure 500-500 um de long et
290-325 um de largeur. (Moreno et al., 1994).

Stade 2 : Larve : aprés 4a 5 jours a 37°C de température et 70% d’humidité relative les ceufs
formant un amas au fond et sur les parois des sacs de farine éclosent en donnant naissance a des
larves (Brindley, 1930). Elle est blanchatre ou roséatre, elle atteint 10 & 13 mm au stade final
apres six mues. La larve male comprend deux taches noir sur la face dorsale de 1’abdomen
correspondant aux testicules qui font la difference de celle de la femelle par la présence de deux
taches noires (Taibi, 2007).

Stade 3 : la chrysalide ou nymphe : les larves s’¢loignent de leur source de nourriture en
tissant ne enveloppe de soir (nymphe) contenant des substances nutritives dans laquelle elles
évolueront pendant 8 & 12 jours donnant un stade immobile, le dernier jour du développement,
le nymphe devient sombre (nymphe mature) et I’émergence se produira dans les 24 heures. La

taille moyenne des nymphes est de 9 mm de long et 2 mm de large. (Khelil, 1995).

Stade 4 :L’adulte : I’insecte adulte comprend une petite tete globuleuse qui mesure de 20 a 25
mm d’envergure, 1’adulte est formé par deux paires d’ailes : deux ailes antérieures grisatres
avec des points noirs et deux ailes postérieurs blanchatres finement frangées. Sa longévité est
de 14 jours, les males meurent quelques jours apres 1’accouplement, les femelles apres la ponte
(Ndiay, 1999).
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(c)

Figure 10: Cycle biologique d’Ephestia kuehniella a 27°C.
1.1.1.3 Méthode d’élevage des larves

Les insectes utilisés dans notre expérimentation proviennent des Moulins Seybouse d’ Annaba.
L’¢levage est conduit au niveau du laboratoire de physiologie animale de 1’université Badji
Mokhtar Annaba sous des conditions optimales de developpement, caractérisées par une
température de 27 °C, une humidité relative voisine a 70% selon les indications de payne NM,
1966.

Cet élevage s’est fait dans des boites en plastiques contenant de la farine de blé infestée par les
larves d’Ephestia kuehniella et du papier plissé afin de permettre aux larves de se transformer

en nymphose. (Payne, 1966).
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1.1.2 Matériel chimique
Les cing molécules a-aminophosphonates (BR1, BR2, BR3, BR4 et BR5) sont dissouts
séparément dans 100 ml d’eau distillée contenant 10% de DMSO (90mi/10ml).
L e DMSO est choisie pour sa rapidité d’évaporation avec toute absence d’effet résiduel.
Les cing solutions meéres sont ensuite diluées en plusieurs aliquotes de 20 ml avec les
concentrations croissantes sélectionnées aprés plusieurs tests au laboratoire. (Tableau ci-
dessous).

Tableau 3: La gamme de concentrations (umole/L) des cing dérivés

a-aminophosphonates

Concentrations C1 C2 C3 C4 C5 C6
m (umol) (umol) (umol) (umol) (umol) (umol)

S1BR1 240 280 320 360 400 440

S2 BR2 240 280 320 360 400 440

S3 BR3 300 340 380 420 460 500

S4 BR4 300 340 380 420 460 500

S5 BR5 300 340 380 420 460 500.

1.1.3 Les essais biologiques

L’activité insecticide des molécules a été déterminée a I’aide de trois test : par fumigation
(inhalation), contact et un test de repulsivité, avec les résultats comparés a un contréle positif
DMSO (10%) et un pesticide de référence Chlorpyriphos éthyl, commercialisé sous le nom de

Durshan

1.1.3.1 Test de fumigation (inhalation)

Cette methode consiste a imprégner des disques de papier filtre de 2 cm de diametre avec
differents concentrations des cinq molécules testées, du DMSO et de I’insecticide de référence.
A raison de trois répétitions.

Chaque papier filtre a été attaché aux couvercles des crachoirs. Les bouteilles sont fermées afin
de saturer I’atmosphére.

Dix larves de I’espéce E. Kuehniella ont été ajoutées a chaque crachoir, des moustiquaires ont

été mises en place sur I’ouverture pour éviter tout contact de 1’insecte avec papier traite.
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En I’absence de mouvement des pattes, les insectes ont été considérés comme morts.

Le comptage des insectes morts est effectué apres 3h, 6h et 24h

Figure 11: Dispositif expérimental (photo personnelle).

1.1.3.2 Test de contact

L’¢évaluation de la toxicité par contact des molécules a- aminophosphonates ainsi que témoin
positif DMSO et I’insecticide de référence est déterminée par application directe sur des larves

d’Ephestia kuehniella.

Dix larves ont été ajoutées dans chaque boite de pétrie accompagnée de leurs milieux nutritifs
Une quantité de lul de chaque concentration a été déposé sur la face dorsale des larves

d’Ephestia kuehniella. Les essais ont été répétés trois fois pour chaque concentration.

Des moustiquaires ont été mises en place sur I’ouverture pour éviter la sortie des insectes

En I’absence de mouvements des pattes, les insectes sont considérés comme morts. Trois
répétitions sont effectuées pour toutes les concentrations.

Un comptage des insectes morts a été réalisé chaque 24h pendant 96h afin de déterminer le taux

de mortalité.
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e Correction de la mortalité par la méthode d’Abbett pour les tests de fumigation et
contact

Selon la formule d’Abbott, 1925 (Ndomo et al, 2009), qui donne les valeurs corrigées de la

mortalité en pourcentage en fonction des mortalités des échantillons traités et celle du témoin.

Cette correction permet d’exclure le biais di a la mort naturelle observée dans nos conditions

expéerimentales.

MC (%) = M-MD) 100
* = (100 — MT)

MC (%) : pourcentage de mortalité corrigé.
M (%) : pourcentage de morts dans la population traitée.
MT (%) : pourcentage de morts dans la population témoin.

e Détermination de DL50 pour les tests fumigation (inhalation) et contact
Les résultats des tests ont étés réalisés par la fonction Probit qui est I’inverse de la fonction de
répartition associé a la distribution Normal selon la méthode de (Finney, 1971).
Elle est déduite par le tracé de la droite de Probit en fonction de la dose ; aprés la transformation
des pourcentages de mortalité corrigées en Probit.

1.1.3.3 Test de repulsivité

McDonald et al., 1970 a décrit I’effet répulsif de cing molécules a-aminophosphonate vis-a-vis
des larves d’Ephestia kuhniella en utilisant la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre

Des disques de papier filtre (8 cm) utilisés a cet effet ont été coupés en deux moitiés I'une
imbibés des différentes concentrations des molécules aminophosphonates et 1’autre imbibé de
DMSO. Aprés quinze minutes, temps nécessaire pour 1’évaporation compléte du solvant
DMSO, les deux moitiés du papier filtre ont été juxtaposées et collés avec un ruban adhésif
inodore et placées dans une boite de Pétri (9 cm).

Dix larves d’Ephestia ont été libérées au centre du papier filtre. Des moustiquaires ont été mises

en place sur I’ouverture pour éviter la sortie des insectes
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Ensuite les larves ont été conservée dans 1’étuve a une Température 30°C. Trois répétitions ont
¢été établies pour chaque Concentration d’ o -aminophosphonates, pesticide de référence et
DMSO (Témoin positif).

Le nombre de larves présentes dans les moitiés traitées et non traitées du papier filtre a été
enregistré aprées deux heures 02H de I'expérience. Le pourcentage de répulsion (PR) de chaque
concentration d” a-aminophosphonates a été calculé a I'aide de la formule de McDonald et al.,
1970 :

_ (NC—NT)

PR = ——
(NC+ NT)

X 100 %

PR : pourcentage de répulsion
NC : Le nombre d’insectes présents sur la partie de disque traité uniquement avec la DMSO
NT : le nombre d’insectes présents sur la partie de disque traité avec les différentes concentrations des cing

molécules a-aminophosphonates.

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque molécule d’ a -aminophosphonates est calculé
et attribué a I’une des différentes classes répulsive (Mc-Donald et al., 1970) qui sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau 4: Classement de la récursivité selon McDonald et al., 1970.

Classe Intervalle de répulsion Propriété de la substance
traitée

Classe 0 PR<0,1 % Non répulsive

Classe I 0,1 <PR<20 % Treés faiblement répulsive

Classe 11 20<PR<40% Faiblement répulsive

Classe I11 40 <PR<60 % Modérément répulsive

Classe IV 60 <PR<80 % reépulsive

Classe V 80 <PR<100 % Tres répulsive
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2. Evaluation de Pactivité Antibactérienne

Les plantes jouent un role crucial dans la production d’énergie dont dépendent 1’homme et
I’animal. Malheureusement, la plante peut étre atteinte d’une maladie, ce qui affecte sa
croissance, sa fertilité et sa productivité. Des symptdmes se développent et tout ou une partie

de I’organisme peut mourir (Benziri et al., 2001).

Les maladies des plantes sont parfois regroupées par types de symptémes, par types de plante
affectés et par le pathogene responsable de la maladie qui est le critére le plus utile pour la

classification (Benjama, 2003).

La tuberculose de I’olivier est ’une des maladies bactériennes causées par la bacterie
pseudomonas savastanoi pv, savastanoi touchant 1’olivier qui possede une grande importance
¢conomique. L’utilisation des produits chimiques d’une maniére abusive est a 1’origine de

I’apparition de la multi résistance bactérienne.

A cet effet, nous sommes intéresses a évaluer I’activité antibactérienne de différentes molécules
a-aminophosphonates en utilisant la méthode de diffusion sur milieu solide, afin de sélectionner
les molécules ayant une activité antibactérienne importante. Le test a été effectué au niveau de

I’institut national de protection des végétaux (I’'INPV).

2.1 Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé est la Pseudomonas savastanoi pv, savastanoi, qui est une
bactérie a Gram négatif qui induise les galles sur la tige, les rameaux et les feuilles de plusieurs

plantes hdtes appartenant a la famille Oleaceae et la famille apparentée Apocynaceae.

2.1.1 Prelévement des échantillons
Des branches obtenues de plusieurs arbres d’oliviers. Ces derniers ont été sélectionnés selon

leur degré d’infection pour I’isolement des souches Pseudomonas savastanoi, pv, savastanoi

2.1.2 Isolement de la bactérie

2.1.2.1 Désinfection des tumeurs

Une solution d’alcool de 2% a été préparée afin de désinfecter les tumeurs. Cette désinfection
a été réalisée pendant 3 minutes suivies par trois (03) ringage successifs a 1’eau distillée stérile,

puis mis sur papier buvard quelques minutes pour secher.
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2.1.2.2 Macération

Les galles désinfectées ont été découpées en petits fragments a I’aide de bistouri stérile puis
mis en macération avec ’eau distillée stérile pendant 30 min dans un mortier préalablement
désinfecté. La quantité des tumeurs pour chaque verger a été divisée en deux (A et B) et mises

dans deux mortiers différents qui servent de répetitions.

2.1.2.3 Ensemencement

Les deux suspensions A et B ont été ensemencées par la technique de 3 quadrants sur deux
milieux de culture différents afin de bien visualiser les colonies obtenues : 03 boites de pétri
contiennent le milieu de culture levane et 4 boites de pétri contient le milieu sélectif King B.

les boites ont été incubées a 27 °C pendant 24h a 72h.

2.1.2.4 La purification
Les colonies bactériennes obtenues ont été purifiées par repiquage successifs sur le milieu
sélectif King B, le contrdle de la pureté des souches a été effectuée morphologiquement selon

I’homogénéité, I’aspect et la couleur dans le but d’obtenir des isolats pur.

2.2 Essai biologique

2.2.1 Méthode de diffusion en milieu solide

Le test de ’activité antibactérienne des molécules d’ a-aminophosphonates a été effectué a
partir des disques imprégnés des différentes concentrations des molécules. Cette technique
permet de déterminer 1’activité inhibitrice de la croissance bactérienne par la mesure du

diamétre d’inhibition autour le disque (Sharififar et al., 2007).

Une suspension de la bactérie est préparée dans 1’eau physiologique stérile (0.09%) a partir

d’une culture bactérienne de 24H sur gélose nutritive.

Un ensemencement sur les surface du milieu gélose Mueller-Hinton des boites de pétri de
90mm est effectué par la méthode de Kirbey-baur, par écouvillonnage a 1’aide d’un écouvillon
stérile bien imbibé de la suspension bactérienne, en frottant cet écouvillon sur la surface de la

gélose et en tournant la boite 3 fois 60° afin d’assurer une bonne distribution de I’inoculum.

Des disques de papier Wattman de 6mm de diametre sont imbibés de 10 ul de chaque
concentration. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque concentration. Les disques du

contréle négatif sont imprégnés de 10 ul de solvant DMSO 10%.
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Les boites de pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. A la fin de I’incubation nous

avons mesuré la zone d’inhibition claire, autour les disques a I’aide d’une régle graduée.

Les résultats sont exprimés selon I’echelle de Ponce AG et al., 2003 : résistant : Diamétre des
zones d’inhibition < 8mm ; intermédiaire : 15mm > Diamétre des zone d’inhibition >8mm ;

sensible : diamétre des zone d’inhibition >15mm (Bansemir A et al., 2006).

T——

Figure 12: Dispositif expérimental. (Photo personnelle).

3. Evaluation de ’activité antifongique

La fusariose est une maladie fongique courante des céréales. Elle frappe toute une gamme
d’hotes tels que 1’orge, 1’avoine, le mais et plus particuliérement le blé. Elle attaque a la fois les
semences, les tiges et les épis de blé.

Les agents responsables de la fusariose regroupent 2 genres Microdochium et Fusarium qui
comprend 19 espéces. Ces espéces entrainent une série de symptdmes et sont responsables de
pertes de rendement provoquant ainsi des conséquences économiques considérables. De plus
certaines espeéces de Fusarium sont productrices de mycotoxines toxique pour ’homme et
I’animal. (Anonyme, 2008).

Parmi ces agents nous avons choisi le Fusarium de blé Fusarium roseum pour déterminer
I’activité antifongique des cing molécules d’ a-aminophosphonates. La multi résistance
fongique pose de grands problémes au niveau de la protection des plantes. Peu de produits
antifongiques efficaces contre certains agents multi résistant.
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C’est dans ce contexte que nous avons procéder au niveau de 1’institut national de protection
des végétaux (INPV) Ben Mhidi EL KOUS- Wilaya d’EL Tarf a I’isolation et 1’identification
des souches de Fusarium issues des plantes de blé. Ainsi d’étudier, In vitro, I’efficacité des cing

molécules a-aminophosphonates nouvellement synthétisées sur la croissance mycélienne.

3.1 Materiels et méthodes
3.1.1 Matériel biologique
3.1.1.1 Isolement et identification de la souche
Le protocole expérimental adopteé et utilisé est décrit ci-dessous. Ce protocole est défini dans
trois étapes :

3.1.1.1.1 Isolement et conditions de culture

Les racines de la plante sont préalablement desinfectées par trempage dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 2% pendant une minute suivi d’un ringage abondant a I’eau distillée
stérile (3 a 4 fois) afin d’éliminer toute trace d’hypochlorite de sodium. Ensuite elles sont séchés

a I’aide de papier filtre stérile.

