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INCIDENCE DU MODE CULTURAL SUR L’ACTIVITE
INSECTICIDE DES HUILES ESSENTIELLES DU ROMARIN

RESUME

L’utilisation de la conduite culturale peut entrer dans Ila conception des
programmes d’agriculture durable visant la préservation de la flore Algérienneet
I'équilibres biocénotiques .Dans ce cadre, les bio stimulateurs s’avérent représenter une
nouvelle voie de soutien aux diverses méthodes de protection des plantes médicinales et

aromatiques dans le cadre d’une culture conventionnelle ou biologique.

Dans ce travail nous nous sommes fixés comme objectif d’évaluer non seulement
'activité biocide de différentes phytopréparations a base d’huiles essentielles de deux
espéces du Romarin (Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tournefortii) soumis a
différents modes de stimulation sur les adultes de Tribolium castaneum, mais aussi I'effet
par application foliaire des stimulateurs sur les plantes modeles adultes ,et sur leur

rendement en huile essentielle.

Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation .Les résultats ont révélés, que
le rendement de Rosmarinus officinaliss sous I'effet stimulateur par le sel (Nacl) est plus

intéressant que celui de Rosmarinus tourneforteii.

le rendement en huile essentielle augmente sous l'effet stimulateurs pour les deux
especes du Romarin par rapport au témoin. Néanmoins , les mémes résultats font
apparaitre que l'activité insecticide par contact a dénoncé que l'activité des huiles
essentielles était liée a 'effet stimulateur. La toxicité des différents traitements évoluent
avec l'augmentation de la dose qui se traduit par une meilleure efficacité par apport a la
durée du traitement d’autre et que l'activité insecticide de Rosmarinus tournefourtii sous
leffet de tous les stimulateurs étaient plus toxiques par rapport au Rosmarinus

officinalis.

Mots clés :activité insecticide, huiles essentielles, mode cultural, Rosmarinus officinalis ,

Rosmarinus tournefortii, Stimulateurs.



Impact of the cultivation method on the insecticidal activity of
rosemary essential oils

ABSTRACT

The use of crop management can be part of the design of sustainable agriculture
programs aimed at the preservation of the Algerian flora and biocenotic balance. In this
context, bio-stimulators represent a new way to support the various methods of
protection of medicinal and aromatic plants in the context of conventional or organic

farming.

In this work we have set ourselves the objective of evaluating not only the biocidal activity
of different phyto-preparations based on essential oils of two species of Rosemary
(Rosmarinus officinalis and Rosmarinus tournefortii) subjected to different modes of
stimulation on the adults of Tribolium castaneum, but also the effect of foliar application
of the stimulators on the adult model plants, and on their yield of essential olil.

The results showed that the yield of Rosmarinus officinaliss under the stimulatory effect

of salt (Nacl) is more interesting than that of Rosmarinus tourneforteii.

The yield of essential oil increases under the stimulatory effect for both species of
Rosemary compared to the control. Nevertheless, the same results show that the
insecticidal activity by contact denounced that the activity of the essential oils was linked
to the stimulating effect. The toxicity of the different treatments evolved with the increase
of the dose, which resulted in a better efficiency in relation to the duration of the other
treatment and that the insecticidal activity of Rosmarinus tournefourtii under the effect of

all the stimulators were more toxic compared to Rosmarinus officinalis.

Key words : insecticidal activity, essential oils, cultural mode, Rosmarinus officinalis ,

Rosmarinus tournefortii, Stimulators.



Sl JA18) A andl 30 A i) gl B e Ao 30 Ayl s

Lol Dwedl el 30l xwl 4y paeas 8 del il ol B! Jsuay ol oSao
CAdoSl Gl Ao Il S Lol ooyl sl e blaxdl I Buges S
pedd Buode dLiopb ) dosax ]l Of jixadl JexdS o Glawl Tda g
Lelyidl Hylbl 3 doyhsdly okl olsbodl doles dadised! anJleY)
ciggandl gl dpag sy

LLis hid gud i 8 JSos L LuwasY Uxog Jasdl Tis b

e LaS L LSl ol pandwadl gl g1 GG doeax ! Ol wal
Rosmarinus , Rosmarinus officinalis) JoxJ! Jod S| g gue oid dowlw¥ ! Ogaoi
Tribolium & ol e jocaxidl g dalisie blasY (s ysad!  (tournfortii
ol e olegbadd byl guadidl o30S Layl Sy ¢ castaneum
cdopbadl oo g Leiar LS ey o ALl 2 Lad )

LS oagbly o Sladl puh 831 Goyb oe dophaldl O3l kel adn
(Nach) adoadl ddow! oo joixidl ;0 515 x5 Rosmarinus officinaliss Jswoxo (i

.Rosmarinus tournforteii Jsuxo o plesndd 3, L35 3Si

NEC R U Ry S R U £ W U BSOS S Uy S | POvE A ) W

Ol doadl blLis o aoliddl gis ojebl wds ¢ dU3 gog 25w Ily 5, Lis
Lo Syo LS dawleYl oaoidl blis o 3S00w! Jlasyl Gosb e 4o pbax ]l
Loco eyl Bolo) go iddined! oledxdl daaw Hahis . abedl STl
blas oly 6u3Y 1 el sae 3 Las Luadl I35 g Juadl §sLasS Il soio
OLS olhidadl gaa> 505 axs Rosmarinus tournfourtii i i 31 o uca

.Rosmarinus officinalis _ 415,35 diaw 35S

Liy b "i_t_uj‘_uji}!| Seoidl ¢ Ao yda]dl ol e b LSS !J_PI.‘&A” O LS

.olgnialdl ¢ Rosmarinus tournfortii < Rosmarinus officinalis ¢« Le 1, 311



REMERCIEMENTS

On remercie avant tout Dieu (Allah ) le tout puissant de m’avoir accordé

force et volonté pour terminer ce travail.

En second lieu on tient a remercier Mr DJAZOULI Z.D Professeur de faculté
des sciences de la nature et de la vie Saad Dahleb 1 de m’avoir accordé
I'honneur de diriger ce travail, pour son soutien sans faille et pour l'intérét
qu’il a continuellement porté pour cette étude, ses conseils, ses

encouragements et sa disponibilité m’ont été d’'un grand intérét.

on tient également a remercier Mme. BABA AISSA Karima.M.A.A a
l'université de blida 1 , pour I'honneur qu'elle me fait de présider le jury et

d'évaluer ce travail.

Et pour ms MOUSSAOUI Kamel M.A.A A L'université de blidal , pour avoir

accepté d'examiner ce travail.

Nos sinceres remerciements vont également a ma co-promotrice Mme
GUASMI fadhila,
Doctorante a l'université Saad Dahleb blida 1qui a fait preuve d’'un apport

pour la réalisation de ce travail

NOS remerciements s’adressent a toutes les personnes qui ont contribué de

prés ou de loin a la réalisation de ce travail.

ASSMA & YOUSRA



DEDICACE

Je dédie ce modeste travail

A MES tres cheéres parents:
«AzzeDine & Nadia»

Je ne pourrais jamais exprimer le respect que j’ai pour vous
Vos prieres, vos encouragements et votre soutien m’ont toujours
été d’un grand secours.

Rien au monde ne vaut les efforts que vous avez fournis jour et
nuit pour mon éducation et mon bien étre.

Puisse Dieu, le tout puissant vous préserver du mal, vous combler
de santé, de bonheur

et vous procurer une longue vie.

A mes freres abdelatif et anes et ma chére sceur amina.

A ma chére binome Yousra tu resteras toujours ma meilleure

A mes adorables amies :

Fatima, souad , chaima , sithem



DEDICACE

Avec l'aide de dieu, ]'ai pu réaliser ce modeste travail que je dédie a la
mémoire de mon généreux pere. Aucune dédicace ne serait exprimer l'amour
et le respect que j’ai toujours eu pour lui. Il a tant espéré me voir soutenir et

atteindre I'objectif.
A celle qui m’a toujours encouragé et aider durant mes années d’études.
Merci
pour ton amour et ta confiance totale
A toi ma trés chére maman Samia et mon chér papa Rachid .
A ma chéres sceur : rania
A mon cher frere : anis
A mes cheres amies : dhikra, nesrine, halla
A mes trés cheéres cousines wassila ahlem ikram manar et bakhta :.
A mon dme sceur et mon bindme assma .
A tous la famille Rouabah et Madani.
A mes collégues des promotions de 2éme année master « phytopharmarcie et

protection des végétaux » .

A ceux qui ont attribué de prés ou de loin a

l'élaboration de ce modeste travail

YOUSSRA



ABSTRACT

Uasle

REMERCIEMENTS

DEDICACE

LISTE DES ILLUSTRATIONS ET GRAPHIQUES

LISTE DES TABLEAUX

INTRODUCTION GENERALE.. ...ttt
CHAPITRE1:APERCUS BIBLIOGRAPHIQUES.........ccoeviiieieie.

1. Investigation des caractéristiques des plantes modéles.....................

1 .1. Donnés bibliographique sur Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tourneforteii

1. 2. DS CrIPION. .
1.3 . Systématique et taxonomie des plantes modéles........................

1.4. Composition des huiles essentielles de Rosmarinus sp..................
1. 5 .Utilisation de I'huile essentielle de Rosmarinus sp.......................
2. Données bibliographiques sur les huiles essentielles.....................

2. 1.Composition des huiles essentielles. ..o,
2 .1. 1. Les terpénes de formules (C5H8)N & ..o,

2.1. 2. Les composeés aliphatiques .........cccoiiiiiiii i,
2.1.3. Les composés aromatiques biosynthétisés .................coceieene.

2.1.4. LeS COMPOSES AIVEIS ....vueiiiiiieei e
2.2 .Les facteurs influengant la composition des huiles essentielles..........
2.3. Classification des huiles essentielle................ccooiiiiiiiiiiiii.s
2.4. Extraction des huiles essentielles...............ccooiiiiiiiiiiiiiinn .
2 .4.1. Hydrodistillation simple...........oooiiiiiii e,
2.4.2. Vapo-hydrodistillation..............coooiii i
2.5. La conservation des huiles essentielles...............ccooooiiiiii
2.6. TYpe ChimIQUE ... e
2.7. Biosynthése des huiles essentielles..............ccoiiiiiiiiiiiiic s
J.1.Voie des Terpenoides. ... ...o.oueiiiiiieii e
2.7.2.Voie des Phénylpropanoide.............ccooeiiiiiiiiiiii e,
2.8. Fonction des huiles essentielles.............ccooiiiiiiiiiiiiiic
2.8.1Lerlle BiologiqQue ........ooiriiei
2.8.1.1.Antibacterienne. ... ...

2.8.1.2 ANGIVIFAIG. ..o



2.8.1.3. ANtifONGIQUE. ...
2.8.1.4. Antiparasitaire..........ccooieiiii e
2.8.1.5 ANtiSepliqQUE. ...nee e

2.8.2. Ler0le €CologiqQUE. ......ouiiiiii i

2.9 .Stabilité des huiles essentielles. ...

. Expression des molécules bioactives en cas de bio agression par
des agents pathogénes microbiens ou animal ............................

0 .1.Généralité sur le principe de résistance chez les plantes (Interaction pante
hote /insecte )

L0. 2.Manipulation des plantes implique une modification des niveaux de
PhYLONOIMONES. ... .

2

N D N N N DN

2.

.10
.10
.10

10

10

10

.10

10

. 3 .Les phytohormones dans les interactions plantes-insectes...........
. 4 .Resistance aux bio agresseurs chez les végétaux......................
. 4. 1.La réaction d’hypersensibilité. ...,
.4 .2 Lesmessagersdeladéfense.............cooeiiiiiiiiiiiiiiine
.4 . 3 .Les réponses défensives a l'infection..........................l
4 .3 .1 .Renforcement des parois cellulaires....................cooeienenn.
4 3.2 .Les protéines Pathogenesis-Related (protéines PR)............

4. 3.3 .Les phytoaleXines.........o.oiiiiiii e

CHAPITRE 2 : Matériel et méthodes. ...
1. OB ECif. e
2. Matériel A tUde. ...

2.1 Matériels biologiQUe. ........cuei i

2.1.1. Origine du matériel végétal.................ooiiiiii

2 .1.1.1 Site d’étude de jardin d’essai EL Hamma ...........................

2 .1.1.2 Site d’étude Mausolée royal de Maurétanie ..............................

2.1.2. Origine du matériel animal.................ooiiiiiiiii
3. Méthodes d’étude.........cooiinii

3.1. Elevage en masse de Tribolium castaneum................................

3.2. Phytopréparations a base d’huiles essentielles.........................

3.2.1. Extraction des huiles essentielles.........cccoveeeeen...

3.2.2. Application des bioproduits............ccoooiiiiiiiiiii

Calcul du rendement en huiles essentielles .......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiinn.

3.4. Estimation de la mortalité observée ............ccooeeeeiiiiiiiaiannn.

4. Analyse statistique des donNnN€es............cviiiiiiiiiiiiiiiiie

21
22
22
22
22

22
22

23
23

24
26
26
27
27
27
27
29
29
29
29
29
30

30
31
32
32
32
32
34
34
35
35



CHAITRE 3 : Résultats et diSCUSSION. ....ccovviiii e

1. Estimation du rendement de I'huile essentielle du romarin sous I'effet des différents

stimulateurs.......................

1 .1. Le rendement de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis sous I'effet des

différents stimulateurs.........

1 .2. Le rendement de I'huile essentielle de Rosmarinus tournefortii sous I'effet des

différents stimulateurs.........

2. Estimation de la mortalité observée des différentes phytopréparations

Rosmarinus officinalis.........

3. Estimation de la mortalit¢é observée des différentes phytopréparations
Rosmarinus tournefortii........
IS CUSSION ..t

Conclusion........ccccvveeeee. ..

Références bibliographiques

51
51

51

51

40

45
51
52



Liste des figures

Figurel :planche botanique de Rosmarinus officinalis (Kéhler's)........................... 4

Figure 2 : Structure chimique des composés actifs présents dans la plante Rosmarinus
officinalis L (I'acide carnosique, le carnosol, epirosmanol,rosmaridiphenol,

= Tt o (=T o T o g =Ty T o 1o [U L= ) PP 7
Figure 3 : Familles chimiques des huilles essentielles. ..., 10
Figures 4 : Représentation des structures des terpenes et des terpénoide ............. 11
Figures 5 : structure des composés aromatiques dérivés de phenylpropane............ 12

Figure 6 : Signaux environnementaux de nature physique , chimique ou biologique,
pouvant affecter la croissance et le développement................cooiiiiiiiiiiiin. 14

Figure? : différents extraits aromatiques obtenus a partir de matieres végétales ...... 15

Figure 8 : Montage pour I'hydro distillation type alambic ..., 16
Figure9 : Schéma d’une installation de vapo-hydrodistillation .............................. 17
FigurelO : Le précurseur de la voie terpenique. ...........coooiieiiiiiiiii e 19
Figure 11 : Biosynthese des terpenes. ... ...couiuiiiuiiii e 19

Figure 12 : Schéma simplifié des réaction de défense induites dans les interactions
plantes / agents pathOgENES. ... ..o 25

Figurel3 : peuplement de deux romarins du site d’étude B :Rosmarinus officinalic
A :Rosmarinus tournefortii........ ... 29

Figurel4 : Image satellite du carré botanique de jardin d’essai..............c.ccoeoveenennn. 30

Figure 15 : Image satellite de zone d’étude au niveau de Mausolée royal
MAUIEANIE. .. e s 31

Figure 16 : adulte de Tribolium castaneum observé sous loupe binoculaire
] 55 G 100 32

Figure 17 : Dispositif d’hydro distillation type Clevenger................ccocooiviiiinnnnn. 33

Figure 18 : Evaluation temporelle de la mortalité observé de Tribolium castaneum par
effet contact des différentes doses de 'huile essentielle Rosmarinus officinalis traité pa
lombricompost IQUIdE. ... 37

Figurel9 : Evaluation temporelle de la mortalité observé de Tribolium castaneum par
effet contact des différentes doses de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis irrigué
par lombricompost SOlde. ... ..o 38



Figure 20 : Evaluation temporelle de la mortalite observe de Tribolium castanieum par
effet contact des différentes doses de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis irrigué
par 'eau COUraNte ..ot 39

Figure 21 : Evaluation temporelle de la mortalité observé de Tribolium castaneum par
effet contact des différentes doses de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis i traite
Par Feau SaliNe. ... ....coii i 40

Figure 22 :Evaluation temporelle de la mortalité observé de Tribolium castaneum par
effet contact des différentes doses de I'huile essentielle de Rosmarinus tournefortii traité
par le lobricompost liquide ... 41

Figure 23 : Evaluation temporelle de la mortalité observé de Tribolium castaneum par |
effet contact des différentes doses de 'huile essentielle traité par le lombricompost solide

Figure 24 : Evaluation temporelle de a mortalité observée de Tribolium castaneum par |
effet contact des différentes doses de I'huile essentielle de Rosmarinus
10010 [ g 1=] o] o {1 TR 43

Figure25 :Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum par
effet contact des différentes doses de I'huile essentielle de Rosmarinus tournefortii
iIrrigué parl’eau Saline. ... ..o 44



Liste des tableaux

Tableaul : Composition de I'huile essentielle de romarin (Zermane ,2010)....... 6

Tableau 2 : récapitulatif de la composition chimique des différents chémotypes d’huile
essentielle de Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tournefortii ........... 8

Tableau 3 : Différentes doses appliqQUées ..........ccooeiiiiiiiiiiiieeee, 34



Introduction générale

Les plantes produisent naturellement des substances actives comme les huiles
essentielles, permettant ainsi de se protéger des insectes, des maladies ou d’attaques
extérieures. Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires
produits par les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages
(Cseke et Kaufman, 1992).

Que ce soit dans les pays développés ou en voie de développement, les huiles
essentielles détiennent actuellement une place importante dans les systemes de lutte,
leur réle dans la recherche phytopharmaceutique dans certains pays du monde n'est plus
a démontrer. Les substances d'origine naturelle et plus particulierement, les huiles
essentielles représentent actuellement une solution alternative de lutte pour la protection

contre les insectes ravageurs (Lahlou, 2004).

Les recherches a I'heure actuelle s’orientent vers les plantes aromatiques
contenant des huiles essentielles qui agissent comme des biopesticides, l'activité
insecticide des huiles essentielles a été démontrée par les travaux de nombreux
chercheurs (Tapondjou et al., 2003; Kellouche, 2004; Bouchikhi-Tani et al., 2008; Ndomo
et al., 2009; Hedjal-Chebheb, 2014).

Les huiles essentielles de romarin ont été utilisées, pour des milliers d’années,
pour la préservation des denrées alimentaires, des produits pharmaceutiques et les

thérapies naturelles (Fadel et al., 2011).

Il existe trois especes de romarin de la famille des Lamiacées qui poussent
naturellement dans la région méditerranéenne: Rosmarinus officinalis L., R. tournefortii
(eriocalyx Jordan et Four) et le R. tomentosus Hub-Mor et Maire. Certaines de ces
espéces ont déja fait I'objet d’études, c’est le cas notamment de Rosmarinus officinalis,

le R. tournefortii quand a lui est trés peu étudié (Fadel et al., 2011).