Une fois séchées, les échantillons sont déposés dans les boites de pétri contenant des milieux
gélosés spécifiques : PDA (potato Dextrose Agar) Les échantillons sont répartis a raison de 5
fragments par boite.

Les boites de pétri contenant le milieu PDA sont amendées avec ’acide tartrique afin d’éviter

la prolifération de colonies bactériennes.

Les boites sont incubées dans une étuve bactériologique a une température de 25°C pendant 7
a 10 jours.

3.1.1.1.2 Identification de la souche fongique

L’identification se fait sur la base sur certains caracteéres morphologiques des colonies (vitesse
de croissance, aspect de colonies, pigmentations) et 1’observation microscopiques des spores

(forme et taille). Dans notre expérimentation, il s’agit du Fusarium roseum
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3.1.1.1.3 Purification de I’agent pathogéne
Elle est réalisée par un repiquage successif en découpant de petits fragments sur la bordure des
colonies développées sur les milieux d’isolement.

Incubation
25°C/ 7-10 jours

Isolement
Identification Observation au M.O
La méthode du
scotch/ Bleu de
méthyléne
Purification Repiquage

Souche fongique
purifiée

Figure 13: Méthodologie adoptée pour I’isolement et la purification de la
souchefongique.
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3.1.1.2 Caractérisation macroscopique

Sur le milieu PDA la croissance de la souche est rapide allant de 7 & 8 jours et se traduit par la
production d’un mycélium dense et aérien (cotonneux). Le mycélium est blanc au recto et d’une
couleur jaune a fauve au verso. Quand la culture est jeune la couleur du verso vire au rouge

carmin lorsque la culture est plus agee.

Recto Verso

Figure 14 : Aspect des colonies de Fusarium sur le milieu de culture PDA aprés 7 jours
d’incubation a 25°C.

3.1.1.3 Caractérisation microscopique
Les microconidies sont absentes. Les macroconidies sont fusiformes et sont divisées en 6 a 7
loges. Elles sont peu incurvées et leur face dorsale est plus incurvée que leur face ventrale et

peuvent avoir une extrémité terminale pointue.

Figure 15 : Aspect des spores de Fusarium sous microscope optique Gr x40.
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3.1.2 Matériel chimique
Les concentrations des aminophosphonates utilisés dans la partie matérielle chimique de

I’activité insecticide.

L’activité antifongique des cinq molécules est comparée avec un témoin DMSO 10% et avec
un fongicide de référence commercialisé sous le nom de OPUS.

3.1.3 Méthode d’évaluation de I’activité antifongique

Dans le but d’évaluer I’efficacité des cinq molécules a-aminophosphonates sur la croissance
mycélienne, nous prévoyons de tester 1’effet antifongique par la méthode de contact direct selon
la méthode de salhi et al., 2015. L’objectif de cette expérience est d’apprécier une activité
inhibitrice caractérisée par un halo d’inhibition, sur les cultures de Fusarium roseum.

Pour cela, les concentrations différentes des cing molécules incorporés aseptiqguement, dans les
milieux de culture maintenus en surfusion (40 a 45°C). Le mélange est ensuite coulé dans les
boites de pétri a raison de 20 ml pour chaque boite. Des disques mycéliens de 6 mm seront
découpés sur des cultures agées de Fusarium et sont ensuite déposés au centre de chaque boite
de pétri. Trois répétitions sont effectuées pour chaque concentration, les résultats sont comparés
a un témoin positif et comparées au témoin positif (le pesticide de référence), au témoin négatif
(eau distillée stérile) et au DMSO 10%.

Les boites seront ensuite incubées a 25°C pendant 120 h a I’étuve a 25 °C. Cette période a été
retenue vu qu’elle correspond a la date a laquelle le témoin rempli trés nettement la boite de

pétri.

Figure 16 : Dispositif expérimental (photo personnelle)
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3.1.3.1 Evaluation de la croissance mycélienne
La croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24 heures pendant 120H en mesurant la

moyenne de trois diamétres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle.

3.1.3.2 Détermination des pourcentages d’inhibition
Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne sera calculé selon la formule suivante
(Laib, 2012) :

(%) = (Do — Ds)/Do x 100

(%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.
Do : Diamétre moyen des colonies témoins.

D+ : Diamétre moyen des colonies en présence du fongicide.

4. Evaluation de lactivité Antioxydante

Les radicaux libres étant impliqués dans la genese de plusieurs maladies, I’intérét porté a la
recherche des antioxydants a considérablement augmenté ces derniéres années.

De nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydant des
molécules. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif
spéecifique en présence d’un agent antioxydant. C’est dans ce contexte que nous sommes
intéressés a évaluer I’activité antioxydante des cing molécules a-aminophosphonate en utilisant

la méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2diphényl1-1-picryl-hydrazyl).

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH.
Elle est fréquemment utilisée pour la détermination de 1’activité antioxydante (Burit et al.,
2001 ; Hussain et al., 2010 ; Fayed , 2009), simple, efficace et rapide pour I’évaluation des
propriétés antioxydants des molécules (Hussain et al., 2010 ).
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Contrairement aux autres tests, les conditions utilisées (Solvant organique et faible température)
évitent I’auto-oxydation des molécules testées (Portes, 2008).

Les résultats peuvent étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPH. Le test de permet
aussi de calculer la CE50 (Dongmo et al., 2010) la valeur de CE50 signifie la concentration du
substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH (Simionatto et al., 2007).

4.1 Matériel et méthodes

4.1.1 Matériel chimique

Les concentrations des aminophosphonates utilisés dans la partie matériel chimique de ’activité
insecticide.

L’activité antioxydante des cinq molécules est comparée avec un témoin positif (La vitamine
C). Le composé chimique utilisé dans notre expérimentation est le 2,2 diphényl-1-

picrylhydrazyle (DPPH*) qui est un radical libre stable, centré sur I’azote.

4.1.2 Méthode

4.1.2.1 Principe de la méthode

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant est suivie par spectrophotomoétrie UV-
VISIBLE, mesurant la diminution de I’absorbance a 517nm (Portes ,2008). Le DPPH est de
couleur violacé, se réduit et change de couleur en variant au jaune lorsque 1’¢lectron célibataire
s’apparie. Cette décoloration signifie la capacité des molécules a piéger ces radicaux libres

indépendamment de toute activité enzymatique (Parejo et al., 2002).
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DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 17: Réaction du DPPHe avec un antioxydant (Molyneux , 2004).

4.1.2.2 Protocole
L’effet de chaque molécule d’ a-aminophosphonate sur le DPPH est mesuré par la procédure

décrite par Benhammou et al., (2007).

Un volume de 50ul de différentes concentrations de chaque molécule est ajouté a 1.950 ml de
la solution méthalonique du DPPH (2.4mg DPPH / 100ml méthanol) fraichement préparée. La
vitamine C est utilisée comme control positif. En ce qui concerne le control négatif, ce dernier
est préparé en mélangeant 50ul du DMSO avec 1.950 ml d’une solution méthalonique de DPPH.
Trois répétitions sont utilisées pour toutes les concentrations. Aprés incubation a 1’obscurité
pendant 30 min et & une température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515

nm a I’aide d’un spectrophotométre.
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Figure 18: Protocole de I’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de la

réduction du radical libre DPPH.

4.1.2.3 Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :

19 = ((Ac- At)/Ac)*100

Ac : Absorbance du contr6le négatif

At : Absorbance du test effectué

4.1.2.4 Calcul des concentrations efficaces CE 50

La concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée EC50 pour efficient concentration 50) est la
concentration nécessaire de la molécule testé pour réduire 50% de radical DPPH*

Les EC 50 sont calculées graphiquement par la régression linéaire des graphes traces :

le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des molécules testées.
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1. Evaluation de P’activité insecticide
1.1 Test de fumigation (inhalation)
L’évolution du taux de mortalité des larves Ephestia kuehniella en fonction du temps et les

différentes concentrations des cing molécules étudiées sont illustrées sur les graphes ci-dessous.
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Figure 19: Evolution du taux de la
mortalité des larves d'Ephestia Kuehniella
par fumigation en fonction du temps
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Ces résultats montrent que le taux de mortalité des larves traitées avec les cinq molécules a-
aminophosphonates variaient avec 1’augmentation des concentrations et du temps.

Un faible taux de mortalité, allant de 3 & 23% pour la molécule BR4 et de 7 a 40% pour BR5.
Une activité moyennement toxique a hautement élevée des molécules BR1, BR2 et BR3,
supérieur a celle du pesticide de référence (Dursban) se révéle nettement dans le tracée des
graphes précédentes. Les mortalités causées varient entre 23% a 97% pour BR1, de 7% a 97%
pour BR2, de 3% a 97% pour BR3 et de 77% a 93% pour I’insecticide de référence (Dursban).
Ceci nous amene a croire que les molécules BR1 et BR2 ont les activités insecticides les plus
fortes car la molécule BR2 élimine plus d’individus que le pesticide de référence (Dursban)
pour sa forte concentration avec un taux de 93 % supérieur a celui du pesticide (Dursban) qui
est de 77% juste apres 3H du traitement. Ainsi que la molécule BR1 qui provoque une mortalité

de 97% a la concentration 320 umol/Il aprés 24H d’exposition.

e Détermination de la Cl 50%

Le tableau 5 résume les valeurs CI50 pour les cing molécules d'a-aminophosphonate qui ont

été déterminés mathématiquement.

D’apreés les résultats obtenus on peut noter que les molécules BR1, BR2, et BR3 ont une bonne
activité insecticide par rapport aux molécules BR4 et BR5, car leur taux de mortalité est
inférieur a 40% et leur CIS0 est loin d’étre atteinte. Ainsi, la molécule BR1 présente une
meilleure activité insecticide par rapport aux autres molécules ayant la plus faible CI50
(245.47%) ((BR1<BR3<BR?2).

Tableau 5 : La Cl 50% des cing molécules a-aminophosphonates.

Molécule BR1 BR2 BR3 BR4 BR5

C1 50% umol/l 245.47 302 300 - -
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1.2 Test de contact

La figure 20 illustre les résultats du test de toxicité par contact des cinq molécules d’a-
aminophosphonate sur les larves d’Ephestia Kuehniella. Les cinqg molécules ont démontré une
activiteé insecticide de contact. En effet Les molécules BR3, BR4 et BR5 montre une activité
insecticide pour les fortes concentrations aprés 72 h d’exposition et les molécules BR1 et BR2
montre une activité apres 96H avec un taux de mortalité superieurs a 50% mais inferieurs au
pesticide de reference (83%). La molécule BR3 apparait comme la plus toxique, provoquant un
taux de mortalité 80% pour la forte concentration apres 96H, démontrant un effet toxique
similaire a celui du Dursban (83%).

De plus, la détermination de la CI50 (tableau 6) confirme ces résultats car la molécule BR3 a

la CI50 la plus basse (325,48%) par rapport aux autres molécules d'a-aminophosphonate.

Tableau 6: La Cl 50% des cing molécules a-aminophosphonates par le test de contact.
Molecule BR1 BR2 BR3 BR4 BR5

C1 50% umol/l 400 416.04 325.48 325.54 340
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Figure 20: Variation de la mortalité par contact des larves d'Ephestia Kuehniella en

fonction du temps d'exposition et des différentes concentrations des cinq molécules d'a-
aminophosphonate (a: BR1,b: BR2;c:BR3;d:BR4;e:BR5).
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1.3 Test de repulsivité
Les résultats du test de repulsivité des cing molécules a-aminophosphonates sur les larves

d’Ephestia Kuehniella sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 7: Effets répulsifs des cing molécules d'a-aminophosphonate sur les larves

d'Ephestia kuehniella.

Pourcentage de repulsivité Moyenne de Classe Effet repulsive
(%) repulsivité (%)
Molécule/concentration C1 C2 C3 C4 C5 C6
BR1 20 20 20 20 20 20 20 1 Tres faiblement répulsive
BR2 20 20 20 40 40 40 26 2 Faiblement répulsive
BR3 20 20 20 40 40 40 30 2 Faiblement répulsive
BR4 40 0 40 40 60 60 27 2 Faiblement répulsive
BR5 20 20 20 20 20 20 20 1 Tres faiblement répulsive

Les résultats du tableau 7 indiquent un faible effet répulsif des molécules d'o-
aminophosphonate (BR2, BR3 et BR4) avec un pourcentage moyen de répulsion égal a 26%,
30% et 27%, respectivement. En revanche, BR1 et BR5 sont tres faiblement répulsifs envers E.

kuehniella, avec un pourcentage de répulsion de 20 %.
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2. Evaluation de P’activité antibactérienne
Le potentiel antibactérien des cinq molécules a-aminophosphonates, exprimé en mesurant les
diamétres des zones d’inhibition, en millimeétre aux tours les disques imbibés des différentes

concentrations de ces molécules est représenté dans la figure ci-dessous :

T TTT
BR1 BR4 BR5

BR2 ~ BR3
Molecules a-aminophosphonates

HCl mC2 mC3 mC4 mC5 mC6

O R N W H U OO N 0O

Diamétre de la zone d'inibition %

Figure 21: Sensibilité de la bactérie vis-a-vis les différentes concentrations des cinq
molécules a-aminophosphonates (BR1, BR2, BR3, BR4, BR5).

D’aprés la classification de Ponce et al., 2003, une tres faible inhibition de la bactérie a été
enregistré avec toute les concentrations des molécules a-aminophosphonates (BR1 ; BR2 ;
BR3 ; BR4 ; BRS), notons un Diametre de zone d’inhibition inférieur a 8mm, a ’exception de
la forte concentration de la molécule BR4 qui a montré une activité antibactérienne

intermédiaire avec un diamétre de zone d’inhibition 8.16 mm.

3. Evaluation de I’activité antifongique

3.1 Evaluation de la croissance mycélienne
L’activité antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la croissance mycélienne du
Fusarium Roseum les résultats de diamétre de 1’activité antifongiques des cinq molécules o-

aminophosphonates sont représentés dans les figures ci-dessous :
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Figure 22 : Evolution de la croissance mycélienne en fonction du temps et des différentes
concentrations des cinq molécules a-aminophosphonate. (a: BR1,b:BR2;c:BR3;d:
BR4 ; e : BR5).

Aprés 120 H d’incubation, nous avons constatés une évolution de la croissance mycélienne de

la souche testés en présence des différentes concentrations des cing molécules a-

aminophosphonates. En revanche, nous avons remarqué une légére inhibition de la croissance

mycélienne de la souche testée en présence des cing molécules par rapport au témoin, tandis
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qu’une inhibition remarquable a été constaté chez la souche exposé au pesticide de référence
qui présente un diameétre de 23mm de la croissance mycélienne.

3.2 Pourcentage d’inhibition

Le tableau 8 regroupe les différents pourcentages d’inhibitions calculés selon 1’équation citée
précédemment :

Tableau 8: Pourcentage d’inihibtion (%) des cing molécules

a-aminophosphonates.

Molécule BR1 BR2 BR3 BR4 BR5

% d'inhibition 29% 31% 38% 47% 32%

Nos résultats indiquent que les molécules BR1, BR2, BR3 et BR5 possédent une faible activité
antifongique avec un pourcentage d’inhibition inférieur a 50% (29% ; 31% ; 38% ; 32%)
respectivement pour les fortes concentrations. Tandis que la molécule BR4 présente une
capacité inhibitrice partielle de la croissance mycélienne de la souche testée Fusarium Roseum
de 47% pour la forte concentration par rapport au pesticide de référence qui a montré une forte
activité antifongique avec un pourcentage d’inhibition de 76%.

3.3 Observation morphologique

D’apres les figures, le témoin posséde une couleur de base rose ayant des hyphes (micelle)
blanc gonflée, apres 120H la taille de la colonie du témoin atteint le maximum du diamétre de
la boite 85mm avec une couleur rose avec des hyphes gonflée blancs et un aspect poudreux
comme du coton. Ainsi nous avons constate un changement morphologique de la couleur des
mycéliums exposée aux molécules a-aminophosphonate, avec des hyphes moins gonflés de

couleur blanchatre par rapport au témoin.
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En parallele nous avons remarqueé des Iégers hyphes de couleur blanchétre de la souche testée

exposeée au pesticide de référence.
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Figure 23: Aspect des colonies de Fusarium témoin et en présence de pesticide de
référence recto- verso. (Photo personnelle).

4. Evaluation de I’activité antioxydante
4.1 Pourcentage d’inhibition

La figure 24 représente 1’évaluation de 1’effet piégeur des molécules a-aminophosphonate et

Vitamine C vis-a-vis le radical DPPH.

Nous avons constaté que toute les molécules a-aminophosphonates étudiées possédent une activité
antioxydante et elles sont capables de piéger le radical DPPH (inhibition de la DPPH supérieure a

50% révélant des activités élevées a tres élevees).
A partir de ces résultats nous avons déterminés que les molécules BR2 et BR3 possedent une activité

antioxydante 90% et 87% respectivement, supérieure a celui de la vitamine C 78%, et une bonne
activité antioxydante pour la molécule BR5 71% presque similaire & celui de la vitamine C 78%.
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BR5).
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4.2 Détermination des CE 50

Les CE50% des cing molécules a-aminophosphonate sont représenté dans le tableau ci-
dessous.D’aprés les résultats du tableau, nous avons constates des CE 50 plus faibles pour les
BR2 ; BR3et BR5 : 245umol/l ; 310 umol/l et 250umol/l respectivement par rapport aux
autres a - aminophosphonates testés. Tandis que les molécules BR1let BR4 révélent moins
efficaces avecdes valeurs de 1C50plus élevées 310 umol/l et 465 umoll/l.

Tableau 9 : Les CE 50 (mol/L) des cing molécules a-aminophosphonate.

Molécule BR1 BR2 BR3 BR4 BR5

CI1 50pmol/I 310 245 310 465 250
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En Algérie 1’usage des produits phytosanitaires ne cesse de se multiplier dans de nombreux
domaines et en grandes quantités. C’est dans ce contexte que nous avons déterminé la
caractérisation biologique des dérivés d’a-aminophosphonates nouvellement synthétises, vu
qu’elles sont connues par leur faible toxicité sur I’environnement, ainsi d’évaluer 1’activité
antioxydante de ces molécules.

Etant donnée la place importante du blé et de ses dérivés dans 1’alimentation en Algérie et dans
plusieurs pays du monde, nous nous sommes intéressés a évaluer 1’activité insecticide par
contact et inhalation des cinq molécules a-aminophosphonates nouvellement synthétisés chez
les larves d’Ephestia kuehniella et déterminer leur effet repulsive dans le but de recherche des
méthodes alternatives pour la lutte contre les insectes des denrées stockées afin de limiter les
inconvénients d’utilisation des insecticides disponible dans les marchés et leurs effets
secondaires.

En effet, Plusieurs auteurs ont rapporté différentes activités biologiques des dérivés a-
aminophosphonates tel que 1’activité antifongique (Syah Ben Aissa et al., 2018), antioxydante
(Onita et al., 2010). A I’inverse, I’activité insecticide des dérivés g-aminophosphonates n’a pas
été trop discutée dans la littérature, d’ou notre intérét a confirmer leur efficacité sur la
population cible (Ephestia kuehniella) par rapport a I’insecticide commercialisé.

Nos résultats montrent que les molécules BR1, BR2 et BR3 ont une activité insecticide élevée
(TM>50%) par fumigation, une activité modérée a élevée par contact et une activité faible a
tres faible par répulsion pour les différentes concentrations testées des cing molécules. Ces
résultats permettent de confirmer que le taux de mortalité varie en fonction des concentrations
des substances utilisées, de la voie de contamination et du temps d'exposition (Khalil et al.,
1996 ; Spurgeon et Hopkin , 1995). A noter que la CI50 la plus basse est enregistrée
successivement pour BR1 (245,47 uM) et BR3 (325,54 uM) selon le mode de contamination
(fumigation et contact), démontrant leur fort pouvoir insecticide ; il est quasiment identique a
I'effet du Dursban par mode contact et par fumigation pour les doses les plus élevées.

Ainsi, les résultats confirment 1’efficacité de I’utilisation des a-aminophosphonates (dérivés)
comme insecticide sur des populations cibles (Ephestia kuehniella) tout en ignorant le mode
répulsif de nos molécules.

Nos résultats sont expliqués par le mécanisme d’action neurotoxique de ces molécules qui
impliquent I’inhibition de 1’ Acetylcholinestérase et éméchent ainsi la transmission de I’influx

nerveux (Oms, 1991). Cet inhibition se réalise lorsque ces a-aminophosphonates vont se fixer
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sur le groupe hydroxyle de la serine du site actif de I’AChE, ce qui empéche la liaison de cette
enzyme avec D’acétylcholine. L’AChE qui est une enzyme estérase nécessaire au
fonctionnement des synapses du systéme nerveux central et de la jonction neuromusculaire. En
effet cette enzyme extracellulaire hydrolyse en quelques millisecondes ’acétylcholine libre
dans la fente synaptique, en acétate et choline. Elle fournit un des moyens de mettre un terme a
I’activation des récepteurs cholinergiques (Milan et al., 2006 ).

L’inhibition de I’AChE provoque une accumulation de 1’acétylcholine libérée dans la fente
synaptique lors d’une stimulation nerveuse, menant a une hyperstimulation des récepteurs
cholinergiques. En conséquence, le passage de I’information nerveuse est perturbé jusqu’au non
fonctionnement des synapses, ce qui peut mener a I’apparition de divers troubles nerveux

pouvant aller jusqu’a la mort de I’individu (Lotti, 1995).

Ausssi, nous avons évalué 1’activité antibactérienne des cinq molécules a-aminophosphonates
contre la bactérie Pseudomonas par la méthode des disques qui nous fournit des résultats
préliminaire sur I’activité antibactérienne de ces molécules, grace aux diameétres des zones
d’inhibition mesurés en millimetres qui apparaissent autour les disques. Cette méthode a été

choisie pour sa fiabilité et sa simplicité.

Nous avons constaté une tres faible activité pour toutes les concentrations des cing
molécules a-aminophosphonates, a ’exception de la forte concentration de la molécule
BR4 qui présente une activité intermédiaire. Des travaux similaires de Khaled (2020) ont
mis en évidence une activité inhibitrice faible de 1’ester diethyl ((dodecylamino)(phenyl)
methyl) phosphonate vis-a-vis de la bactérie S. aureus ainsi qu’aucune activité sur la bactérie

P. aeryginosa.

Ces dernieres décennies plusieurs agriculteurs utilisent fortement les produits antifongiques
pour lutter contre les maladies fongiques en empéchant leurs croissances myceéliennes (Stepien
et al., 2011). Dans certains cas, le pouvoir inhibiteur des molécules antifongiques peut étre
difficile a se manifester vu que les souches fongiques n’ont pas le méme degré de sensibilité en
raison de la nature de leur paroi. Cette derniére se compose d’un réseau complexe de protéine
et de polycarbohydrates pouvant varier selon les espéces fongiques qui permet le

développement d’une résistance plus au moins intéressante (Nagendra, 2010).
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C’est pour cela, nous avons déterminé 1’activité antifongique des différentes molécules a-
aminophosphonate. Nos résultats mettent en évidence une activité antifongique partielle
qui ne dépasse pas les pourcentages d’inhibition 50% comparé au fongicide de référence
OPUS qui représente un pourcentage d’inhibition 76%. Selon Biyti el al., 2004 chaque
produit est consideré comme actif s’il enduit une zone d’inhibition supérieure ou égale a 10mm.
En effet ’activité d’une substance dépend de plusieurs facteurs dont la concentration appliquée
(Martin ,2000 ; castillejos et al., 2006) . Ainsi Cichewicz et Thrope (1996) ont montrés que
chaque produit testé a divers effets sur les microorganismes testés : une inhibition complete ou
partielle ou une stimulation. Cette inhibition serait due au blocage de la germination des
conidies (premiére étape menant & I’établissement d’un tube germinatif et d’un hyphe
(McEwan, 1994). Comme elle peut étre aussi dii a ’inhibition du métabolisme respiratoire et
énergétiques des cellules fongiques ou a la désorganisation cellulaire lors de la division
cellulaire (Rocher, 2004). Nos résultats sont en accord avec ceux de Candan et al., (2003) qui
ont montré que les substances hydrosolubles exercent un effet plus faible comparé a celui des
substances non hydrosoluble. Cela réfere a la capacité des molécules liposolubles de s’intercaler

dans les membranes des cellules et les endommager.

En parallele nous avons évalué I’activité antioxydante des différentes molécules a-
aminophosphonate afin de déterminer les molécules ayant une bonne activité antioxydante.

Aprés 30 min d’incubation de la solution DPPH-Extrait (a différentes concentrations des cing
molécules), la coloration violette vire vers une coloration jaune pour les cing molécules, ce
changement de couleur est di a la réduction de DPPH, ce qui montre que tous les échantillons

ont un effet de piégeage du radical DPPH.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle qui signifie
la réduction presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire. A partir de ces courbes nous
avons déterminé les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations utilisées ainsi la
valeur CI50% de chaque molécule. Plus la valeur de 1C50% est petite, plus la molécule a une
forte activité antioxydante. Almela et al., (2006) a montré que I’activité efficace dépend de

plusieurs facteurs, tels que la concentration, les formes isomériques.
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Reddy et al., (2003) qui ont démontré une forte
acitvité antioxydante des aminophosphonates synthétisés par le mode réactionnel amine-

aldehyde-diethyl phosphite contre le radical DPPH.

Les travaux de Devineni et al., (2013) qui ont mis en évidence une forte activité des a-diamino-
phosphonates a piéger le radical DPPH. Ainsi Onita et al., (2010) ont découvert que quatre
dérivés aminophosphonates synthétisés ont une meilleure activité antioxydante que le 2,6-di-

tert-butyl-4-méthylphénol (BHT).
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Le blé dur joue un rdle crucial dans I’industrie alimentaire mondiale en fournissant des
ingrédients de base pour la production de pates, de semoule et d’autres produits dérivés.

En Algérie, la culture du blé dur constitue une culture stratégique dans le plan de développement
économique (Bouhadi et al., 2020). Elle est considérée comme une activité prédominante dans
I’agriculture.

L’usage permanant de ces produits phytosanitaires et le non-respect de la méthode d’utilisation
de ces produits causent des effets néfastes sur la plante, capable de modifier leur métabolisme
et leur morphologie, ce qui altére leur croissance et leur développement en entrainant une
surproduction des ERO générateurs du stress oxydatif et par conséquent une diminution de la
productivité et des pertes quantitative et qualitatives des rendements. (Appel et Hirt, 2004).
C'est dans ce contexte que nos travaux ont été menés pour évaluer la toxicité d'une série de
dérivés d'a-aminophosphonates nouvellement synthétisés sur une population non ciblée

(Triticum durum Desf).

1. Généralité sur le blé dur

Le blé dur (Triticum durum Desf.) est une plante autogame, herbacée annuelle de la classe des
Monocotylédones de la famille des Graminées (Feillet, 2000) avec une hauteur moyenne de
1.5m en fonction des variétés (Ladraa , 2012). Le blé dur est utilisé pour la production
d’alimentation humaine (Production de la semoule, pates alimentaires et Couscous. Cette

espéce posséde plusieurs variétés dont leur composition et leurs caractéristiques sont divers.

1.1 Composition du blé dur
Le blé comporte trois partie dont :

e L’appareil végétatif
Il est composé d’un systéme racinaire comprend des racines séminales (formées pendant la
levée) et des racines adventives (formées apres les racines séminales). La tige est cylindrique,
dressée avec un chaume long et souple dont les entre-nceuds non allongés (Ladraa, 2012), cet
appareil comporte des talles issues des bourgeons axillaires a la base de la tige principale
(Bozzini, 1988) les feuilles possedent une couleur. Le nombre de brins et en fonction de la

variéteé de I’espéce et les conditions de croissances. (Clark et al., 2002).
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e L’inflorescence
Elle représente un épi muni d’un rachis solide portant des épillets séparés par des courts entre
nceuds (Soltner, 1998). Chaque épillet, contient deux glumes (bractées) refermant de deux a
cing fleurs distiques sur une rachéole ( Biosecurité végétale, 2006) avec trois a quatre épillets
fertiles couvert par deux glumelles, trois étamines et un ovaire avec un seul carpelle (Ladraa,
2012).

e Lefruitou le grain
C’est un caryopse nu allongé et pointu de couleur jaune. Il contient un endosperme et un
embryon aplati prés de la base florale. Le grain de pollen présente trois noyaux au stade de
maturité (Ladraa, 2012).

1.2 Cycle physiologique du blé

Le cycle de développement du blé dur est une succession de périodes subdivisées en phases :

1.2.1 Période végétative
Au cours de cette période le développement est strictement herbacé débutant de la phase

germination jusqu’a la formation de I’épi. (Ait-Sliman-Ait-Kaki, 2008).

1.2.2 Phase de germination —levee

La germination se caractérise par I’émergence du coléohize donnant naissance a des racines
séminale et du coléoptile qui protege la premiére feuille fonctionnelle. La levée est atteinte
quand la majorité des lignes de semis sont visible dans une durée de 8 a 15 jours selon la
temperature (Abdi, 2018). Parmi les principaux facteurs qui interviennent dans ’atteinte de

cette phase sont, la chaleur, I’humidité et I’aeration (Eliard, 1979).

1.2.3 Phase levée- tallage

Lors de la formation de la troisieme feuille, une production de talles commence (Moule, 1971)
ou une talle primaire apparait a cote de la feuille la plus agée. La naissance de tallage désigne
la fin du cycle végétatif (Ait-Sliman-Ait-Kaki, 2008).
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1.2.4 Période de reproduction
Cette période est caractérisée par la formation et la croissance de 1’épi :

- Phase montaison-Gonflement : elle débute a la fin du tallage (dés que 1’épi a 1 cm).
Elle se caractérise par un allongement des entre-nceuds et la différenciation des piéces
florales. Au cours de cette phase un besoin accru en éléments nutritifs notamment en
azote (Clement-Grancourt et prats, 1971) la montaison dure de 29 a 30 jours.