Dans cet ordre de réflexion, nous avons orienté nos travaux de recherche vers
'exploitation des ressources végétales locales. Malgré I'existence d’une bibliographie
relativement riche sur le genre Rosmarinus , peu de données ont été proclamées sur ces
especes préconisées dans cette étude et sur leurs origines géographiques. Or, la
valorisation de ces especes passe principalement par leur évaluation biochimique et

biotechnologique a travers I'extraction, I'analyse et I'identification de leurs constituants

1



composés biactifs. Suite a des bio-prospections nous nous sommes intéressés au mode

cultural des plantes aromatiques et médicinales de ces deux especes



1.1

1.2

Chapitre 1: apercus bibliographiques

Investigation des caractéristiques des plantes modeles

Donnés bibliographique sur Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tourneforteii

La famille des lamiacées connue également sous le nom des labiées, comporte
environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites ; mais dont la plupart
se concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le Romarin
elle est divisée en deux principales sous-familles : les Stachyoideae et les Ocimoideae.
Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de I'herbe, parfois
sous-arbrisseaux ou ligneuses. Une grande partie de ces plantes sont aromatiques
riches en I'huile essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal. Entre autres, un
grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources de terpenoides,

flavonoides et iridoides glycosylés (Ouibrahim, 2015).

Description

Le romarin est un arbuste ou sous- arbrisseau aromatique qui supporte la
chaleur,(Benedicte, 2014).1l est reconnaissable de loin & son odeur pénétrante, ses fruits
sont sousforme des tétrakénes (De boree, 2012),feuilles linéaires a marges révolutées,
sessiles mesurant 2cm de longueur sur 2mm de largeur, verdatre en dessus et
tomenteuses en dessous.fleursbleuatres, disposées en grappes courtes, axillaires,
brievement pédicellées, bractées petites, caduques, calice a lévre supérieure ovale et
dont les lobes de la lévre inférieure sont lancéolées, corolle bleue rarement blanche avec
levre supérieure devisée en 2 segments et a lévre inférieure a 3 lobes dont un médian
plus large (Beloued, 2012).La racine du romarin est pivotante, ligneuse et fibreuse
(Anton et Lobsten, 2005). La tige du romarin est ligneuse, Igénéralement érigée, pouvant
atteindre jusqu'a 2 m.Selon Lepage Val de Loire, (2016) Les caractéristiques de cette
plante peuvent étre resumeées comme sulit:

Couleur fleur : Bleu foncé
Couleur feuillage : vert

Hauteur : 60 cm

Feuillaison : Janvier — Décembre
Floraison(s) : Mars - Mai

Type de feuillage: persistant

Exposition : soleil



Type de sol: calcaire.

Figure 1:Planche botanique de Rosmarinus officinalis (Kohler's
1887)

1.3 Systématique et taxonomie des plantes modéles

Selon Anton et lobsten (2005), le romarin appartient au :

Régne.....oooiiiii Végétal
Embranchement....................... Spermaphytes
Sous embranchement................ Angiospermes
Classe ....cooovviiiiiiiii Dicotylédones
Ordre ...ooviiiiii Lamiales
Famille ..., Lamiacées
Genre.....ooviiiii Rosmarinus
Espéce.....ccovvviiiiiiii Rosmarinus officinalis

Rosmarinus tournnefourteii



1.4

Attribution du genre Rosmarinus

Le genre Rosmarinusprésente sous plusieurs noms vernaculaires

Noms francais : Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes, Herbe des troubadours
Noms locaux ( ou vernaculaires arabes): , IKlil aljabal, Hatssa louban, Hassalban et
Klil

Noms targui (ou berberes) : Lazir, Azir, Ouzbir et Touzala.

Nom anglais : Rosmary

Nom scientifique binominal: Rosmarinus officinalis L

Composition des huiles essentielles de Rosmarinus sp

L’huile essentielle du romarin (1 a 2% dans la plante) contient : de I'a-pinéne a
(80%), de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 38%), de l'eucalyptol (1 a 35%),
dubornéol (4 a 19%), de I'acétate de bornyle (jusqu’a 10%) et du camphéne. En plus de
I'huile essentielle on trouve dans le romarin : 2 a 4% de dérivés triterpéniques tels que :
I'acide ursolique, I'acide oléanolique, I'acétate de germanicol ; deslactones diterpéniques
picrosalvine, dérivés de [I'acide carnosolique, rosmanol, rosmadial ,des acides
phénoliques , des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de I'acide décanoique , des
acides gras organiques :L’acide citrique, glycolique et glycérique, des stérols, de la
choline, du mucilage et de la résine. Le criblage phytochimique de l'extrait ethanolique
des parties aériennes du romarin a indiqué la présence des flavonoides, des tannins et
des saponines, et l'absence des alcaloides détecté dans I'extrait aqueux. Les
flavonoides détectés par la chromatographie sur couche mince (CCM) sont la quercétine
et le kaemphérol (Bouchikhi, 2014)



Tableau 1:Composition de I’huile essentielle de romarin (Zermane ,2010)

Monoterpénes Acycliques myrcene
linalol

Monocycliques terpinéol-4
a-terpinéol
cineole

limonéne

Aromatiques P-cyméne

Bicycliques d-pinéne
camphéne
verbénone
camphre

bornéole

acétate de bornyle
Sesquiterpenes caryophyléne

humuléne

L'huile essentielle de romarin est I'élément le plus étudié qualitativement, quelques-unes
des principales structures chimiques actives sont représentées sur la figure (Avila-
Sosaet etal.,2011).
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Figure 2 structure chimique des composés actifs présents dans la plante
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Tableau 2:récapitulatif de la composition chimique des différents chémotypes
d'huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Molécules CT camphre CT 1.8 cinéole CT verbénone
1.8 cinéole 16-25% 38-55% 9.53%
Camphre 13-21% 5-15% 7.17%
Alpha-pinéne 18-26% 0-14%; 27.3%
Bomeéol 2,04 5% 1,5-5.0% 4.96%%
Acétate de bornyle 0,5-2.5% 0.1-1.5% 12.52%
Verbénone 0,7-2,5% <, 4% 7.06%
p-cyméne 1.0-2.2% 0.8-2.5% 1.52%
Myrcéne 1.5-5% 1-2%% 229%
Camphéne 8-12% 2.5-6% 7.91%
Limonéne 2.5-5% 1.5-4% 3.96%
Beta-pinéne 2-6% 4-9% 2.53%
Alpha-terpinéol 1.0-3,5% 1,0-2 6% 1.40%%
Beta-caryophyllene traces
Alpha-terpinéne 0.56%
Linalol 2.23%
Terpinoléne 1.03%

Utilisation de I'huile essentielle de Rosmarinus sp

Les huiles essentielles sont utilisées dans de nombreux domaines tels que la
parfumerie, la cosmétologie, I'agroalimentaire, et I'industrie chimique. Elles interviennent
dans la fabrication des produits tels que :

Les produits alimentaires : jus de fruit, crémes, bonbons, etc.
Les produits d’hygiéne et de beauté.
Les parfums, la désinfection des locaux (elles sont antiseptiques).

Les colles et vernis dans I'industrie chimique.

L’huile essentielle de romarin est un générateur hépatique et biliaires,
cicatrisante,bactéricide, utilisée pour les soins de la peau et 'eczéma (Azalenko, 2005).1I
est aussi utilisé comme un antiseptique, cholagogue, antispasmodique, vulnéraire et
diurétique (Koubissi, 2002).
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2.1

Données bibliographiques sur les huiles essentielles

L’histoire de I'aromathérapie a connu des évolutions successives. A l'origine, les
plantes aromatiques étaient utilisées dans [lalimentation, les infusions et les rites
religieux .grace a la chimie, les substances odorantes des plantes aromatiques ainsi que
leurs propriétés ont pu étre identifiées.Pendant la révolution industrielle, intervient la
recherche d’extraction des moléculesaromatiques. A partir de cette époque, nait le
concept d’huile essentielle qui aboutit a la création et au développement des huiles
essentielles (HE). Pour finir, la périodemoderne, pendant laquelle les scientifiques

cherchent a connaitre les composants des huiles essentielles. (Faucon ,2015)

Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles appelées encore « essences » ou « essences aromatiques
végétales » sont les substances odorantes, volatiles et de consistance huileuse,
contenues dans les plantes (Lardry et Haberkorn, 2007). Généralement de composition
complexe, 'HE est obtenue a partir d’'une matiére premiére botaniquement définie, soit
par entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation séche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L’'HE est le plus souvent séparé de la phase
aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition (Bourrain, 2013).La composition des HEs est déterminée par
chromatographie gazeuse (GC) et spectrométrie de masse(SM). Elles sont composées
de trois types de composants: les terpenes, les composés aromatiques et des composés

d’origines diverses.
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Figure 2: Familles chimiques des huiles essentielles (Boukhari, 2017)

2.1.1 Les terpénes de formules (C5H8)n :
Pour les huiles essentielles, il s’agit des terpénes les plus volatils : monoterpénes

et terpénes sesquiterpénes, porteurs de fonctions dont le degré d’oxydation est
variable ; les substances possibles sont nombreuses :

- Les hémiterpénes : (n=1, C5H8).

- Les monoterpénes : (n=2, C10H16).

- Les sesquiterpénes : (n=3, C15H24).

- Les diterpénes : (n=4, C20H32).

- Les sesterterpénes : (n=5, C25H40).

- Les triterpenes : (n=6, C30H48).

- Les tétraterpenes : (n=8, C40H64).

- Les polyterpenes : (n unités isopréniques).
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Les monoterpenes C10H16 (n=2)

Selon Lepoittevin,(2002)les monoterpenes peuvent étre acycliques ( myrcéne par
exemple ), monocycliques ( thymol par exemple ) ou bicycliques , ils peuvent constituer
90% de | huile essentielle (térébenthine par exemple) ils sont les principaux constituants
des huiles essentielles et, comme ils constituent le premier maillon dans la biosynthése ,
ils sont présents dans de nombreux végétaux . Si le terpéne simple est peu allergisant ,il
le devient rapidement par oxydation en se transformant en dérivés hydroperoxydes .
Cela implique des conditions de conservation, d’obscurité, de basse température pour
les huiles essentielles les terpénes peuvent interagir entre eux lors de leur utilisation en

application cutanée, ce qui peut modifier leur pénétration (Schmitt et al ., 2009)

Les sesquiterpénes (n=3)

Sont I'objet de nombreuses cyclisation, de réarrangement, d’oxydation conduisant
a un tres grand nombre de structures celles-ci peuvent se présenter sous forme de

lactones facilement allergisantes,(Fillatre,2011).