- Phase d’épiaison- fécondation : elle est caractérisée par la miose pollinique,
I’éclatement de la graine avec I’émergence de 1’épi et la fin de la formation des organes
floraux. Cette phase de fécondation s’achéve lorsque 50% des épis a moitié sortis de la

gaine de la derniére feuille. Cette phase a une durée de 32 jours.

1.2.5 Période de la formation et de maturation du grain

Cette période comporte deux phases :

- Phase de grossissement du grain : au cours de cette phase les graines de blé prennent du
poids grace a I’évolution de I’embryon et I’albumen qui stock les substances de réserves.
Tandit que celui des tiges et des feuilles diminue & la fin de cette phase les graines prennent
une couleur jaunatre (Ait-Sliman-Ait-Kaki, 2008).

- Phase de maturation du grain : au cours de cette phase les glucides et les protéines

migrent vers les graines. Elle dure entre 25 et 26 jours.

1.3 Importance économique et situation du blé

1.3.1 Situation du blé en Algérie

Les céréales sont devenues des produits indispensables, de premiére nécessité en Algérie, en
constituant une ressource alimentaire basique de 1’humanité, une ressource privilégiée pour
I’alimentation animale et une principale source de protéines. Ils possedent plusieurs roles tels
que le ro6le social, économique et politique dépassant le role traditionnel (considéré comme
aliment) (Bouhadi et al. 2020).

La production algérienne de blé au cours de I’année 2022 est estimé a 30 millions de tonne et
exploiter 3.2 million d’hectare de surfaces agricole au niveau national selon la direction de la

régulation et du développement de la production agricole.
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Néanmoins, la FAO prévoit un recul de la production locale de blé avec une diminution de 5.1
a 3.75 millions de tonnes. D’apres les prévisions du département américain de 1’agriculture
(USDA), I’Algérie peut satisfaire qu’entre 34% et 36% de ses besoins en blé (FAO, 2021). A

cet effet elle est classée parmi les plus gros importateurs de blé dans le monde.

1.3.2 Situation du dans le monde

Le bl¢ dur est considéré comme principale culture céréaliere le fait qu’il participe d’une fagon
importante et diversifiée a I’alimentation humaine, a la superficie qu’il occupe, ainsi sa culture
est pratiquée par tous les peuples du monde. Sa valeur nutritionnelle, sa résilience aux
conditions environnementales difficiles et son importance économique en font une culture

agricole précieuse a I’échelle mondiale.

Il occupe la premicre place dans la production mondiale et la deuxiéme dans 1’alimentation
quotidienne du bétail et la consommation humaine (Rastoin & Benabderrazik, 2014). 1l devient
le patrimoine culturel immatériel de 1’humanité et cultivé dans prés de 17 millions d’hectare

dans le monde (Abecassis et al., 2017).

1.4 Stress oxydatif chez les végétaux

L’exposition des plantes & un stress environnemental peut entrainer une situation de stress
oxydatif. Ce dernier se caractérise par un déséquilibre entre la balance des especes réactives de
I’oxygene (ERO) et le systeme de défense antioxydants (Appel et Hirt, 2004) ce déséquilibre
au niveau cellulaire est caractérisé par une surproduction des espéces réactives oxygénées ERO.
En se diffusant a travers les parois végétales, ces ERO apportent des modifications assez
néfastes au niveau des molécules biologiques responsables de I’intégrité cellulaire. Ainsi
plusieurs dégats cellulaire souvent irréversible peuvent se manifester, comme 1’oxydation des
protéines, oxydation des bases de I’ADN, la peroxydation lipidique et peuvent entrainer des

modifications de la fluidité membranaire.

1.4.1 Radicaux libre
Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons non
appariés (Halliwell, 2016). Cela les confere une grande réactivité et peuvent participer a des

réactions chimique en altérant les cellules et les tissus. (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
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Ces espéces chimiques peuvent étre derivées de 1’oxygene (ERO). Ces derniers signifient a la

fois des espéces radicalaires de I’oxygene et des espéces non radicalaire (Victor et al., 2009).

Tableau 10: Espéces réactives de I’oxygene radicalaire et non radicalaire et

leursformules chimiques (Halliwell, 2006).

ERO (Radicalaire) Formule Chimique

Oxygéne moléculaire 30,
Dioxygéne singulet 10,
Anion superoxyde °O2-
Radical hydroxyle *OH
Radical hydroperoxyde HOO°
Radcal peroxyde ROO°
Radical alkoxyle RO°
Radical oxyde nitrique NO°
Peroxinitrite ONOO°

ERO (Non radicalaire) Formule Chimique
Hydroperoxyde ROOH
Hypochlorite C10H
Ozone O3
Peroxyde d’hydrogéne H202

1.4.2 Sources des especes réactives de I’oxygene dans la cellule végétale

Chez la plante il existe de nombreuses sources cellulaires d’ERO, qui sont produite de facon
permanente durant le métabolisme normal tel que la respiration cellulaire et la photosynhése,
ainsi que lors de réponses de défense face aux stress environnementaux tel que 1’exposition a
une forte lumiere, sécheresse, des températures basses ou méme des produits chimique toxique.
Il existe plusieurs endroits de la cellule ou se localisent les ERO tel que les chaines de transport
d’¢lectrons (CET), mitochondrie, des chloroplastes, certaines enzymes comme les peroxydases
et la chlorophylle. (Dat et al., 2000 ; Blokhina et al., 2003).
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Tableau 11: Espéces réactives de I’oxygeéne radicalaire et non radicalaire
(Halliwell,2006).

Origine Localisation ERO
Photosynthése, PSI ou PSII Chloroplaste 0°
Respiration (transport d’électrons Mitochondrie O2°
Glycolate oxydase Peroxysome H202
Chlorophylles excitées Chloroplaste 02°
B-oxydation des acides gras Peroxysomes H202
NADPH Oxydase Membrane cellulaire O2°
Oxalate oxydase Apoplaste H202
Xanthine oxydase perosysome O2°
Peroxydases Mn2+ et NADH Membrane cellulaire H202
Amine oxydase Apoplaste 02° ; H202

Figure 25 : Sites de production intra-organites des formes réactives de I’oxygéne dans

la cellule végétale (Bolwell, 2002).

APX : Ascorbate peroxydase ; PSI photosystéme | ; PSII : Photosystéme Il ; AOX : Alternative oxydase ; Fd :
Ferodoxyne (RuBP) ribulose 1,5- biphosphate
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e Leschloroplastes et I’appareil photosynthétique

Au cours du processus photosynthétique, les cellules chlorophylliennes d’une part elles
produisent de 1’0 et d’autre part elles sont exposées a la génération d’ERO. Le chloroplaste est
considéré comme étant la source principale de la production d’ERO chez les organismes
photosynthétiques. (Edreva, 2005 ; Asada, 2006). Une inhibition de la photosynthése et les
¢lectrons qui n’interviennent plus a la fixation du CO2, lors de la survenance d’un stress
abiotique va entrainer la production et I’accumulation des ROS. Ainsi que I’inhibition du RuBP
(carboxylation du ribulose 1,5-biphosphate qui entraine la production de phosphoglycolate. En
effet, une production du peroxyde d’hydrogéne est effectuée lors du transport du
phosphoglycolate vers le peroxysome et converti en glyoxylate par la glycolate (Parent et al.,
2008)

e |es Peroxysomes
Les peroxysomes sont des organites cellulaires, caractérisés par une membrane simple et leur
contenu enzymatique riche en catalase. Elles sont considérées comme des organites spécialisés
dans la neutralisation des espéces réactives de 1’oxygene (ERO), ainsi ils possédent un role
central dans le métabolisme des lipides et des acides. Les principales sources d’ERO au niveau
des peroxysomes sont la B-oxydation des acides gras et la photo-respiration. (Corpas et al.,
2001 ; Nyathi and Baker, 2006).

- La B-oxydation : est un processus métabolique essentiel qui se produit principalement au
niveau des peroxysomes, dans lequel les acides gras sont dégradés en acétyl-coA. En effet,
ce dernier qui est un composé derive de ce processus qui est impliqué dans d’autre processus
cellulaire tel que I’oxydation de 1’ Acyl CoA en entrainant la réduction du FAD en FADH2.
Ainsi, La formation du H2O> est effectuée lors de la régénération du cofacteur qui s’effectue
a son tour par la réduction d’une molécule d’O2 (Nyathi and Baker, 2006).

- Photorespiration C’est un processus métabolique vital chez les plantes. Il se produit
principalement dans le chloroplaste, la mitochondrie et le peroxysome (Foyer and Noctor,

2000).
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e Mitochondries et chaine respiratoire
Elles constituent une source importante d’ERO. Ces organites constituent une source principale
d’ERO dans les cellules non-chlorophylliennes, mais elles ne représentent qu’une faible part
dans les cellules chlorophylliennes exposees a la lumiére (Foyer and Noctor, 2003). Ainsi, lors
de stress important, la génération d’ERO mitochondriales est considérée comme 1’une des

causes principales du vieillissement cellulaire.

1.4.3 Les cibles et conséquences des ERO dans la cellule végétale
Les ERO sont des agents oxydants puissants qui alterent toute une série de cibles biologiques

importantes tel que :

e Les lipides

Lors d’un stress, un processus de peroxydation lipidique est déclenché qui va endommager les
lipides des membranes cellulaire en altérant 1’intégrité de ces dernieres et perturbe les fonctions

cellulaires essentielles (Moller et al., 2007).
e Les protéines

Les protéines sont sensibles aux dommages causes par les ERO (Stadtman et levine, 2000 ;
Favier, 2003). Les protéines qui comportent un groupement sulphydryle, SH, sont les plus
touchées par le peroxyde d’hydrogene et radical hydroxyle (Stadtman et levine, 2000). Ces

dommages peuvent perturber les processus cellulaires.

e Lesacides nucléiques ADN

IIs sont trés sensibles aux radicaux libres. Ces derniers peuvent avoir des effets dommageables
sur I’ADN entrainant des mutations génétiques des I€sions de la structure de I’ADN et méme
des ruptures de brins. lls peuvent avoir méme des conséquences importante sur la membrane
cellulaire (Cooke et al., 2003).

e Lescomposés non protéiques et non lipidiques :
Les ERO peuvent également réagir avec d’autres composants cellulaires tels que les glucides,

affectant ainsi divers processus métaboliques et cellulaires.
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1.5 Les mécanismes antioxydants

Afin d’éviter ’accumulation des substances oxydantes et échapper aux effets nocifs du stress
oxydatif, les plantes font intervenir un systéme de défense qui leur permet de neutraliser les
radicaux libres formés et de rétablir une balance oxydants/antioxydants bien équilibrée. La
plante possede un systeme de défense non-enzymatique qui regroupe des substances qui piegent
et réduisent ces especes, grace a leur structure chimique. Ainsi qu’un systéeme de défense
enzymatique qui referme un ensemble d’enzymes qui agissent en synergie pour catalyser les

réactions d’oxydation et limiter 1’action des ERO.

1.5.1 Les antioxydants non-enzymatiques

e L’ascorbate ou Vitaminc C

L’ascide I’ascorbique (ASC) est considéré comme 1’un des principaux acides faible de la cellule
végétale. 1l se dissocie en anion d’ascorbate dans les conditions physiologiques (pH).
L’ascorbate est présent dans tous les compartiments des cellules et dans la matrice
extracellulaire. 1l est connu pour ses priorités antioxydantes (Potters et al., 2002 ; Foyer and
Noctor, 2005). L’ascorbate réagit principalement avec 1’anion superoxyde, 1’oxygéné singulet

ou le peroxyde d’hydrogéne (Amako et al.,1994).

e Le Glutathion

Le Glutathion est un tripeptide (y-Glu-Cys-Gly) tres abondant se trouvant de fagon ubiquitaire
chez les végétaux. Il réagit avec différents intermédiaires du stress oxydatif, peroxyde
d’hydrogene et radicaux superoxydes et hydroxyle, son oxydation entraine la formation d’un

pont disulfure entre les cystéines de deux GSH, appelée GSSG.
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Figure 26 : Oxydation de deux molécules de GSH conduisant a I’établissement d’un

pontdisulfure et la formation de GSSG.

Le Glutathion joue des roles physiologiques chez les végétaux, il est présent a des concentration
importante dans les cellules végétales, en particulier dans les chloroplaste (Noctor et al., 1998).
Ce tripeptide sert comme un substrat pour le glutathion S-transférase (GST) qui catalyse sa
conjugaison avec les xénobiotiques et également il participe a leur détoxification (Marrs, 1996).
Il participe dans la régulation redox du cycle cellulaire (Noctor G et al., 1998). La production
de GSH est stimulée lors des différente situations de stress et son accumulation (Noctor et al.,
1998 ; Potters et al., 2002).

e LavitamineE

La vitamine E est un antioxydant le plus important dans la prévention de la peroxydation
lipidique des membranes (Fryer, 1992). Il correspond a un groupe de composés lipophiles
possédant I’activité biologique de I’a-tocophérol (Njus and Kelley, 1991). Ce dernier est
considéré comme un piégeur d’oxygene singulet et de radical hydroxyle (Krieger-Liszkay and
trebst, 2006). Cette vitamine est donc un antioxydant clé dans la protection de I’intégrité des
membranes (en particulier les membranes des chloroplastes) ainsi elle participe a la protection

de I’appareil photosynthétiques et les pigments photosynthétiques. (Fryer , 1992).
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1.5.2 Les Antioxydant enzymatiques

Les cellules végétales possedent de nombreuses voies de dégradation enzymatiques des ERO

e Glutathion -S- transférase (GST)

La glutathion S- transférase (GST) est une famille multifonctionnelle des enzymes de
détoxification. Elles sont ubiquitaires et sont retrouvees principalement dans le cytoplasme et
les mitochondries (Sheehan et al., 2001). Ces enzymes jouent un role crucial dans le
métabolisme et la détoxification des composés toxiques et des produits de stress oxydatif.
Leur principale fonction est de conjuguer le glutathion (GSH) a une variété de substrats
hydrophobes, rendant ces substrats plus solubles dans 1’eau et donc plus facilement excrétés de
la cellule. Elles permettent aussi le transport du GSH vers les compartiments cellulaires
subissant des dommages oxydatifs et assurent la liaison du GSH aux aldéhydes issus du
processus de la peroxydation lipidique (Gill et Tuteja, 2010).

e Lessuperoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont métallo-enzymes se trouvant au niveau cellulaire de

la plante a proximité des sites de production d’O2*.

Elle opére une oxydoréduction entre deux molécules identiques dont I’une oxyde (O2* en O2)

et Iautre se réduit (O2* en H20>) (Arora et al., 2002).