CH, CHs
/ CH.,
o *\L
ST : ot
e eH, HC” CH; il
«-pinene Terpinene Ocimene Thymol Menthol
L 9 i
iy ( &
0 T,
Citronellal Carvone Acétate delinalyle Eucalyptol Agcaridole

Figure 3:Représentation des structures des terpénes et des terpénoides
(Fillatre,2011).
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2.1.2 Les composés aliphatiques

Certaines huiles renferment de petites quantités de composés aliphatiques
généralement de masse moléculaire faible, qui peuvent étre entrainés avec I'huile
essentielle lors de I'hydrodistillation. Ce sont des hydrocarbures linéaires ou ramifiés ou
leurs dérivés oxygeéneés (acides, alcools ou aldéhydes). Citons pour exemple: le (Z)-hex-
3—énol (note verte de I'herbe coupée) ou locten-3-ol (note caractéristique du
champignon de Paris : Agaricusbisporus), et Olea europaea, Cannabis sativa. (Bruneton,
1999).

2.1.3. Les composés aromatiques biosynthétisés

lls sont beaucoup moins fréquents que les terpénoides, mais également
intéressants sur le plan olfactif. Par exemple, 'eugénol est responsable de l'odeur
caractéristique du clou de girofle, I'anethol de celle de I'anis, le cinnamate de méthyle et
le méthylchavicol permettent de distinguer des chémotypes intéressants au sein de

'espéce d’Ocimum basilicum. (Bruneton, 1999).

| I\\ 0
\ [/Lﬂ (
OCH;§ b i 0 X
OH o
Eugénol annamaldéhy de Alcool cinmamique Anéthole Safrole

Figure 4:Structure des composés aromatiques dérivés de phénylpropane
(Fillatre, 2011).

2.1.4 Les composés divers :
Lors de la distillation, certains composés aliphatiques (carbures, acides, alcools,
aldéhydes,ester) sont entrainés. Des composés non souhaitables, pesticides ou autres

ayant été utilisés lors de la culture , peuvent également se retrouver dans I'huile

essentielle ,( Milpied — Homsi,2009).
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2.2 Les facteurs influencant la composition des huiles essentielles

En fait, les essences produites par différentes espéces de plantes varient dans
leurs caractéristiques physico-chimiques selon plusieurs facteurs. Ces derniers peuvent
influencer a la fois sur la composition chimique proprement dite et le rendement de leur

extraction.(Sangwan et al., 2001).

L’espéce botanique :

Toutes les plantes ne sont pas aromatiques et méme quand elles le sont, les
constituants sont variables tant dans leur nature que dans leurs proportions (Sangwan et
al., 2001).

Le chémotype :

Une espéce morphologiqguement homogéne peut donner des huiles essentielles
de compositions chimiques différentes. Ce phénomene a été mis en évidence pour le
thym et le basilic (Kasali et al., 2005). Le nombre des molécules chimiquement
différentes qui constituent une huile essentielle est variable. La plupart sont poly-
moléculaires, c’est a dire composées d’'une grande diversité de composés (jusqu’a 500
molécules différentes dans I'huile essentielle de rose). A coté des composés majoritaires
(entre 2 et 6 généralement), des composés minoritaires et un certain nombre de
constituants sont présents sous forme de traces. Il existe quelques huiles dites mono-
moléculaires, telle le Bois de Rose (Aniba rosaeodora), la Menthe Pouliot (Mentha
pulegium) ou la Gaulthérie couchée (Gaulteria procubens) qui sont constituées presque
exclusivement d’'une molécule maijoritaire. La Sauge sclarée (Salvia sclarea), le Citron
(Citrus reticulata) sont bi-moléculaire et le Clou de Girofle (Eugenia caryophyllus) est tri-
moléculaire (Cole et al ., 2007).

Le cycle végétatif

Pour une espéce donnée, la proportion des constituants d’une huile essentielle
peut varier tout au long du développement de la plante. Le rendement est 26
généralement optimal juste avant la floraison car aprés, la plante perd environ 70 % de
son huile essentielle (Masotti et al .,2003).

La période de récolte

Dans le cas de la fleur de jasmin, la teneur en huile essentielle est plus élevée et
'arbme est plus riche au coucher de soleil. Les fleurs d’ylang-ylang donnent un meilleur
rendement en huile essentielle en mai et juin, bien qu’elles s’épanouissent tout au long
de 'année, (Angioni et al., 2006 ; Baydar et Baydar, 2005 ; Weyerstahlet et al, 1992).

L’organe végétal
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Citons le cas du Curcuma longa ou I'huile essentielle de rhizomes contient des
curcumenes que I'on ne retrouve pas dans les feuilles (Angioni et al.2006 ; Masaotti et al.,
2003),.

Les facteurs extrinseques

Ceux-ci ont trait aux facteurs environnementaux (température, nature du sol,
ensoleillement...) et aux pratiques culturales qui ont également une influence certaine
(Anac, 1984).

Les procédés d’obtention

Au cours de l'hydrodistillation, I'eau, l'acidité et la température peuvent induire
'hydrolyse des esters, mais aussi des réarrangements, des isomérisations, des
racémisations, des oxydations ; I'état de la matiére premiére a donc également une
influence non négligeable sur la composition chimique des essences. (Baydar et al.,
2005 ; Kovats, 1987).

Gravite

l

i~ Photopériode

Lumiére photosynthétique \

Lumiére photomorphogénique

Température
\ Herbivores
Vent \ /
= \

Agents pathogénes >

Microorganismes du sol
Parasites
Qualité du sol

Minéraux toxiques et autres
composés chimiques

Eau
Nutriments

minéraux

Figure 5:Signaux environnementaux de nature physique, chimique ou biologique, pouvant

affecter la croissance et le développement (Buchanan et al., 2000 in Hoffmann, 2003)

2.3 Classification des huiles essentielle
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Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens ; et grace a | indice
aromatique obtenu par aromatogramme , les huiles essentielles sont classées en
groupe :

Les huiles majeures
Les huiles mediums

Les huiles terrains ( Chakou et Bassou , 2007)

2.4 Extraction des huiles essentielles

Pour obtenir des huiles essentielles des plantes, il existe plusieurs types
d’extraction .Cependant le choix de la technique dépend de la matiére premiere telle que
son état origine, ses caractéristiques ainsi que le rendement que l'on veut.
(Recommandations relatives aux crittres de qualité des huiles essentielles
(Chemat,2008)Il est important de faire la difféerence entre un extrait aromatique et une
huile essentielle. Un extrait aromatique est le nom donné pour les extraits aromatiques
obtenus par des solvants tel que I'hexane ou I'éthanol. Alors que pour une huile

essentielle, seule I'eau peut étre utilisée pour I'obtention. (Fernandez et Chemat ,2014)

Matiere premiére contenant des composés
aromatiques

— ,//" . .
LA pd Extraction par les e
Macération alcoolique P Enfleurage
/ e solvants
/ rg /”\\\
/ Macération dans la graisse N .
Teintures Concréte . ;
! Résinoide Pommade
Absolue l
Absolue
' d’enfleurage
Ex re:ssr'an Distilation
P : Hydrodistillation
N\ /
\ y
T

Huile essentielle

Figure 6:Différents extraits aromatiques obtenus a partir de matieres végétales
(Lee et Lee,2003)

Il existe différents procédés d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée
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définit obligatoirement la nature de I'essence ainsi que son éventuelle utilisation.

On distingue les procédés suivants :

2.4.1.Hydrodistillation simple

C’est la méthode la plus ancienne et polyvalente pour l'obtention des huiles
essentielle. Dans ce procédé, le matériel végétal est submergé dans I'eau qui est
chauffée pour produire de la vapeur riche en substances aromatiques. Cette méthode
donne de trés bons résultats avec des poudres ou des matériels végétaux durs comme
les graines et les racines. La production de la vapeur en utilisant un chauffage direct du
végétal entrainerait des réactions d’hydrolyse ce qui va causer la perte de certains esters

aromatiques (Lee et Lee,2003).

Chapiteay ——» Col de cygne

Corps de l'alambic Serpentin
(cucurbite)
Eau froide
Huile
Source de L~ ess‘entielle
chaleur «—— Essencier

Hydrolat «——

Figure 7:Montage pour I’hydro distillation type alambic (Deschepper, 2017)

2.4.2.Vapo-hydrodistillation

Il s’agit d’'une variante a mi-chemin entre I'hydrodistillation et I'entrainement a la
vapeur dans laquelle la matiere végétale et I'eau se trouve dans la méme enceinte mais
ne sont pas en contact. L’'eau est portée a ébullition par le chauffage de la cuve, se
transforme en vapeur et passe au travers de la plante, posée sur une grille au-dessus de

'eau (Deschepper, 2017)
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Figure 8:Schéma d'une installation de vapo-hydrodistillation
(Deschepper,2017)

2.5. La conservation des huiles essentielles

Les composés des huiles essentielles sont relativement instables ; le
conditionnement doit permettre de les protéger. Les différents types de dégradation sont
multiples comme par exemple photo-isomérisation, photocyclisation, coupure oxydative,
peroxydation et décomposition en cétones et alcools, thermo-isomérisation, hydrolyse et
transes-térification.Ces dégradations peuvent modifier les propriétés et/ou mettre en
cause l'innocuitéde I'huile essentielle. Il convient de les éviter par l'utilisation de flacons
propreset secs en aluminium vernissé, en acier inoxydable ou en verre teinté anti-
actinigue. Ces contenants sont presque entierement remplis et fermés de facon étanche

puis stockés a I'abri de la chaleur et de la lumiére. (Mansar ,2016).

2.6.Type chimique :

Le chémotype (ou chimiotype) définit la (les) molécule(s) biochimiquement
active(s)de I'HE. On parle ainsi d’HECT : Huile Essentielle Chémotypée. Cette mise en
évidence est nécessaire car pour une méme plante, I'essence synthétisée est
biochimiqguement différente en fonction du biotope dans lequel elle se développe. Une
plante aromatique peut donc fournir des HE totalement différentes en fonction du lieu de
récolte ou de lorigine géographique.Biochimiquement différents, deux chémotypes
peuvent ainsi présenter des activités mais aussi des toxicités différentes.Par exemple,
prenons 'huile essentielle de Thymus vulgaris. Le Thymus vulgaris présente une activité

anti-infectieuse, stimulante, régénératrice des cellules hépatiques et présente tres peu
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d’effets secondaires. Le Thymus vulgaris et thymol est, quant a lui, un antibactérien,
mais présente une action caustique pour la peau et est hépatotoxique a doses élevees et

prolongées.(Zhiri et Baudoux ,2006).

Chémotypes principalement rencontrés dans les huiles essentielles

La détermination de ce dernier est possible grace au couplage de la chromatographie en
phase gazeuse et de la spectrométrie de masse. Plusieurs familles biochimiques sont
frequemment rencontrées : les alcools, les cétones, les aldéhydes terpéniques et
aromatiques,les esters, les éthers, les terpénes ainsi que les oxydes.( Zhiri et
Baudoux,2006).

2.7. Biosynthése des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes dont les constituants
appartiennent a deux grandes familles : les composés terpéniques qui sont
majoritaires et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane. Les végétaux
par leur pouvoir autotrophe sont capables de synthétiser leurs propres matieres
organiques a partir de I'énergie lumineuse, de I'eau et des minéraux présents dans le sol.
Les photons lumineux sont captés par la chlorophylle puis emmagasinés, par la
transformation d’ADP en ATP, au sein de liaisons phosphores riches en énergie. Le reste
de I'énergie lumineuse permet la dissociation de l'eau en hydrogéne et oxygéne.
L’'oxygéne est libéré dans I'atmosphére ; en échange, la plante capte le dioxyde de
carbone. Ce dernier, couplé a I'hydrogéne, sous forme de protons réactifs, permet la
formation de sucres simples, trioses puis hexoses (Courtial, 2005; Franchomme et al.,
1990). La biosynthese des huiles essentielles se fait suivant deux principales voies :La
voie des terpénoides et la voie des phénylpropanoides (Mann,1987).

2.7.1. Voie des Terpéenoides

Chaque groupe de terpene est issu de la condensation d’'un nombre variable
d’unité sisopréniques. Le principal précurseur des terpenes est l'isopentylpyrophosphate,
gui est un ester phosphoriqgue en C5. Ensuite, grace aux réactions enzymatigues, et a
partir de I'lPP, la plante donne les précurseurs des mono terpenes, des sesquiterpénes.
(Bruneton ,2009).
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Figure 9:Le précurseur de la voie terpénique (Bruneton ,2009).

Le matériau de base est I''PP (isopentyl pyrophosphate), molécule a cing atomes de
carbones ayant une structure semi-alvéolaire. Il est dérivé de I'Acétyl CoA (carrefour
important), lui-méme issu du PEP (phosphoenolpyruvate) provenant directement du
fructose. La construction des squelettes hydrocarbonés a lieu par la juxtaposition « téte a
queue » d'unités isopréniques, unités pentacarbonés ramifiées assemblées
enzymatiquement. Ainsi on trouve des squelettes hydrocarbonés a dix carbones
(monoterpénes), puis a quinze carbones (sesquiterpenes) et plus rarement, a vingt
carbones (diterpenes). Le processus peut se poursuivre mais dans d'autres buts que la
synthése des essences (Mann, 1987).
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Figure 10:Biosynthese des terpenes (Heng ,2010)
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2.7.2. Voie des Phénylpropanoide

Ces composés ont une voie totalement différente de celle des terpénes. Le
précurseurde la voie des phénylpropanoides est le phénylpropane. Cette voie génere les
phénols, les acides, les coumarines, les stilbenes, les flavonoides et dérivés, Pour arriver
a ceci, plusieurs étapes d’oxydations sont indispensables, rajoutés a ces étapes, des
facteurs endogenes et exogenes. Cette voie permet la fabrication par les plantes de
différentes lignées de molécules actives. (Fernandez Chemat et Farid ;2012) .Grace a
ces différentes réactions, les plantes aromatiques peuvent synthétiser jusqu’a5% de leur
poids d’essence. Ces essences sont positives pour la plante et saprotection contre les
bactéries ou les virus, d’étre un moyen de communication avecles insectes pollinisateurs,

ainsi que d’autres fonctions. (Faucon, 2015)

2.8.Fonction des huiles essentielles

2.8.1.Le rOle Biologique

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses, cependant, elles possedent également des propriétés cytotoxiques qui les
rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants entant qu'agents antimicrobiens a

large spectre (llammoudi, 2008; Ferhat et aL, 2009).
2.8.1.1.Antibactérienne

Selon Benayad ,(2008), les phénols (carvacrol, thymol) possédent le coefficient
antibactérien le plus élevé, suivi des monoterpénols (géraniol, menthol, terpinéol),

aldéhydes (néral,géranial),etc

2.8.1.2. Antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies tres variées dont certaines posent des
problemes non résolubles aujourd'hui, les HE constituent une aubaine pour traiter ces
flétaux infectieux, les virus sont tres sensibles aux molécules aromatiques
(Benayad,2008).

2.8.1.3 Antifongique
Les mycoses sont d'une actualité criante, car les antibiotiques prescrits de

maniéere abusive favorisent leur extension, avec les HE on utilisera les mémes groupes
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gue ceux cités plus haut, on ajoutera les sesquiterpéniques et les lactones
sesquiterpéniques. Par ailleurs, les mycoses ne se développent pas sur un terrain acide.

Ainsi il faut chercher a alcaliniser le terrain (Benayad, 2008).

2.8.1.4.Antiparasitaire
Le groupe des phénols possede une action puissante contre les parasites

(Benayad, 2008).

2.8.1.5Antiseptique
Les aldéhydes et les terpénes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes

etantiseptiques et s'opposent a la prolifération des germes pathogenes (Benayad, 2008).

2.8.2. Lerble écologique:

D’aprés Richter (1993), les huiles essentielles jouent plusieurs roles écologiques
- Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance)
- Interaction plante-animal, pour leur protection contre les prédateurs (insectes,

- herbivores, champignons, micro-organismes) ; attraction des insectes pollinisateurs.

2.9.Stabilité des huiles essentielles

L’extraction des HEs doit étre suivie d’'une maturation de I'HE : il lui faut passer
par un temps de repos indispensable (comme pour le vin) afin que les diverses
molécules entrant dans sa composition puissent se « réajuster » entre elles, c’est-a-dire
se stabiliser. Ce temps de repos, qui doit étre d’au moins un mois, peut étre plus long
pour certaines huiles comme celle du Laurier noble qui doit reposer un an.(Da silva
frederic,2010).

2.10Expression des molécules bioactives en cas de bio agression par des
agents pathogénes microbiens ou animal

2.10.1.Généralité sur le principe de résistance chez les plantes
(Interaction pante hote /insecte )

Il existe de nombreuses espéces de plantes et d'insectes sur terre et les
processus évolutifs a long terme ont conduit a des relations trés intimes et dynamiques
entre les insectes et leurs plantes hoétes (Schoonhoven et al., 2005; Matthews et
Matthews, 2009; Sauvion, et al., 2013; Willis et McElwain, 2014). Certaines interactions

peuvent étre bénéfiques pour la plante, comme dans le cas de la pollinisation par les
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insectes ou de la dispersion des graines ( Klein et al., 2007) et d’autres sont déléteres,
comme dans le cas d’attaques par des insectes herbivores(Schoonhoven et al., 2005;
Zhang et al., 2013*).Les plantes subissent des pressions de sélection pour maximiser les
interactions avec les insectes utiles et minimiser les interactions avec les insectes
nuisibles. Pour lutter contre les antagonistes, les plantes ont développé un réseau de
défense complexe qui comprend des structures morphologiques spécialisées ou la
production de métabolites secondaires et de protéines qui ont des impacts négatifs sur
les pathogénes et les insectes herbivores (Rani et Jyothsna, 2010; War et al., 2011a,
2011b). Les plantes se défendent en influengant la préférence des insectes, l'efficacité
alimentaire, la survie et/ou la reproduction mais aussi en attirant d’autres especes

comme les ennemis naturels des insectes .

2.10.2 Manipulation des plantes implique une modification des
niveaux de phytohormones

Les plantes se défendent en influengant la préférence des insectes, I'efficacité
alimentaire, la survie et/ou la reproduction (défense directe) mais aussi en attirant
d’autres especes comme les ennemis naturels des insectes (défense indirecte) (Tooker
et Helms, 2014). Les insectes herbivores peuvent manipuler la biosynthése hormonale
des plantes et les voies de signalisation dépendantes des hormones pour réguler la
croissance, la défense et/ou le statut nutritionnel des plantes et de nombreux organismes
sont maintenant connus pour étre capables de produire des phytohormones (Giron et al.,
2013; Guiguet et al., 2016). Des niveaux élevés de phytohormones ont également été
détectés dans le corps, la salive ou des glandes accessoires d’insectes gallifiants et
d’'insectes miniers suggérant leur capacité a produire et a délivrer ces effecteurs a la
plante (Giron et al., 2013; Bartlett et Connor, 2014; Tooker et Helms, 2014) . En tant que
régulateurs importants de la croissance, de la défense et du métabolisme des plantes, il
n’est pas surprenant que les phytohormones aient été la cible des insectes phytophages
au cours de I'évolution (Schultz et Happel, 2004; Erb et al. 2012, Giron et al, 2013).