Les plantes possédent trois types de SOD contenant des groupements prosthétiques renfermant
des métaux différents : du fer 5SFESOD), du manganése (MnSOD) ou du cuivre et du zinc
(CuzN SOD).

Tableau 12: Les types de superoxde dismutase (SOD).

Superoxyde dismutase Localisation intracellulaire
Cu/Zn-SOD Cytosol
Fe-SOD Chloroplastes (déetectable dans
mitochondries et le cytosol)
Mn-SOD Exclusivement mitochondriales

57



CHAPITRE 111 : EVALUATION DE LA TOXICITE DES MOLECULES
A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE BLE DUR

e Les Catalases

Les catalases sont des enzymes antioxydantes majoritairement peroxysomales qui catalyse la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne (Arora et al., 2002). Elles possédent un réle principal
représenté par la détoxication du peroxyde d’hydrogéne produit a proximité par la CTE
chloroplastique, en particulier produite par les processus peroxysomaux, de B-oxydation et de
la photorespiration (Smirnoff, 1998) les peroxydases et les peroxyredoxines sont considérées
comme les enzymes clés de la détoxication de cet ERO chez les plantes. La CAT alors ne serait
qu’un dévidoir permettant de limiter les productions excessives d’ERO (Willekens et al., 1997).

e Les peroxydases (POX)

Les POX sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques, ils catalysent la réduction
d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs des électrons.

Une partie des POX de classe | et Il peut posséder une activité similaire a la catalase en
réduisant I’H2O> en absence de co-substrat (Mika et al., 2004). Au niveau cellulaire, les POX
de classe 111 se trouvent dans I’apoplaste ou liées aux parois et membranes, alors que les POX

de classe | sont présentes uniquement a I’intérieur des cellules.

e Les peroxyredoxines (PRX)

Les PRX aussi appelées thiorédoxines peroxydases, sont des enzymes non hémiques. Elles
possedent les mémes capacités peroxydasiques que les POX avec une efficience moindre
(Navrot et al., 2006).
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2. Matériel et méthodes
Notre expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire de physiologie végétale au sein
de I’université Badji Mokhtar- Annaba.

2.1 Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé dans notre expérimentation est le Blé dur Triticum durumDesf,
fournis par les Moulins Amor BENAMOR.

e Caractéristique du blé utilisé

Origine du blé Canadien
Taux de protéine (%) 15.68
Taux d’humidité (%) 12.25

e Laclassification du blé dur selon Cronquist, 1981 :

Tableau 13: Classification du blé dur (Cronquist, 1981).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsido
Sous-classe Commelinidae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Genre Triticum
Espece Durum
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2.2 Materiel chimique
Le traitement du blé est effectué par pulvérisation des g-aminophosphonates a des

concentrations indiquées dans le tableau suivant :

Tableau 14: La gamme de concentrations des cing molécules aminophosphonates

enumol/l.
Molécule Concentration Umol/L / 500g du sol
BR1 400 480
BR2 400 480
BR3 340 500
BR4 340 500
BR5 340 500

L’activité de ces molécules est comparée a un témoin et un insecticide de référence
organophosphoré commercialisé sous le nom de Flurophos Chlorpiriphos appartenant a la

méme famille aprés une durée d’exposition de 07 jours.

2.3 Méthodes

2.3.1 Conduite de P’essai

2.3.1.1 Préparation des graines de blé

Les graines de blé dur sont incorporer dans une solution d’hypochlorite de sodium & 3+ pendant
5 minutes, puis rincées avec du 1’eau distillée afin de les désinfecter (meksem et al , 2007).
Nous avons choisis que les graines de blé dur saintes et ne présente aucune anomalie apparente

(cassure, tache...).

2.3.1.2 Culture du blé

Pour évaluer la toxicité des molécules d’alpha aminophosphonates sur les plantes de blé dur,
en analysant des biomarqueurs de stress oxydatif, nous avons utilisé les essais en pots en
plastiques. Chaque pot est rempli d’un mélange de sol et de terreau, les graines sont enfoncer
environ de 2 cm de profondeur (20 graines par pot), puis elles sont recouvert en tassant

legerement.

60



CHAPITRE 111 : EVALUATION DE LA TOXICITE DES MOLECULES
A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE BLE DUR

Un arrosage de 150 ml par pot a été effectué 3 fois par semaine (I’eau de robinet) en pluie fine

pour ne pas déplacer les grains. Le traitement est réalisé dans 14 jours (stade de trois feuilles)

Pour chaque concentration trois répétitions sont effectuées

2.3.2 Dosage de quelques biomarqueurs de stress oxydatif

2.3.2.1 Dosage Enzymatique

2.3.2.1.1 Préparation de I’extrait enzymatique

L’extrait enzymatique est préparé selon la méthode Loggini et al.,(1999) et Ferfar, (2016).
Aprés sept (07) jours de traitement, 1g des feuilles fraiches pour chaque concentration et pour
chaque répétition sont broyées a froid a I’aide d’un mortier dans 5ml de tampon phosphate
(50mM, Ph+ 7.5). Ensuite I’homogénat est procédé a une centrifugation a froid 12000g pendant
20min apres étre filtré a I’aide d’un papier filtre. Le surnageant obtenu sera utilisé comme

extrait pour la mesure de I’activité de Catalase (CAT) et le Glutathion transférase (GST).

Figure 27 : Préparation de I’extrait enzymatique.
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2.3.2.1.2 Détermination des mesures spectrophotométriques

Les différentes mesures spectrophotométriques suite aux dosages enzymatiques de la CAT et

GST sont quantifiées selon la formule suivante décrite par servais , (2004) :

ACT (nmol/mn/mg de protéine) = ADO * Vt

g*t* L *Ve*mgde protéine
Act : Activité enzymatique de CAT et GST.
g : Coefficient d’extinction molaire : 39.4.
ADO : Pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
Vt : Volume total du mélange en ml.
Ve : Volume de ’extrait enzymatique en ml.
L : Largeur de la cuve en cm.
Mg de protéine : Teneur en protéine en mg

T : temps de lecture en min.

2.3.2.1.3 Mesure de ’activité catalase (CAT)

Le dosage de I’activité Catalase (CAT) est réalisé suivant la méthode de Boscoloa et al., (2003).
La décroissance de la DO est enregistrée pendant trois minutes pour une longueur d’onde de
240 nm.

La mesure des absorbances est effectuée contre un blanc ou I’extrait enzymatique est éliminé.
La réaction est déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée. L’activité CAT est exprimée en

nmol/min/ mg de prot

2.3.2.1.4 Mesure de I’activite Glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de la Glutathion-S-Transférase est déterminée par la méthode de Habig et al., (1974).
Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB en présence
du Glutathion (GSH), la lecture des absorbances est enregistrée toute les 15 secondes pendant
1 minute a 340 nm dans un spectrophotometre visible/ UV contre un blanc contenant 200 ul

d’eau distillée remplagant la quantité du surnageant.

L’activité GST est exprimé en nmol/ min/mg de prot.
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2.3.2.2 Dosage non enzymatique

2.3.2.2.1 Mesure de la teneur en Glutathion (GSH)

La détermination de la teneur GSH est déterminée par la méthode de Weckbecker et cory
(1988).

L’extrait enzymatique est homogénéisé¢ dans une solution EDTA (d’éthyléne diamine tétré-

acetique) a 0.02 M et subissent une déprotéinisation par I’acide sulfo-salycilique (ASS) 0.25%.

Aprés centrifugation a 2000g pendant 10 minutes le surnageant est utilisé pour la mesure
spectrophotopmétrique avec le réactif DTNB (5.5’-dithiobis-2- nitrobenzoic acide) a 0.01 M a

une longueur d’onde de 412 nm. Les résultats sont exprimés en umol/ Mg de protéine.

Le taux de glutathion (GSH) est estimé selon la formule suivante :
GSH (umol/mg de protéine) = DO * 1*1.525
13.1 * 0.8* 0.5* Mg de protéine

DO : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.2 ml ASS+ 0.8ml homogénat)

1.525 : volume total des solutions utilisé dans le dosage (0.5ml surnageant + 1 ml trissEDTA+ 0.025 ml DTNB).
13.1 : Coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

0.8 : Volume en ml de I’homogénat utilisé dans la déprotenisation.

0.5 : volume en ml de surnageant utilisé.

Mg de protéine : Quantité de protéines exprimée en mg.

2.3.2.3 Analyse statistique

L’analyse de la variance a un facteur contrélé pour effectuer des tests de comparaisons multiples
afin d’expliquer les différences entres les moyennes des différentes activités enzymatiques et

facteurs physiologiques.

Les résultats sont interprétés comme suit :
SiP =006 —»RHO —ilexiste des différences significatives *
SiP =001 —»RHO —»ilexiste des différences hautement significatives**

SiP  =0,001 —»RHO ilexiste des différences trés hautement significatives ***
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Résultats

1. Effets sur la variation de I’activité Catalase (CAT)

témoin est illustré dans la figure 28.
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Figure 28 : Evolution de I’activité CAT chez le BIé en fonction des différentes

concentrations de cing molécules a-aminophosphonates.

Nos résultats montrent que le blé traité par les faibles concentrations des molécules BR1 et BR2
et BR3 ainsi que les différentes concentrations des molécules BR4, BR5, TDMSO ne subissent

aucune variation de I’activité CAT comparée au témoin apres la durée d’exposition 7jours.

En revanche, nous remarquons une augmentation significative environ de 30% de 1’activité
catalase chez le blé traité par les fortes concentrations d’a-aminophosphonates des molécules
BR1, BR2, BR3 et le pesticide de référence par rapport a I’activité du témoin aprés 7 jours du

traitement.
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2. Effets sur I’évolution de P’activité glutathion S-transférase (GST)
La figure ci-dessous illustre I’effet des concentrations croissantes des molécules o-
aminophosphonates sur I’activité GST chez le blé aprés 7 jours de traitement.
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Figure 29 : Evolution de I’activité GST chez le blé dur en fonction des concentrations

croissantes des cing molécules a-aminophosphonates.

Nous remarquons une augmentation significative de I’activit¢ GST chez le blé traité par les
différentes concentrations des molécules BR1, BR2, BR4 et BR5 par rapport a 1’activité du
témoin. Ainsi, nous remarquons une augmentation remarquable tres significative de 1’activité
GST chez le Tpesticide (0.045 pumole/mn/mg de protéines) et les différentes concentrations de
la molécule BR3 (0.056 et 0.060 pumole/mn/mg de protéines) respectivement par rapport aux
témoins (0.003pumole/mn/mg).
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3. Détermination du taux de Glutathion (GSH)
La figure 30 illustre les variations du taux du glutathion GSH chez le blé dur traité par les

différentes concentrations a-aminophosphonates, pesticide de référence et le témoin.
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Figure 30 : Variation du taux de GSH chez le Blé exposé aux concentrations des cing

molécules a-aminophosphonates.

Nous remarquons que le taux de GSH augmente chez le blé traité par les différentes
concentrations des molécules BR1, BR4 et BR5 alors qu’il diminue pour les concentrations des
molécules BR2 et BR3 par rapport au témoin apres 7 jours de traitement.

L’ensemble de ces valeurs restent inférieurs aux valeurs du Tpest qui montre une augmentation
significative qui atteint un maximum (1.28 umol/mn/mg de protéines) comparé au témoin.
Notons que la concentration C2BR1 présente un taux de GSH presque identique a celui du

pesticide de reférence.
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Discussion
La plante exposée aux différents types de stress met en ceuvre diverses stratégies de défense,
constitutives ou induites. Elle per¢oit un stimulus qui engendre 1’émission de signaux. Ces
derniers sont transmis a I’intérieur de la cellule végétale en déclenchant 1’activation de génes
codant pour des enzymes du métabolisme afin de synthétiser des molécules de défense tel que
la catalase CAT, la superoxyde dismutase SOD. (Kangasjarvi et al., 1994 ; pell et al., 1997 ;
Noctor etal., 1998 ; Yaiche, 2017 ; Hasanuzzaman, 2020).

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a évaluer I’activité antioxydantes
enzymatiques tel que la catalase, Glutathion S-transférase ainsi que la variation du taux des

antioxydants non enzymatique comme la GSH chez le blé dur.

La catalase CAT est une enzyme oxydoreductase, localisé essentiellement dans le peroxysome,
elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et dioxygéene (Bhaduri et
Fulekar, 2012) . Cette enzyme est considéré comme un biomarqueur central dans la protection
contre le stress oxydant (Kim et al., 2005).

Dans notre expérience, nous avons noté que le blé traité par les faibles concentrations des
molécules BR1, BR2, BR3 ainsi que les concentrations croissante des molécules BR4, BR5
et le TDMSO ne subissent aucune variation de I’activité CAT par rapport au témoin apres
sept jours d’exposition. Ce résultat signifie que le métabolisme de la plante n’est pas affecté
par ces molécules. Ce qui peut étre expliqué par la tres faible toxicité de ces molécules.

En revanche, nous remarquons une augmentation significative de ’activité CAT chez le
blé traité par les fortes concentrations d’a-aminophosphonates BR1, BR2, BR3 et le
pesticide de référence (Dursban) par rapport a ’activité du témoin apres sept jours du
traitement. L augmentation de ’activité CAT aprés la durée d’exposition peut étre expliquée
par la toxicité des molécules qui ont affectés le fonctionnement de la plante, ce qui a provoqué
le declenchement des systéemes de détoxification a travers la synthése de la CAT. Ceci permet
a la plante de survivre au stress engendré par ces molécules et a éliminer les ROS. Nos résultats
sont en accords avec ceux de Kim et al., (2005) et Khosravinejad et al., (2008) qui ont montrés
que l’activit¢ CAT augmente dans les feuilles des céréales pendant un stress. Et de Ferfar,
(2016) qui a montré une stimulation de 1’activit¢ CAT chez le blé exposé par des herbicides

sulfonylurées.
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Les travaux de Benhamadi, (2014) ont révélé une augmentation de 1’acitvité CAT avec la
concentration des métalloides (Antimoine Sb ; Arsenic As) dans les parties supérieurs de la
plante.

Ainsi, d’autres travaux ont montrés une activité CAT plus élevée chez les plante exposés aux
plusieurs situation de stress afin de les protéger contre les adversités et assurer leur survie (Taiz
et Ziger, 2002 ; Pang et al., 2002 ; reddy et al., 2005 ; Mishra et al., 2006b).

En paralléle, nous avons mesurés 1’activité Glutathion S-transférase (GST) qui forme une
superfamille d’enzymes multifonctionnelles tel que 1’activité péroxidase, isomerase ou thiol
transférase, ainsi d’intervenir dans la modulation de la signalisation cellulaire (Dixon et al.,
2010). Elle est trés soluble et considérée comme une enzyme majeure de la détoxification
enzymatiques des xénobiotiques, intervient dans la réponse des plantes aux Différents stress
biotiques et abiotiques (Anjum et al., 2012) cette enzyme est dans la plupart du temps
cytosoliques, mais présente aussi dans les microsomes, les plastides, les nucleus et apoplaste (
Foyer et Noctor, 2005).

Dans cette étude, nous avons constaté une augmentation dose-dépendante de I’activité
GST chez le blé traité par les cinq molécules d’a-aminophosphonates et le pesticide de
référence (Dursban) par rapport au témoin durant 7 jours d’exposition. Cette induction
révele une réponse au stress oxydatif provoqué par la présence de ces molécules vu que les
enzymes de biotransformation principalement la catalase sont parmi les premiéres a répondre a

la présence d’un xénobiotique dans I’organisme végétale.

En effet la réponse de la cellule végétale au stress oxydatif est modulée en fonction des
concentrations des ROS. Vranova et al., (2002) ont montrés que les faibles doses du
xénobiotique permet la mise en place d’enzymes antioxydantes et 1’arrét du cycle cellulaire
tandis que les fortes doses des ROS provoque la mort cellulaire. Des travaux similaires ont
montres I’induction de I’activité GST, ceux de Bouchlaghem et al., (2011) qui a mis en évidence
une augmentation significative du taux de GST chez le blé dur Tritucum durum exposés aux
engrais phosphatés (NPK) au niveau des tiges apres sept jours de traitement.

Ainsi les travaux de Sbartai et al., (2012) qui a déterminé que I’induction de I’activité GST chez

la tomate exposée au cadmium permet a la plante de tolérer puis de s’adapter au xénobiotiques.
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Le Glutathion GSH est aussi un antioxydant non enzymatique majeur dans les cellules
veégétales, 1é plus abondant et impliqué dans la protection des cellules contre les effets toxiques
des xénobiotiques (Disckinson et Forman, 2002). Ce tri-peptide joue de nombreux rdles
physiologiques chez les végétaux, il intervient dans différents processus tel que la
différenciation cellulaire (Ogawa et al, 2004) la résistance aux pathogenes maintiens un
équilibre redox dans les compartiments cellulaires grace a sa forme oxydées (GSSG) (Foyer et
Noctor, 2005).

Il intervient également dans la défense antiradicalaire par son implication dans les réactions de
détoxification catalysées par la GST. (Barillet, 2007). En résumé le GSH constitue un
mécanisme de détoxification critique impliqué contre le stress oxydant (Hayes et McLellan,
1999).

Selon nos résultats, nous avons constaté une diminution du taux de glutathion GSH chez le
blé traités par les différentes concentrations des molécules BR2 et BR3 par rapport au
témoin apres sept jours de traitement. Ce qui peut confirmer que le mécanisme de défense
en question est dépassé et remplacé par un systeme de défense enzymatique antioxydant plus
performant la GST en réponse au stress oxydatif généré par ces molécules. Cette réduction est

également observée par (Hermandez et al., 2000 ; Nagalakshmi et Prasad, 2001).

D’apres Mittler, (2002), les ROS influent sur la viabilité des cellules en causant la peroxydation
lipidique, les dommages aux membranes ainsi que 1’inactivation des enzymes.

En paralléle, une 1égére augmentation a été observée chez le blé traité par les molécules
BR1, BR4, BRS et pesticide de référence (Dursban). L’ensemble de ces valeurs restent
inférieures aux valeurs du pesticide de référence, sauf que la C2BR1 présente un taux
presque identique a celui du pesticide de réference. Les ROS interviennent dans les cascades
de signalisation responsable de I’induction et de la régulation de nombreux génes de défenses

tel que la GSH (Wang et al., 2003).

En effet, la concentration en GSH est trés importante dans les cellules végétales, et en
particulier dans les chloroplastes (Noctor et al., 1998) sa synthese est stimulée lors des
différentes situations de stress et son accumulation est souvent concomitante avec celle des

ERO (Potters et al., 2022). Plusieurs auteurs ont montrés que 1’augmentation de I’activité GSH
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est liée aux différentes formes de stress et son accumulation est souvent simultanée avec celle
des ERO (Noctor et al., 1998 ; Benavides et al., 2000 ; Potters et al., 2002).
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Les vers de terre sont considérés comme des ingénieurs de 1’écosysteme. llIs participent dans le
développement de la structure du sol, la régularisation du climat, de 1’eau et la remédiation a
certaines pollutions (Blouin et al., 2013).

L’excés d’utilisation des pesticides et le non-respect de la méthode d’utilisation de ces produits
provoquent des effets néfastes sur la faune du sol tel que. (Appel et Hirt, 2004). En effet
I’exposition de ces especes aux différents pesticides peut provoquer un affaiblissement des
défenses immunitaire, la baisse de fertilité et des modifications des comportements (Magdeline,
2013)

C’est dans ce contexte que nos travaux ont été menés afin d’évaluer le potentiel toxique d’une
série de dérivés d'a-aminophosphonates nouvellement synthétisés sur une population non

ciblée : le ver de terre.

1. Géneralité sur les vers de terre

Les vers de terre sont des invertébrés représentant la famille des lumbricidae qui est la famille
la plus importante des Oligochétes. Ils font parties des animaux terrestres les plus anciens,
omniprésent dans tous les sols (tempérés ou tropicaux) mais rarement dans, les sommets des
montagnes, les deserts et les zones manquant en sol et végétation Rombke et al., (2005).

Selon le centre national de la recherche scientifique francais-CNRS, 2005, environ 10 000
d”’especes présentent dans le monde (Rémbke et al., 2005).. Ces vers peuvent atteindre environ
1 million d’individus a I’hectare et 2 tonnes par hectare respectivement (Lavelle, 1983).

Ils jouent un rdle essentiel dans la formation et I’entretien des sols fertiles, maintien la fertilité
et la préservation la structure du sol grace aux différents mécanismes physico-chimiques et

biologiques. (Razafindrakoto, 2013).

1.1 Classification des vers de terre
Selon Bouché, (1977) les vers de terres sont repartis en trois grandes catégories écologiques en
fonction des niches écologiques qu’ils occupent, des critéres morphologiques et leur mode de

vie :
e Lesépiges

Ils sont de petite taille (environ de 10 a 30 mm), présentant des cycles de vie courts (1 a 2

ans).leur corps est tres pigmentés en les protégerait des rayons UV. Ces especes sont soumis a
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une forte prédation vu leur localisation en surface. lls jouent un réle important dans le recyclage

de la matiere organique.

e Lesaneciques

Elles sont de taille variable (moyenne a géante), de durée de vie moyenne. lls se caractérisent
par une pigmentation suivant un gradient antéro-postérieur. Ces especes creusent des galeries
profondes verticales et se nourrissent essentiellement de sol et des feuilles en décomposition a

la surface du sol.

e Lesendogés
Elles sont de petite taille a moyenne (environ de 1 a 20 cm), non pigmentés, ils ont un mode de
vie mixte. Ces lombriciens creusent des galeries d’orientation horizontale et se nourrissent de

sol plus ou moins riche en matiere organique.

u)fi}]ﬁ\\iubmlm.ﬁ)

Figure 31: Coupe du sol présentant les trois grandes catégories de vers de terre en
fonctiondes niches écologiques qu’ils occupent (CNRS, 2005).

(1) Les épigés ; (2) les anéciques ; (3) les endogés.
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1.2 Taxonomie des vers de terres

1.2.1 Description morphologiques

Les vers de terre sont des annélides fouisseurs, possédant un corps mou grace a un léger mucus.
Ils sont constitueés par plusieurs segments et ils se déplacent en contractant et allongeant
alternativement leurs segments. L’extrémité postérieure est 1égérement aplatie et I’extrémité
antérieure est pointue. Le vaisseau sanguin dorsal est visible a travers la surface supérieure de
la peau. lls sont caractérisés par une pigmentation dorsale plus foncée que la face ventrale.
(Carion, 2012). Ces espéces ont une odeur généralement discréte, mais relativement forte et
désagréable chez Eisenia Fetida (Baha, 2008). Le corps des vers de terres sont composés de
trois régions successives : le prostomium, le soma et le pygidium avec des soies implantées

dans la paroi des corps.

Prostomium (m)m r‘Lﬁ

Figure 32: Schéma caractérisant la morphologie de ver de terre (Bachelier, 1963).

73



CHAPITRE IV : EVALUATION DE LA TOXICITE DES
MOLECULES A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE VER DE TERRE

e Prostomium

Le prostomium (du grec pro, devant et bouche) est la forme triangulaire, c¢’est un petit organe
situé au-dessus de la bouche et fusionné avec le premier segment (péristomium). Chez les vers
de terre, il existe plusieurs Prostomium sont représentés dans la figure ci-dessous

g

Prostomiums : zygolobique (A), prolobique (B), épilobique ouvert ©), épﬂobique, fermé (D),
subdivisé (E) et tanylobique (F)

Figure 33 : Les différentes types de Prostomium (Bouché, 1972).
e Soma
Le soma constitue la quasi-totalité du corp. Il est entiérement métamérisé (segmenté), ¢’est-a-
dire le corps du ver est constitué d’une série de nombreux anneaux successifs appelés les
métameres. (Figure 34)
e Pigydium
Le pygidium (du grec pyge, fesse) est le dernier segment de I’animal (Figure 34), dépourvue de

cavité ceelomique et qui entoure 1’anus.

Figure 34 : Pygidium et métameéres de vers de terre (Bouazdia, 2019).
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e Lessoies

Les soies sont de natures protéiques, doubles et rigides. Elles sont groupées en quatre faisceaux
au niveau de chagque segment a 1’exception du peristomium et prosomium, deux latéraux
ventraux et deux latéraux dorsaux. (Bouché , 1972).

Il existe deux types de soie : un type lobricienne qui contient 4 paires de soies par segment et

un type perichaetienne qui contient plus de huit (08) soies par segment

OO0

gémuné écartée = .
N —_— —  Pénchaetienne

Lombricien
Figure 35: Disposition des soies chez le ver de terre (Bouché, 1972).

1.2.2 Anatomie interne

La structure interne est composée d’un systéme respiratoire, un systeme circulatoire, un systeme
nerveux, systeme digestif, un systeme excréteur et un systeme reproducteur. Ainsi d’un

épiderme qui constitue 1’enveloppe externe du ver de terre appelée la cuticule :

Un systeme respiratoire :
Ils respirent a travers leur peau (cuticule), par le mécanisme de la respiration cutanée, d’ou

I’oxygene est absorbé par la cuticule et libération du dioxyde de carbone dans I’environnement

Un systeme circulatoire
Il est ouvert et permettre au sang de circuler librement dans des vaisseaux sanguins et des
cavités corporelles. Ainsi de permettre le transport de 1’oxygéne et les nutriments a travers le

corps.

75



CHAPITRE IV : EVALUATION DE LA TOXICITE DES
MOLECULES A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE VER DE TERRE

Un systéme digestif
Il comprend une bouche, un pharynx, un eesophage, un gésier et un intestin, leur permet de

digeérer

Un systéme excréteur

Les déchets métaboliques sont éliminés par les néphridies qui permettent de filtrer les fluides
corporels et éliminent les déchets.

Un systéme nerveux

Il permet de détecter les stimuli environnementaux et de coordonner leur mouvement en
conséquence.

Un systéme reproducteur

Ils sont hermaphrodites, qui possédent a la fois des organes reproducteurs femelles et males

Oviducte

N N
b,

cavite buccale Al 2l % G :“l ) \}‘],P‘!,’

(Y,

[/ \]
cles T I |

esticules yésicules c;:f.élunt Nephridium

S séminales

Figure 36: Anatomie interne d’un ver de terre (Liberty Press et Glotzhabe, 2005).
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1.2.3 Cycle de vie des vers de terre

Les vers de terre sont originalement hermaphrodites, certaines especes sont bi-parentales
comme Lumbricus terrestris, et certaines peuvent se reproduire sans accouplement, par
autofertilisation ou parthénogenése (Sim et Gerard, 1999, Fernandez et al., 2012).

Lors d’un accouplement, un échange de spermatozoide, qui se produit généralement a la surface
du sol. Quelque jours plus tard le clitellum sui une partie renflée formant une bague sur le corps
du vers adulte glisse le long de la partie antérieur du ver et le cocon (ceuf ; zygote). (Pelosi,
2008).

Les vers adules produisent plusieurs cocons par an, en fonction de leur age et les conditions
dans lesquelles ils se trouvent un ou plusieurs juvéniles (espéces immatures), éclosent quelque
temps plus tard.

L’espéce juvénile va progressivement acquérir des sexuels secondaires externes liés a
I’accouplement comme les pores sexuels, il sera au stade sub-adulte. Ensuite il devient adulte
en formant le clitellum qui le permettre de devenir sexuellement mature et se reproduite a son
tour (Pelosi, 2008).

Ver adulte

Tubercules
Ver sub-adulte, puberes
- AT

Figure 37: Cycle de vie du vers de terre (Bouazdia, 2019)
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1.3 Utilisation du vers comme bioindicateur
Les vers de terre sont considérés comme des bon indicateurs pour leurs avantages (Rombke
et al., 2005) :
> lls peuvent fournir des informations sur la 1’état global du sol (Sa structure, sa fertilité
et son niveau de contamination par des pesticides)
» Lesvers morts subit une décomposition et une mineéralisation qui permettent d’entrainer
un relargage des contaminants bioaccumulés dans I’environnement
> lls sont des outils de biosurveillance efficaces.

> Ces espéeces sont parfaitement ubiquistes.

1.4 Le stress oxydatif chez le vers de terre

Chez les vers de terre, des situations de stress d’origine physiologique et environnementale
génerent un stress oxydant. La production des especes réactives de I’oxygene (ERO) est
essentiellement d’origine enzymatique la NAD(P)H oxydase membranaire et le complexe
enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire qui présentent les principales sources des
ERO. Ces derniers peuvent diffuser dans le cytoplasme et a travers les membranes afin d’altérer
d’autre cellules (Boveris et al., 1972). En effet, les ERO générées lors d’un stress oxydatif
peuvent altérer de nombreuses molécules biologiques telles que les lipides, protéines, glucides

et les acides nucléiques.

1.5 Défense antioxydante

Les vers de terre possédent plusieurs systemes de défenses afin de les protéger du stress
oxydatif généreé. L’organisme mis en place des premiéres barrieres de protection physiques face
a la pénétration des xénobiotiques. Un systeme antioxydant intervient lorsque les premieres
défenses s’avérent inefficaces tel que les antioxydants enzymatiques (La catalase, le Glutathion
transférase) et les antioxydants non enzymatiques comme le Glutathion, afin de protéger les
organes et les cellules contre les attaques des espéces réactive de 1I’oxygéné (ERO) générées a

lors d’un stress oxydant (Zizlinski et Portner, 2000).
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2. Matériel et méthodes

Notre travail s’est déroulé au laboratoire de physiologie animale et toxicologie cellulaire de

I’université¢ Badji Mokhtar- Annaba

2.1 Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé dans notre expérimentation est le ver de terre récolté au niveau

de la région de SERAIDI. Les vers de terre sont conservés dans des terraiums, au laboratoire.

Leur poids varie entre 1.6g et 1.79. Le ver de terre a été identifié selon la méthode de
Bouché, 1977.

Figure 38: Vers de terre Lumbricus rubellus, (Hoffmeister, 1843) photo personnelle.

e Systématique du vers de terre

Tableau 15: Classification du ver de terre (Hoffmeister, 1843).