2.10.3. Les phytohormones dans les interactions plantes-insectes

Les hormones végétales sont un ensemble de petites molécules structurellement
indépendantes dérivées de diverses voies meétaboliques essentielles (Santner et al.,
2009). Les phytohormones interviennent essentiellement dans tous les processus
physiologiques des plantes liés a la croissance et au développement, y compris la

régulation de la quiescence et de la germination des graines, la formation des racines, la
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floraison, la ramification et le tallage, et la maturation des fruits (Tsavkelova et al., 2006).
lls jouent également un role particulierement important dans la médiation des réponses
des plantes au stress biotique et abiotique de I'environnement et induisent ou suppriment
I'expression des génes impliqués dans la synthése des enzymes, des pigments et des
meétabolites (Tsavkelova et al., 2006; Wasternack et Kombrink, 2009). Les hormones
végétales "classiques” que sont l'acide jasmonique (JA), l'acide salicylique (SA) et
I'éthylene (ET) sont rapidement devenues des régulateurs clés de la défense, de la
physiologie et de I'écologie des plantes(Kessler et Baldwin 2002; Pieterse et Dicke 2007,
Erb et al. 2008; Schwachtje et Baldwin 2008; Pieterse et al. 2012). Le rdle de ces trois
principales phytohormones est parfaitement compris et elles ont été bien étudiées aux
niveaux moléculaire et écologique(Yang et al., 1980; Raskin, 1992; Santner et al., 2009,
Dicke et Baldwin 2010, Erb et al. 2012). bien que de nombreux autres acteurs soient
également impliqués dans ces interactions intimes, comme l'acide abscissique (ABA), les
gibbérellines (GB), les auxines (AUX) et les cytokinines (CK), qui plus récemment ont
(re)émergé comme d'importants régulateurs également (Robert-Seilaniantz et al., 2011,
Giron et al. 2013). En produisant potentiellement ces hormones végétales, les insectes
pourraient supprimer les défenses des plantes et assurer un apport actif de nutriments
pour leur propre bénéfice, mais cela pourrait aussi potentiellement activer les plantes
pour qu'elles se défendent mieux (Van Staden et Davey, 1978). Outre la synthese de
phytohormones, les insectes pourraient également agir directement sur la plante et
influencer I'équilibre hormonal de la plante par

1) La mobilisation de précurseurs de phytohormones ou de formes de stockage,

2) La stimulation de la biosynthese des phytohormones,

3) La stimulation de la perception et/ou de la signalisation des phytohormones
2.10.4.Resistance aux bio agresseurs chez les végétaux

Dans leur environnement naturel, les plantes sont confrontées aux attaques de
nombreux agents pathogénes. Pour s’opposer a ces agresseurs, les plantes posséedent
et/ou développent plusieurs stratégies de défense. On distingue les résistances
constitutives qui sont déterminées par des facteurs préexistants avant tout contact avec
'agent pathogéne et les résistances induites qui se mettent en place a la suite de la
rencontre des deux protagonistes. Toutes ces résistances sont contrélées au niveau
génétique, par un seul gene (résistance monogénique) ou par plusieurs genes(résistance

polygénique) (Biffen, 1905).
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Résistance

Figure 11:Schéma simplifié des réactions de défense induites dans les

interactions plantes/agents pathogenes.(Vasquez, H. 2017)

Bien que dépourvue d'un systéme immunitaire évolué, chaque plante n'est sensible qu'a
guelques bioagresseurs: "la maladie est plutdt I'exception”. Les plantes possedent des
barrieres mécaniques préformées, la cuticule et la paroi pectocellulosique qui leur
conferent une résistance constitutive passive. Dans le cas ou I'agent pathogéne est
capable de franchir ces barriéres, la plante peut induire des systémes de défense, il
s’agit d’'une résistance active. Les mécanismes de défense active peuvent débuter par

la réaction d’hypersensibilité (HR)(Vasquez, H. 2017).

2.10.4.1.La réaction d’hypersensibilité

La réaction d’hypersensibilité est un mécanisme naturel de défense induite chez
les plantes contre les pathogenes. Elle est le résultat d’'un processus actif controlé
génétiquement entrainant la mort programmée d’un nombre limité de cellules hétes
entourant le site d’infection et permet de circonscrire le pathogéne et d’empécher sa
multiplication et sa migration Cette réaction est le résultat d’'une forte augmentation de la
consommation d’oxygéne et d'une production importante d’espéces réactives de
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'oxygéne (ROS: H202, HO-,02-).Ce burat oxydatif permet de catalyser le renforcement
des barrieres physiques mais il est aussi impliqué dans le signal des mécanismes de
défense plus tardifs (activation des genes codant pour les protéines liées a la pathogénie
PR,inhibition de protéase)(Vasquez, H. 2017)

2.10.4.2.Les messagers de la défense

Les mécanismes de défense mis en place ne se limitent pas a la proximité
du site d’infection. La plante développe une réponse systémique, état de résistance
généralisé, qui permet de la protéger contre des attaques ultérieures de bioagresseurs.
Cet état, proche de [limmunité animale, apparait quelques heures apres la
reconnaissance plante-pathogéne et implique la diffusion du signal aux cellules saines a
l'aide de messagers secondaires (Benhamou, 2009). Les messagers secondaires,
alertent les cellules entourant la zone d’attaque et 'ensemble de la plante, et dévient leur
métabolisme vers la lutte contre l'agression. Ces messagers sont de nature
polysaccharidique et proviennent de la dégradation des parois du pathogéne sous
'action des hydrolases de I'héte ou de la dégradation des parois des cellules végétales
hydrolysées par les enzymes du pathogéne (Turelli et al., 1982). Le réle des messagers
secondaires est aussi attribué a des phytohormones comme [I'éthylene, l'acide
salicylique, I'acide jasmonique ou encore I'acide abscissique. Ces composés, qui sont le
résultat de l'activation des génes précoces, jouent un rdle dans linduction de la
résistance systémique acquise en activant a leur tourdes génes de défense tardifs et la
production d’'une diversité de composés issus du métabolisme secondaire, comme des
protéines de défense et diversesphytoalexines (Ryals et al., 1996; Benhamou, 2009).
Ces molécules et particulierement les molécules phénoliques de petite taille ont aussi un

r6le antimicrobien direct.

2.10.4.3.Les réponses défensives a I'infection

Lorsqu’une plante est attaquée, de multiples enzymes sont activées, comme les
polyphénol-oxydases et les peroxydases. En conséquence, des composés sont
néoformés et d’autres sont synthétisés en plus forte concentration. Ces composés
permettent le renforcement des parois cellulaires de I'héte, le blocage du développement

et la neutralisation du parasite (Vasquez, H. 2017)
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2.10.4.3.1.Renforcement des parois cellulaires

La paroi étant le premier obstacle que rencontrent les parasites, les plantes ont
mis en place des mécanismes de défense par incorporation réactionnelle de lignine,
subérine, callose ou glycoprotéines. Ces dép6ts contribuent a la rigidifiassions de la
paroi que de nombreux micro-organismes sont alors incapables de dégrader et de
franchir (Duhoux et Nicole, 2004). Ces mécanismes physiques, ralentissant la
pénétration du pathogene, permettent a la plante d’activer les autres voies de
biosynthése de molécules a action antimicrobienne directe (protéines PR,
phytoalexines...) (Benhamou,1996). Des glycoprotéines structurales riches en
hydroxyproline (HRGP)s’accumulent aussi dans les parois et participent a la défense

mécanique de la plante contre les bioagresseurs (Lepoivre, 2003).

2.10.4.3.2.Les protéines Pathogenesis-Related (protéines PR)

Il s’agit de 14 classes de protéines induites lors d’'un stress biotique ou abiotique
(Van Loon et al.,, 1994). Leur fonction biologique n’est définie que pour certaines :
Glucanase (PR2), Chitinase (PR 3, PR8, PR11),Peroxydase (PR9), Inhibiteur de
protéases (PR6, PR7), Ribonucléase (PR10) de nombreuse autres PR ont été

découvertes ces derniéres années.

2.10.4.3.3.Les phytoalexines
les phytoalexines sont des molécules dont la synthese est induite chez les

végétaux en réponse a différents facteurs de stress biotiques et abiotiques et qui
possédent un pouvoir inhibiteur a I'égard d’un large éventail de microorganismes. elles
présentent des structures chimiques variées mais caractéristiques de la famille végétale :
isoflavonoides chez les legumineuses , sesquiterpenoides chez les solanacées,
polyacétylenes chez les composées, diterpenes chez les graminées, toxiques pour les
parasites, les phytoalexines le sont aussi, a forte concentration, pour les plantes hétes (
kobayashi et al., 1995). Leur accumulation au cours de la réaction d’hypersensibilité est

en grande partie responsable de la mort des cellules qui constitue la nécrose bloquante .
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Chapitre 2 : matériel et méthodes

1.0bjectif
L’'objectif de ce travail est d’évaluer [lactivité biocide de différentes

phytopréparations a base dhuiles essentielles de deux espéces de Romarin
(Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tournefortii) soumis a différents modes de
stimulation sur les adultes de Tribolium castaneum.

2.Matériel d’étude

2.1. Matériels biologique

2.1.1. Origine du matériel végeétal

Le matériel végétal, Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tournnefourteii pour
I'extraction des huiles essentielles et I'étude de leurs effets insecticide .Ce matériel a été
récolé au niveau de deux sites différents, Jardin d’Essais d’El Hamma et Mausolée royal

de Maurétanie.