Reégne Animalia

Embranchement Annelidae

Classe Clitellata

Sous-Classe Oligochaeta

Ordre Crassiclitellata

Famille Lumbricidae

Genre Lumbricus

Espéce Lumbricus rubellus, Hoffmeister, 1843)

79



CHAPITRE IV : EVALUATION DE LA TOXICITE DES
MOLECULES A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE VER DE TERRE

2.2 Matériel chimique
Cing molécules a- aminophosphonates nouvellement synthétisées ont été fournies par le Pr.M.
Berredjem du Laboratoire de Chimie Organique Appliquée, Groupe Synthése de Biomolécules

et Modélisation Moléculaire.

L’activit¢ de ces molécules est comparée a un témoin et un insecticide de référence
organophosphoré Dursban appartenant a la méme famille et possédant une structure chimique

voisine

Figure 39: Dispositif expérimental.

2.3 Méthodes
2.3.1 Conditions expérimentales
Tous les essais ont été effectués dans les mémes conditions suivantes :
v Photopériode 18h de lumiére/24 h
v" Hygrométrie : 80% a 95%
v' Température 20+/- °C
2.3.2 Méthode d’échantillonnage
Nous avons utilisé la méthode physique pour prélever les vers de terre du sol. Le prélévement

des vers de fait a la main en creusant le sol a une profondeur d’environ 40cm selon la méthode

de bouché, (1972).

80



CHAPITRE IV : EVALUATION DE LA TOXICITE DES
MOLECULES A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE VER DE TERRE

2.3.3 Méthode de traitement
Le traitement des vers de terre est effectué par pulvérisation des a -aminophosphonates dans

les terrariums pendant sept jours, aux concentrations indiquees dans le tableau suivant :

Tableau 16: La gamme de concentrations des cing molécules aminophosphonate

enumol/l.

Molécule Concentration (umol/L / 500g du sol)
BR1 400 480
BR2 400 480
BR3 340 500
BR4 340 500
BR5 340 500

2.3.4 Essais toxicologiques

2.3.4.1 Suivi du pourcentage de mortalité

Apreés la fin de la période de sept jours d’exposition, le pourcentage de mortalité a été déterminé
en comptant le nombre de vers de terre morts selon la formule d’ Abbott, (1925), qui donne les
valeurs corrigées de la mortalité en pourcentage en fonction des mortalités des échantillons
traités et celle du témoin. Cette correction permet d’exclure le biais dd a la mort naturelle

observée dans nos conditions expérimentales.

MC (%) = M-MD 100
*/ =100 — MT)

MC (%) : pourcentage de mortalité corrigé.
M (%) : pourcentage de morts dans la population traitée.

MT (%) : pourcentage de morts dans la population témoin.
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2.3.4.2 Suivi du taux de croissance
Apres la fin de la période de traitement, les vers de terre sont retirés des boites, rincés a I’eau

distillé et pesés a I’aide une balance de précision.

Le taux de croissance est calculé en utilisant I’équation de Martin, (1986) :

Taux de croissance relatif =In  ererwe= x 100

PO : est le poids moyen des vers de terre avant le traitement

Pt : est le poids moyen des vers de terre apres la durée de sept jours d’exposition.

2.3.4.3 Dissection, prélévement du tissu et dosages
Apreés sept jours d’exposition, les vers de terre sont mis a jeun pendant 48 heures afin que leur

tube digestif soit vide. Apres la dissection, on préléve 4 fragments pour les différents dosages :

2.3.4.3.1 Détermination du taux de glutathion (GSH)

Le taux de GSH est déterminé selon la méthode de Weckberker et Cory, (1988). Le principe de
cette méthode repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-mercapturique, résultant
de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB) par le groupement thiol (-
SH) du glutathion. La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde de 412nm et

les résultats sont exprimés en umol/mg de protéine.

Le taux de glutathion (GSH) est estimé selon la formule suivante :

GSH (umol/mg de protéine) = DO * 1*1.525
13.1 * 0.8* 0.5* mg de protéine

e DO : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat

e 1:Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.2 ml ASS+ 0.8ml homogénat)

e 1.525: volume total des solutions utilisé dans le dosage (0.5ml surnageant + 1 ml trissEDTA+ 0.025 ml
DTNB).

e 13.1: Coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

e 0.8 :Volume en ml de I’homogénat utilisé dans la déprotenisation.

e 0.5:volume en ml de surnageant utilisé.

e mgde protéine : Quantité de protéines exprimée en mg.
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2.3.4.3.2 Mesure de I’activité glutathion-S-transférase (GST)

L’activité GST est mesurée selon la méthode de Habig et al., (1974). Le principe de cette
méthode est basé sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB en
présence d’un cofacteur le glutathion (GSH).

La lecture des absorbances est effectuée dans un spectrophotomeétre UV/Visible a une longueur
d’onde de 340nm toute les minutes pendant 5 min, contre un blanc contenant 200ul d’eau
distillée a la place du surnageant.

Les résultats sont exprimés en umol/min/mg de protéines

L’activité de GST est déterminée par la formule suivante :

GST (umol/ min/ mg de protéine) = ADO * Vt
e * Vs * mg de protéine

e ADO : Pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e Vt:Volume totale de la cuve (1.4ml).

e e coefficient d’extinction molaire du CDNB 9.6

e Vs: Volume du surnageant (0.2ml).

e mgde protéine : Quantité de protéines exprimée en mg.

2.3.4.3.3 Mesure de P’activité Catalase(CAT)

La mesure de I’activité catalase (CAT) est déterminée selon la méthode décrite par Regoli et
principato, (1995). Elle est basé sur la variation de la densité optique consécutive a la
dismutation du peroxyde d’hydrogene H20x.

La réaction est déclenchée par ’addition d’eau oxygénée et la lecture des absorbances est
enregistrée pendant 1 min (lecture chague 15 secondes) dans des cuves en quartz a une longueur

d’onde de 240 nm. L’activité Catalse (CAT) est obtenue par application de la formule suivante :

CAT (umol / min / mg de protéine) = ADO
0.040 * L* mg de protéine

e ADO : Pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.

e 0.040 : Coefficient d’extinction de 1’eau oxygéne.
e L : Longueur de la cuve utilisé (1 cm).

e Mg de protéine : Quantité de protéines exprimée en mg.

83



CHAPITRE IV : EVALUATION DE LA TOXICITE DES
MOLECULES A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE VER DE TERRE

2.3.4.3.4 Dosage de I’acétylcholinestérase

La méthode développée par Ellman, (1961) a été utilisée pour doser I’acétylcholinestérase.
Cette méthode alimente I'enzyme en un substrat d'acétylthiocholine (ASCH) dont I'hydrolyse
libére de la thiocholine (SCH) et de I'acide acétique. La thiocholine obtenue réagit avec le
DTNB (acide 5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique), ce qui donne le produit jaune TNB (acide 5-thio-
2 nitrobenzoique). Chaque téte des vers de terre témoins et traités a été homogeénéises dans 1
ml de solution détergente avec un broyeur ULTRA-TURRAX a 12 000 tr/min-1 pendant une a
deux minutes, suivi de trois répétitions. L'homogénat a été centrifugé a 5 000 g pendant 5
minutes. Le surnageant a été collecté pour étre utilisé comme source d’enzymes. Le test
d'activite AChE utilisait une aliquote de 100 ul avec 100 ul de DTNB et 1 ml de tampon Tris
(0,1 M, PH7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 ul de substrat acétylthiocholine ont été ajoutés pour

mettre fin & la réaction spontanée.

La lecture des densités optiques est effectuée a une longueur d’onde de 412nm toute les 4
minutes pendant 20 minutes contre un blanc ou le surnageant est remplacé par un volume

équivalent de solution détergente. Les résultats sont exprimés par umol/mn/mg de protéine

L’activité spécifique de I’AChE est déterminée par la formule suivante :

AChE (umol/mn/mg de protéine) = ADO * Vt

1.36* Vs * mg de protéine

e ADO : Pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e Vt:volume total de la cuve
e Vs:volume du surnageant

e 1.36: Coefficient d’extinction molaire du DTNB
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Résultats
1. Evaluation du poids des vers de terre
La figure 40 représente 1’évolution du taux de croissance des vers de terre en fonction du temps

et en présence ou non des concentrations des molécules d” a-aminophosphonates.
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Figure 40 : Effet des cinq molécules a-aminophosphonates sur 1’évolution du poids

desvers de terre.

D’apreés les résultats, nous constatons que chez les vers de terre témoins et traités par le DMSO
et la C1 de la molécule BR3 ne subissent aucune variation du poids durant la période

d’exposition 7 jours par rapport au témoin.

En revanche, nous constatons une diminution du poids des vers traités par les différentes
concentrations des molécules a-aminophosphonates BR1, BR2, C2BR3 et BR4. Ainsi une
diminution significative (P<0.001) équivaut a 30% chez les vers de terre traités par les
différentes concentrations de la molécule BR5 et pesticide de référence par rapport au témoin

durant la période d’exposition 7 jours.
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2. Evaluation du pourcentage de mortalité

Le tableau 17 met en évidence l’effet de concentrations croissantes des molécules

a-aminophosphonates sur le pourcentage de mortalité des vers de terre.
Nous constatons qu’aucune mortalité n’a été observée durant la durée d’exposition 07 jours.

Tableau 17: Pourcentage de mortalité observé chez les vers de terre adultes traités par
lesdifférentes concentrations des cinq molécules a-aminophosphonates durant une

période d’exposition.

MOLECULES CONCENTRATION 7JOURS MORTALITE %
BR1 C1 0 0%
Cc2 0 0%
BR2 C1 0 0%
Cc2 0 0%
BR3 C1 0 0%
Cc2 0 0%
BR4 C1 0 0%
Cc2 0 0%
BR5 C1 0 0%
Cc2 0 0%
T 0 0%
TPESTICIDE 0 0%
TDMSO 0 0%

3. Effets des cinq molécules a-aminophosphonates sur I’évolution du taux de glutathion

(GSH) des vers de terre

La figure 41 représente les variations du taux du glutathion GSH chez les vers de terre traités
par les différentes concentrations des cinq molécules a-aminophosphonates et le pesticide de

référence (Dursban).

86



CHAPITRE IV : EVALUATION DE LA TOXICITE DES
MOLECULES A-AMINOPHOSPHONATES SUR LE VER DE TERRE

_ 172

£

Q

‘é 1

g -

w 08 _

€

= T

80,6 T

3

~ 04

I

w)

9 02

(]

e}

éo

= N A S A D A DD DD D S 0 &
& P S @O\ & 8
FF FF T FFF T F T

g

Concentrations (uM)

Figure 41: Evolution du taux de GSH chez les vers de terre en fonction des

concentrations des molécules a-aminophosphonates.

On observe une augmentation dose dépendante de ’activité chez ces molécules et le pesticide
de référence par rapport au témoin apres sept jours d’exposition. Sauf que le taux de GSH de
ces cing molécules reste inférieur a celui du pesticide de référence soit une diminution de 17%
pour C2BR4.

4. Effets des cinqg molécules a-aminophosphonates sur I’évolution de I’activité glutathion
S-transférase GST des vers de terre
La figure 42 ci-dessous illustre I’effet des concentrations croissantes des cinq molécules a-

aminophosphonates sur I’activité GST.
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Figure 42: Evolution de I’activité GST chez les vers de terre en fonction des

concentrations croissantes des cing molécules a-aminophosphonates.
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Nous constatons une augmentation hautement significative de I’activit¢ GST chez le pesticide
de référence (Dursban) (0.024 umol/mn/mg de protéines) et C2BR1 (0.017 umol/mn/mg de
protéine) par rapport au témoin, Ainsi nous constatons une légére augmentation de ’activité
chez les vers traités par les différentes concentrations des molécules BR2, BR4 et C2BR5.

En revanche, nous n’enregistrons aucun effet sur I’activité GST chez les vers de terre exposes

aux molécules C1BR1, BR3 et C1BR5.

5. Effets des cinqg molécules a-aminophosphonates sur I’évolution de I’activité Catalase
CAT des vers de terre

La figure 43 représente ’effet des cinq molécules a-aminophosphonates sur 1’évolution de
’activité CAT chez les vers de terre.

Nous remarquons une augmentation de I’activité¢ CAT chez les vers de terre traités par les
differentes concentrations des molécules a-aminophosphonates ainsi une augmentation

importante chez les vers traités par le pesticide de référence (Dursban).
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Figure 43: Evolution de I’activité CAT chez les vers de terre en fonction des

concentrations croissantes des cinqg molécules a-aminophosphonates.
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6. Effets des cing molécules a-aminophosphonates sur I’activité Acétylcholineestérase

chez vers de terre

La figure 44 représente les résultats de I'activité de I'acétylcholinestérase chez les vers de terre
exposés aux cinq molécules d'a-aminophosphonate. Nous avons observeé une inhibition de
I'activité de I'acétylcholinestérase chez les vers traités avec le pesticide de référence (66%) par
rapport a I'ensemble des molécules et vers témoins, ou le pourcentage d'inhibition varie entre
21% pour BRC1 et 40% pour BR1C2 et BR4C2, ce qui est significativement inférieur a le
pesticide commercial. Il est a noter que l'activité de BR1C2 et BR5C1 était identique a celle du
contréle et du DMSO. Malgré I’utilisation des deux concentrations les plus élevées des
molécules testées, qui ont démontré une forte activité insecticide contre les larves d’E.

kuehniella, les vers de terre ne semblent pas affectés, ne présentant qu’un effet neurotoxique
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Figure 44: Effet des cinq molécules a-aminophosphonate sur I'activité
acétylcholinestérase des vers de terre. Les barres d'erreur sont obtenues a partir de
moyennes correspondant a trois répétitions + SE.
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L’utilisation des bio-indicateurs permettent d’évaluer la qualit¢ de I’environnement et des
écosystemes, ainsi que I’impact du stress environnemental sur la composition et le
fonctionnement des écosystemes (Sherwin et al., 2013). Ils sont classés en groupe d’indicateurs
d’effet qui répondent rapidement et de maniére observable ou mesurable au stress physique ou
chimique et un groupe d’indicateurs d’accumulation qui disposent d’une résistance a la
déformation, ainsi d’incorporer des xénobiotiques pendant une durée considérable (Franzle,
2006).

Les vers de terres sont largement utilisés comme des bioindicateurs car ils sont considérés
comme des organismes du sol non cibles, peuvent étre affectés par des produits phytosanitaires.
De nombreuse études mettent en évidence la toxicité de ces produits qui varie selon la matiere
active et la doses de ces derniers (Sherwin et al., 2013). Ces especes constituent le groupe le
plus important de la faune du sol par leur biomasse qui varie de 60% a 80% (Eijsackers,
2011). Darwin croyait que les vers de terre sont les premiers ouvriers sur terre, connus sous le
nom d’ingénieurs du sol. Ces vers sont sensibles aux perturbations des écosystemes, ils
peuvent indiquer la qualité du sol par leur abondance, facilitéde manipuler (Curry et al., 2008 ;
Muthukaruppan et Ganasekaran, 2010). Ces derniéres années, plusieurs essais normalisés
pour détermination du taux de mortalité et lecomportement des vers de terre sont disponibles
(Scherrer, 1992).

Dans cette partie de notre étude, nous nous sommes concentres sur les effets des cing molécules
a-aminophosphonates sur le taux de mortalité, la croissance des vers de terre.

Le premier parametre étudier est le taux de mortalité, nos résultats ont montrée qu’aucune
mortalité n’a été observée au cours de la période d’expositions aux différentes concentrations
des cinq molécules a-aminophosphonates et le pesticide de références ce qui signifie que le
paramétre de mortalité n’est pas affecté par ces derniers. Nos résultats sont en accords avec
ceux de Yesguer, (2015) qui a determiné ’effet des concentrations du Chlorpyriphos-éthyl
(Dursban) chez les vers de terre de type Eisenia foetida apres 4 semaines d’exposition.
D’aprés khalil, (1996), la mortalité des vers de terre dépond de 1’espéce testée, du temps

d’exposition et de sa sensibilité vis-a-vis des substances testées.
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Le taux de croissance est le deuxiéme parametre mesuré, nous avons constaté une diminutiondu
poids des vers traités par les différentes concentrations o- aminophosphonates BR1, C2BR3 et
BR4 ainsi qu’une diminution significatives pour les différentes concentrationsde la molécule
BR5 et le pesticide de référence (Durshan) apres 7 jours d’expositions. Nos résultats sont en
accord avec ceux Yesguer, (2015) qui a déterminé I’effet de pesticideorganophosphoré sur le
poids des juveniles, d’ou la croissance est réduite en fonction de la concentration. Zhou et al.,
(2006) a montré que le poids est un paramétre sensible plus révelateur d’une toxicitéchez les
vers de terre que la mortalité. En effet, Lett et al., (1976) et Mosleh et al., (2003) supposent
que les vers de terre manifestent une stratégie défensive en diminuant leur prise de nourriture
et utiliser la majeure partie de 1’énergic des aliments absorbés dans le métabolisme afin
d’éviter la prise des pesticides, cela est bien prouvé par la diminution du poids exposés a ces
Xénobiotiques. Les vers régulent la prise de ces pesticides par un apport alimentaire réduit,
c’est-a-dire il y aura moins d’énergie et de protéine pour la croissance ce qui induit une
inhibition de la croissance. La diminution du poids parait un bon indicateur du stress

physiologique relié au degré d’intoxication et au temps d’exposition (Frampton et al., 2006).

Aussi, nous nous sommes intéressés a 1’étude des mécanismes antioxydants enzymatiques et
non enzymatiques spécifiquement chez les vers de terre impliqués dans la détoxification via le
suivi d’une batterie de biomarqueurs de défense et de dommage en tant que systeéme d’alerte
sensible et précoce. Notre choix s’est porté sur la quantification du taux de glutathion GSH,
évaluation de I’activité Glutathion S-transférase GST, 1’activité Catalase CAT et ’activité

Acétyhlcholine éstérase.

Le glutathion GSH représente 1’une des premieres barrieres contre la toxicité des xénobiotiques
qui sont les principaux capteurs non enzymatiques dans les cellules animales (Moumeni et al.,
2016). Dans notre étude, nous avons noté que les vers de terre traités par les différentes
concentrations de la molécule BR3 et la C1BR5 ne subissent aucune variationpar rapport au
témoin. Ainsi une augmentation dose dépendante du taux de GSH chez lesvers traités par le
reste des molécules et le pesticide de référence, sauf que le taux de GSH de ces cinq molécules
reste inférieur a celui du pesticide de référence (Dursban). En effet un environnement
cellulaire anti-oxydant représente un taux élevé de glutathion réduit GSH quiinhibe les voix

d’activation des du stress oxydant. (Morel et Barouki, 1998).
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Nos resultats sont en accord avec ceux de Otmani, (2018) qui a montré que 1’augmentation
dose-dépendante du GSH chez les vers de terre Allolobophora caliginosa aprés 7 jours
d’exposition au xénobiotique, est peut étre di a une régulation de la voie de synthése GSH qui
est un mecanisme de protection contre les effets toxique d’un xénobiotique. Le Glutathion
intervient d’une part dans la détoxification des xénobiotiques en neutralisant divers produits du
stress oxydant grace a son potentiel réducteur et d’autre part dans la prolifération cellulaire et
la régulation de I’apoptose (Dringen, 2000). Selon Droge, (2002) une déficience en GSH expose
les cellules a un risque de dommage oxydatif, c’est pour cela le maintien d’un niveau élevé de

GSH est essentielle pour prévenir d’éventuels dégats oxydatifs.

Parallélement, nous nous sommes intéressés a [’activité GST qui est une enzyme de
biotransformation de phase Il, largement distribuée dans le régne animal (Livingstone, 2003).
Elle joue un réle important dans le mécanisme de détoxification des ROS et la régulation de
I’équilibre rédox. Cette enzyme est considérée comme un biomarqueur fiable des capacités de
détoxification d’un organisme. D’aprés nos résultats, 1’activité GST a augmenté apres 7 jours
d’exposition chez les vers de terre traités par le pesticide de référence et le C2BR1 par rapport
au témoin, ainsi une augmentation a été décelée chez les vers traités par différentes
concentrations des molécules BR2, BR4 et C2BR5. L’augmentation de 1’activité Glutathion S-
transférase (GST) apres la durée d’exposition a un xénobiotique est une forme de défense qui
traduit la détoxification de ce xénobiotique dans I’organisme afin de permettre son élimination.
De nombreuses études ont montrés une inductionde la GST chez les vers de terre Eisenia
anderei et Lumbricus rubellus exposées aux pesticidesorganophosphorés (pirimiphos-methyl)
(Velki et Hackenberger, 2013). La réponse de I’activit¢ GST dépend de plusieurs facteurs tels
que la nature du xénobiotique, sa concentration et son temps d’exposition. (Oruc et Uner,
2000).

En revanche, aucun effet sur I’activité GST n’a été observé chez les vers de terre exposés aux
molécules C1BR1, BR3 et C1BRS5, nos résultats sont en accord avec ceux de Booth et
O’Halloran, (2001) qui ont constaté que 1’activit¢ GST n’a pas changé chez A. caliginosa

exposé aux insecticides organophosphorés chlorpyrifos et Diazinon.
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En effet, la présence du xénobiotique a des concentrations toxiques, va induire ’activation des
systemes de protection cellulaire qui vont piéger ou éliminer les métabolites toxiques
(Benbouzid, 2012). Parmi ces enzymes du stress oxydatif qui interviennent afin d’empécher
les Iésions cellulaires résultantes de 1’attaque des ROS, on trouve la Catalase CAT qui est une
enzyme antioxydante de la phase Il, impliquée dans la défense de la cellule contre les effets
toxique du peroxyde d’hydrogéne. Elle est considérée comme un biomarqueur de stress
oxydatif présentant une réponse claire et précoce a la contamination (jebali et al., 2007) ces
enzymes sont sensibles a certains contaminants inducteur de stress tel que les métaux, les
pesticides ( Livingstone, 2003).Cette enzyme posséde un role important dans la détoxification

des ROS générés suite a I’apparition d’un stress oxydatif.

Dans notre expérience, nous avons constaté¢ une augmentation de I’activité CAT chez les vers
de terre traités par les différentes molécules a-aminophosphonates ainsi une augmentation
importante chez les vers traités par le pesticide de référence. Cette augmentation suggere
I’élimination des H20O; reésultant de I’exposition a ces Xxénobiotiques pour prévenir

I’accumulation de ces ROS.

Nos résultats sont en accords avec les résultats de Torres et al., (2010) qui stipulent que
I’augmentation les défenses antioxydantes serait due a une production accrue de radicaux
libres, ce qui induit une stimulation des activités antioxydantes pour faire face a ce stress
oxydatif accru (le cas de pesticides de référence) et protéger les cellules contre les dommages.
De nombreuses études ont montré 1’augmentation de I’activité de la CAT lors de I’exposition
aux organophosphorés. Schreck et al., (2008) ont constatés que 1’insecticide chlorpyrifos-
ethyl peut induire une augmentation de 1’activité CAT chez les vers A. caliginosa nocturna
pendant les premiers jours de traitement. Une augmentation de 1’activité catalase a été
observée suite a I’exposition des E.andrei au pirimiphos-éthyl (Velki et Hackenberger, 2013).
Ainsi, Givaudan et al., (2014) ontmontrés une augmentation de 1’activité CAT chez les A.
caliginosa dans les sols contaminés par les résidus de pesticides agricoles (Givaudan et al.,
2014).

En outre, les vers de terres sont classés comme des annélides qui possédent des épidermes fins.
Ils se basent essentiellement sur les particules du sol pour leurs régimes alimentaire, cette

propriété leur permet de rester en contact permanent avec les xénobiotiques au niveau du sol.
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Ces vers de terre possedent une enzyme essentielle dans leur systéme nerveux (I’acetylcholine
estérase). Cette enzyme hydrolyse le neurotransmetteur (1’Acétylcholine) impliqué dans la
transmission cholinergique (Trotter et al., 1991). Elle est utilisée comme un biomarqueur
spécifiques des xénobiotiques neurotoxiques tel que les organophosphorés in vivo et in vitro
afin d’estimer I’impact des xénobiotiques sur la faune des écosystemes terrestres (Silva et al.,

2014 ; Venkateswara et Kavitha , 2008). Cependant, certains insecticides organophosphorés

pénétrent facilement dans le tissu cutané des vers de terre gréace a leur liposolubilité élevée. A
I’intérieur de ’organisme, ces xénobiotiques inhibent le fonctionnement de 1’acétylcholine
estérase. L’inhibition de cette derniére conduit a I'accumulation de I'acétylcholine au niveau
des synapse cholinergiques en perturbant la transmission des messagesnerveux (Venkateswara
et Kavitha, 2008 ; sanchez et al., 2014).

L’analyse de nos résultats obtenus sur I’activité d I’acétylcholineestérase mesurée chez lesvers
de terre exposes aux concentrations croissantes des cing molécules a- aminophosphonates et
le pesticide de référence (Dursban), révele une légere inhibition del’activité par rapport au
témoin chez les vers traités par les molécules o- aminophosphonates, qui peut étre di a la trés
faible toxicité des molécules. Nos resultats sonten concordance avec ceux de et Mekahlia et
al., (2016) et Bouazdia, (2019) qui a déterminé 1’effet non toxique de I’herbicide Sekator OD
chez les vers de terre A.calaginosa au cours de lapériode d’exposition.

En revanche nous avons constaté une inhibition progressive chez les vers traités par le
pesticide de référence (Dursban) au cours de la durée de I’exposition. Cette inhibition peut étre
expliquée par I’effet neurotoxique induit par 1’exposition au pesticide de référence (Dursban).
Ainsi plus la molécule est toxique plus 1’activité de 1’acétylcholine estérase est inhibé ce qui
indique un stress oxydatif sévere pour cette période d’exposition (Brown et al., 2004). Ces
résultats sont en accord avec ceux de Yesguer, (2015) qui a montré ’effet toxique du
chlorpyrifos-ethyl (Dursban) sur les vers de terre Aporrectodea caliginosa apres sept jours
d’exposition. Aussi, I’activité acétylcholine estérase est inhibée chez les vers de terres A. caliginosa

exposé au insecticide organophosphoré Parathion (Rault et al., 2008) et les vers de terre de type E.

fetida exposé a I’herbicide organophosphoré gluphosate (Samanta et al.,2014).
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CONCLUSION GENERALE

Le travail que nous avons réalisé avait pour objectif principal la caractérisation biologique des
cing molécules a-aminophosphonates nouvellement synthétisés et évaluer leurs toxicités sur
deux modeéles biologiques non cibles le blé dur et le ver de terre, et ce par la mesure de certains

biomarqueur de stress oxydatif.

Nous avons déterminés dans un premier temps I’activité insecticide par inhalation (fumigation),
contact et répulsive des cinq molécules a-aminophosphonates nouvellement synthétisés. 1l en
ressort que les molécules BR1, BR2 et BR3 ont une activité insecticide élevée par fumigation,
une activité modérée a élevée par contact et une activité faible a tres faible par répulsion pour
les différentes concentrations testées des cing molécules. Nos résultats suggérent que les cing
molécules peuvent étre utilisées comme des pesticides verts tout en ignorant le mode répulsif

de nos molécules.

Nous avons évalué I’activité antibactérienne des cing molécules a-aminophosphonates
nouvellement synthétisés par la méthode de disque. Une trés faible activité pour les cing
molécules a été observée, a I’exception de la forte concentration de la molécule BR4 qui

présente une activité intermédiaire

Ensuite nous nous sommes intéressés a détermineés 1’activité antifongique de ces cing
molécules. Nos résultats mettent en évidence une activité antifongique partielle qui ne dépasse

pas les pourcentages d’inhibition 50%.

Ainsi I’évaluation de I’activité antioxydante des cing molécules par la méthode de piégeage du
radical libre DPPH (2,2diphényl1-1-picryl-hydrazyl) a révelé que toutes les molécules
possedent une activité antioxydante et elles sont capables de piéger le radical DPPH (inhibition

de la DPPH supérieure a 50% révélant des activités élevées a tres élevées).

Dans un second temps, nous avons évalué la toxicité des cing molécules a-aminophosphonates
nouvellement synthétisés sur des populations non cibles le blé dur et le vers de terre par la
mesure de certains biomarqueurs de stress. L’évaluation de la toxicité des molécules chez le
blé dur a révélé que les trois molécules BR1, BR2 et BR3 semblent plus toxiques que BR4,
BR5 mais leur toxicité est atténuée par le systemede défense représenté dans notre cas par le
GSH, laGST et la CAT.
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Par ailleurs, I’effet des cing molécules a-aminophosphonates nouvellement synthétisés sur les

vers de terre (population noncible) a montré une faible toxicité par rapport au pesticide de

référence.

Grace a l'ajout du fragment pharmacophore, les cinq molécules a-aminophosphonate peuvent

étre utilisées comme pesticide vert puisqu'elles ont un impact non significatif sur les populations

non cible le blé dur (Triticum durum desf) et le ver de terre, ils résolvent le probleme de

pollution tout en réduisant leur impact toxique. Méme les quelques perturbations observées

chez le blé et le ver de terre se dissiperont avec le temps en raison de leurs capacité a tolérer

ces conditions de stress, médiées par leurs systemes de défenses antioxydant.

Au terme de ce travail et en perspective de recherche, il serait intéressant de :

Compléter ces résultats par une évaluation des effets de ces molécules sur un modele

biologique sentinel afin de déduire leur impact sur I’homme

Associer ces dérivés a d’autres pour concevoir des produits chimiques ayant les

propriétés recherchées tout en étant moins toxique possible

Optimiser les méthodologies de synthése pour répondre aux enjeux

environnementaux

Réaliser une étude socio-économique afin de déterminer le coup de synthése des

molécules a grande échelle
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