Figure 12:Peuplement de deux romarins du site d’étude B :Rosmarinus officinalic
A :Rosmarinus tourneforteii

(Originale)
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2.1.1.1.Site d’étude de jardin d’essai d’EL Hamma

La conduite des différents régimes de nutrition organique et la cueillette du
matériel végétal ( Rosmarinus officinalis) a été réalisée au niveau du carré botanique de
jardin d’essai, situé dans le quartier EL Hamma a Alger ,est un jardin luxuriant ,qui
s’étend en amphithéatre ,au pied du musée national des Beaux -Arts ,de la rue
Mohamed —Belouizdad a la rue Hassiba —Beb —Bouali sur une superficie de 32 hectares
(Anonyme ,2020) .

SGoogle Earth

Figure 13:Image satellite du carré botanique de jardin d’essai (Google —Earth,2020)

2.1.1.2.Site d’étude Mausolée royal de Maurétanie

La conduite des différents régimes de nutrition organique et la cueillette du
matériel végétal ( Rosmarinus tourneforteii) a été réalisée au niveau de Mausolée royal
de Maurétanie situé sur l'actuelle commune de Sidi Rachad a une soixantaine de
kilomeétre a I'ouest d’Alger (Anonyme ,2020).
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Figure 14:lmage satellite de zone d’étude au niveau de Mausolée royal Mauritanie
(Google —Earth,2020)

2.1.2.0rigine du matériel animal

Le matériel animal destiné a [I'évaluation du potentiel insecticide des
phytopréparations a base d’huiles essentielles de deux espéces du Romarin
(Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tournefortii) est limité aux individus du Tribolium de
la semoule Tribolium castaneum (Coleoptera; Insecta) (Fig. 11) lls sont placés dans des
bocaux en verre d'une capacité variable. Afin d'éviter le phénomene de surpopulation,
nous avons procédé a un transfert régulier des adultes dans de nouveaux bocaux,

permettant ainsi d'assurer de nouvelles infestations.
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Figure 15:adulte de Tribolium castaneum observeé sous loupe binoculaire
Gr:(3X100) (Originale)

3. Méthodes d’étude

3.1. Elevage en masse de Tribolium castaneum

Selon la méthode décrite par Laviolette et Nardon(1963), la production de masse
deTribolium castaneuma été réalisée dans des bocaux en verre (30x15) contenant de la
farine dont l'ouverture est recouverte de tulle permettant la respiration et inhibant la fuite
des individus. Le dispositif d’élevage est installé dans une étuve ventilée a une

température et humidité relative de 30°C et 70%.

3.2. Phytopréparations a base d’huiles essentielles

3.2.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I'huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis et
Rosmarinus tourneforteii a été réalisée par hydrodistillation de type Clevenger (Fig. 5). Il
est constitué d’'un chauffe ballon, un ballon de 1L, une colonne de condensation de la
vapeur (réfrigérant) et un collecteur en verre qui regoit les extraits de la distillation. L’huile
essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre brun fermé
hermétiquement a 4°C et a 'ombre. Le principe de cette méthode est basé sur un

entrainement des constituants volatiles de I'huile essentielle par la vapeur d’eau.
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Cette derniére chargée des produits volatils est condensée dans un réfrigérant

pour donner de I'huile essentielles aprés décantation

Figure 16:Dispositif d’hydrodistillation type Clevenger (Originale)

70 g des échantillons séchés de Rosmarinus officinalis et de Rosmarinus
tourneforteii sont mises dans un ballon, additionné de 700 ml d’eau distillée. L’'ensemble
est porté a ébullition, aprés I'apparition de la premiére goutte de distillat a la sortie du
tube de condensation de la vapeur, I'huile essentielle est alors entrainée par la vapeur
d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par un condensateur, fixé par un support
approprié en position verticale pour faciliterl'écoulement du distillat. Le temps de cette
extraction est d’environ deux heures et demi. Le distillat obtenu est récupéré dans une
ampoule a décanter. Le mélange est laissé au repos quelques minutes, ce qui résulte
I'apparition de deux phases, l'une est organique (huile essentielle) et I'autre est aqueuse.
En fin, le distillat est recueilli dans un tube a essai et I'huile essentielle des fleurs de

Rosmarinus officinalis sera par la suite récupérée dans un flacon approprie.
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3.2.2.Calcul du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport
entre la masse d'huile essentielle obtenue aprés I'extraction (M) et la masse de la
matiere végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est exprimé

par la formule suivante :

RHE% = (mh / mv) x100
Avec :

RHE : Rendement en huile essentielle en %.
M' : Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiére végétale séche utilisée en gramme

3.2.3.Application des bioproduits

Préparation des dilutions

Les tests d’efficacité sur les adultes de Tribolium castaneum ont été réalisés a
quatre doses , a partir de différentes phytopréparations a base d’huiles essentielles de
deux espéces de Romarin (Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tournefortii) . Les doses
d’huile essentielle ont été utilisées est préparées en diluant chaque fois dans 1g de
tween ; 2g de DMSO dans 100ml d’ eau distillé les volumes successifs de 100, 150,200

et 250 ul de I'huile essentielle.

Tableau 3:Différentes doses appliquées

Doses D1 D2 D3 D4

pl/ml 100 150 200 250

Application des traitements

Les traitements sont réalisés au niveau de laboratoire de Phytopharmacie
appliqguée, dans des conditions ambiantes (25 - 28°C et 60-80H%). Dans les boites de
pétri, 5,5 cm de diamétre, nous avons introduit 10 individus de Tribolium castaneum dans
chaque boite. L’effet par contact direct des phytopréparations a été conduit par
pulvérisation des individus adulte de T. castaneum aprés leur introduction dans les boites

de pétri . L'effet résiduel des phytopréparations a été conduit par pulvérisation du papier
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filtre disposé au fond des boites de pétri, puis nous avons introduit les individus de T.
castaneum aprés15 min d’apport des traitements. L'essai est réalisé en 5 répartitions
étalées sur une période de 6h .
3.4.Estimation de la mortalité observée
A l'aide d’'une pince, nous avons estimé la mortalité des adultes de Tribolium

castaneum. Ces observations a été apres15min, 30 min, 1h, 1h30min, 2h, 2h30min, 3h,
3h30min ,4h, 4h30min, 5h, 5h30min, 6h de traitement.L’efficacité de I'huile essentielle
est évaluée par la mortalité. Les résultats des tests effectués ne représentent pas
uniquement la mortalité causée par I'huile ; mais il y a aussi la mortalité naturelle .Le taux
de mortalité des adultes de Tibolium castaneum est estimé en fonction du temps
d’exposition et différentes doses appliquées D1 (100ul/ml), D2 (150ul/ml et D3z (200ul/ml)
et D4 (250ul/ml) avec les dilutions.
4. Analyse statistique des données

L’analyse statistique a concerné [I'évaluation de [lactivité insecticide des
phytopréparations a base d’huiles essentielles de Rosmarinussur la disponibilité
numeérique des individus adultes de Tribolium castaneum. Les analyses de la variance
sont faites sur des moyennes homogénes adoptées sur la base d’un coefficient de
variance (C.V. <15%). La signification des comparaisons des moyennes a été confirmée
par un test de comparaison par paire (Test Tukey). Les contributions significatives
retenues sont au seuil d’'une probabilité de 5%, les calculs ont été déroulés par le logiciel
XLSTAT vers. 9 (SPSS, 2016).
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CHAPITRE 3 : résultats et discussion

Les résultats relatifs a [I'évaluation de [lactivité bioinsecticide des huiles
essentielles de deux especes du Romarin, (Rosmarinus officinalis et Rosmarinus
tournefortii sur les adultes du Tribolium rouge de la farine, Tribolium castaneum sont
exposeés dans ce chapitre. Les huiles essentielles testées sont obtenues suite a I'apport
de différents stimulateurs (lombricompost liquide, lombricompost solide, eau courante et

eau saline)

1. Estimation du rendement de I'huile essentielle du romarin sous l'effet des

différents stimulateurs.

1.1. Le rendement de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sous l'effet des

différents stimulateurs

Rendement de I'huile essentielle sous l'effet du sel (Nacl) est 1%

Rendement de I'huile essentielle sous I'effet du vermicompost solide est 0,812%
Rendement de I'huile essentielle sous l'effet du vermicompost liquide est 0,762 %
Rendement de I'huile essentielle sous I'effet de 'eau est 0 ,725%

Rendement de I'huile essentielle du témoin est 0,712 %

1 .2. Le rendement de I’huile essentielle de Rosmarinus tournefortii sous I’effet des

différents stimulateurs

Rendement de I'huile essentielle sous l'effet du sel (Nacl) est 0 ,5%

Rendement de I'huile essentielle sous I'effet du vermicompost solide est 0,301%
Rendement de I'huile essentielle sous I'effet du vermicompost liquide est 0,291 %
Rendement de I'huile essentielle sous I'effet de I'eau est 0 ,282%

Rendement de I'huile essentielle du témoin est 0,201 %

2. Estimation de la mortalité observée des différentes phytopréparations de

Rosmarinus officinalis

L’étude du pouvoir biocide par contact direct des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalisont a été testée sur Tribolium castaneum dans le but d’estimer la variation

temporelle des taux de mortalité des adultes.
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D’aprés les resultes obtenus (le graphe et le teste ANOVA).I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis traité par le lombricopost liquide est révélée toxique contre le
Tribolium castaneum a la dose D2 (150ul/ml), en effet le taux de mortalité est de
20.62% apres 3 heures d’exposition au traitement il a augmenté pour atteindre 23,69% a
la dose D4 (250ul/ml) avec la méme durée d’exposition .La dose D1 (100ul/ml) (Fig ;18
a )et le témoin ne provoquent qu’un taux de mortalité trés faible 13.54% et O
respectivement.

Le teste Tukey désigne pour le facteur doses l'existence de trois groupes
homogenes par contact la dose D1 et le témoin sont les plus faibles désignées par deux
groupes homogenes (c) et (b). Au-dela des doses D2, D3 et la fort dose D4, le teste
signale le présence d’un groupe homogene (a) désignant ainsi une gradation positive de

la mortalité observée. (Fig :18 b).
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Figure 17:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis traité par le lombricompost liquide

D’aprés les résultats obtenus (le graphe et le teste ANOVA).I'huile essel de
Rosmarinus officinalis traité par le lombricopost solide est révélée toxique contre
Tribolium castaneum a la dose D2 (150ul/ml), en effet le taux de mortalité est de
21.54% apres 3 heures d’exposition au traitement il a augmenté pour atteindre 59.38% a
la dose D4 (250ul/ml) avec la méme duré d’exposition. La dose D1 (100ul/ml )et le

témoin ne provoquent qu'un taux de mortalité trés faible 12,00% et 0 respectivement

(Fig :19 a).

Le teste Tukey désigne pour le facteur doses l'existence de quatre groupes
homogenes par contact, la dose D1 et le témoin sont les plus faibles désignées par deux

groupes homogenes (c) et (d). Au-dela de doses D2, le teste signale la présence d’un
35



groupe homogene (b), et la dose D3 et la plus forte dose D4, sont représentées par un
groupe homogene (a) désignant ainsi une gradation positive de la mortalité observée
(Fig :19 b) .
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Figure 18:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rocsmarinus
officinalis traité par le lombricompost solide

D’aprés les resultes obtenus (le graphe et le teste ANOVA).I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis irrigué par I’eau courante est révélée toxique contre Tribolium
castaneum a la dose D2 (150ul/ml), en effet le taux de mortalité est de 15.69% apres
3heures d’exposition au traitement il a augmenté pour atteindre 37.23% a la dose D4
(250ul/ml) avec la méme durée d’exposition. La dose D1 (100ul/ml), le témoin ne

provoquent qu'un taux de mortalité trés faible 10.77 et O respectivement (Fig :20 a).

Le teste de Tukey désigne pour le facteur doses l'existence de cinq groupes
homogenes par contact.la dose Dlet Le témoin sont les plus faibles désignées par deux
groupes homogeénes (c) et (d), au dela des doses D2 et D3, le test signal la présence de
deux groupes homogenes (b) et (ab), et la plus forte dose D4, est représentée par un
groupe homogene (a) désignant ainsi une gradation positive de la mortalité observée
(Fig :20 b).
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Figure 19:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis irrigué par I’eau courante

D’aprés les résultats obtenus (le graphe et le test ANOVA), I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis traité par I'’eau saline est révélée toxique contre Tribolium
castaneum a la dose D1 (100ul/ml), en effet le taux de mortalité est 61.85% apres 3
heures d’exposition au traitement il a augmenté pour atteindre 72.62% a la dose D4
(250 Ul/ml) avec la méme durée d’exposition. le témoin ne provoque pas une mortalité
(Fig:21a,b)

Le teste Tukey désigne pour le facteur doses I'existence de quatre groupes
homogenes par contact. la dose D1 et Le témoin sont les plus faibles désigné par deux
groupes homogenes (c) et (d) .Au dela des doses D2 et D3, le test signale la présence
d’'un groupe homogéne (b), et la plus forte dose D4, est représentée par un groupe

homogene (a) désignant ainsi une gradation positive de la mortalité observée (Fig :21, b)
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Figure 20:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis irrigué par I’eau saline

2. Estimation de la mortalité observée des différentes phytopréparations de

Rosmarinus tournefortii

D'apres les résultats obtenus (le graphe et le test ANOVA), I'huile essentielle de
Rosmarinus tournefortii traité par le lombricompost liquide s'est révélée toxique
contre Tribolium castaneum a la dose D2 (150 ul/ml) en effet le taux de mortalité est
de 31,08% apres 3 heures d'exposition au traitement il a augmenté pour atteindre
46,46% a la dose D4 (250 ul/ml) avec la méme durée d'exposition. La dose D1 (100
ul/ml)et le témoin ne provoquent qu'un taux de mortalité trés faible 14,15% et O

respectivement.(Fig :22,a,b)

Le test de Tukey désigne pour le facteur doses I'existence de quatre groupes
homogénes par contact. La dose Dlet le témoin sont les plus faibles désignées par
deux groupes homogénes (c) et (d). Au-dela des doses D2et D3, le test signale la
présence d’'un groupe homogene (b), et la plus forte dose D4, est représentée par un
groupe homogene (a) désignant ainsi une gradation positive de la mortalité observée
(Fig :22,b).
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Figure 21: Evaluation temporelle de la m “rtalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii traité par le lombricompost liquide

Les résultats dans (le graphe et le test ANOVA), montrent que I'huile essentielle
de Rosmarinus tourneforti itraité par le lombricompost solide a provoqué un
pourcentage de mortalité allant de 17,23% a 49,23% au bout de 6 heures d'exposition et
ce la, de la plus faible a la plus forte dose. Ces mortalités se sont échelonnées dans le
temps. En effet au bout de 6 heures elles passent de D1 (17,23 %), a D2 avec 35,69 %
et D3 (46,77 %), a D4 (49,23 %) respectivement pour les quatre doses 50% de mortalité
ont été engendrées par la D4 (250ul/ml) et la D3 (200 ul/ml). Le témoin reste toujours 0

taux de mortalité (Fig :23,a,b).

Le test de Tukey désigne pour le facteur doses l'existence de cing groupes
homogenes par contact. La dose Dlet le témoin sont les plus faibles désignées par
deux groupes homogénes (c) et (d). Au-dela des doses D2 et D3, le test signale la
présence de deux groupes homogeénes (b) et (ab) , et la plus forte dose D4, est
représentée par un groupe homogéne (a) désignant ainsi une gradation positive de la

mortalité observée (Fig :23,b).
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Figure 22:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Triboliumcastaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de traité par le
lombricompost solide

Les résultats de l'effet par contact dede I'huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii irrigué par ’eau courante, le bioproduit testés sur les adultes de Tribolium
castaneum sont reportés graphiqguement sur la figure (Fig :24,a,b).Les profiles des taux
temporel de mortalité augmentent que quelque soient les doses par rapport aux témoins
(Fig :24,a,b).

Cependant, nous constatons que l'effet létal par contact de D3( 200ul/ml) et D4(
250ul/ml) avec taux de mortalité de 36,00% et 64,31% respectivement est supérieur a
celui des doses D1 (100ul/ml) et D2( 150ul/ml) dont l'efficacité est trés faible avec un
taux de mortalité de 1,54%et 6,77%respectivement aprés 3heures jusqu’a 6heures du

traitement .

Le test de Tukey désigne pour le facteur doses l'existence de cinq groupes
homogenes par contact. La dose D1, D2 et le témoin sont les plus faibles désignées par
trois groupes homogeénes (e ) ,(c) et (d). Au-dela de dose D3, le test signale la présence
d un groupe homogene (b), et la plus forte dose D4, est représentée par un groupe
homogene (a) désignant ainsi une gradation positive de la mortalité observée (Fig :24,b).
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Figure 23:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii irrigué par I’eau courante

Les résultats de l'effet par contact de rlhuile essentielle de Rosmarinus
tournefortii irrigué par I’eau saline s'est montrée efficace sur Tribolium castaneum, a
la troisieme (200ul/ml) et la quatrieme dose (250 ul/ml) provoquant 57,54% et 84,00% de
mortalité aprés 3heures jusqua 6 heures de traitement, les doseD1 (100ul/ml) et D2
(150 ul/ml)ont donnés 16,92%, 39,38% respectivement de mortalité a la méme durée

guand au témoin (Fig :25,a,b).

Le test de Tukey désigne pour le facteur doses l'existence de cinq groupes
homogenes par contact. La dose D1 et le témoin sont les plus faibles désignées par
deux groupes homogénes (e ) et (d). Au-dela de dose D2et D3, le test signale la
présence de deux groupes homogenes (b) et (c), et la plus forte dose D4, est
représentée par un groupe homogéne (a) désignant ainsi une gradation positive de la

mortalité observée (Fig :25,b).
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Figure 24:Evaluation temporelle de la mortalité observée de Tribolium castaneum
par effet contact des différentes doses de I’huile essentielle de Rosmarinus
tournefortii irrigué par I’eau saline
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Discussion

Le Tribolium castaneum, est responsable de nombreux dégats affectant les
denrées stockées. L'utilisation des pesticides chimiques efficace contre les organismes
entrainés de multiples conséquences sur I'environnement. |l devient par conséquent,
indispensable de contrdler biologiquement ces organismes. Des études récentes ont
montré que les produits naturels issus des plantes et les métabolites secondaires
représentent une importante source de molécules pouvant étre exploitées dans différents

domaines entre autres la protection des denrées stockées.

L’objectif de notre travail est I'évaluation de la toxicité des huiles essentielles issues
d’'une nutrition organique et un stress salin de deux plantes médicinales et aromatiques
spontanées Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tourneforti  sur le Tribolium
castaneum. Les résultats de cette étude semblent étre intéressants et confirment leur
pouvoir protecteur vis-a-vis du bioagresseur ciblé. Toutefois, ils dénotent les aspects

suivants :

Evaluation de la toxicité des huiles essentielles sous l'effet stimulateur par
lombricompost liquide ,lombricompost solide ,le sel (Nacl) et I'’eau courante du
ville )sur le Tribolium castaneum .

Cette étude a montré que le rendement le plus élevé est enregistrée chez
Rosmarinus officinalis issue d’un strass salin. avec un taux de 1 %comparé a celui de
Rosmarinus tournefortii sous I'effet du sel ( Nacl )qui est de 0,5% ,Bekkara et al (2007)
signalent que dans la région de Tlemcen, la teneur en huile essentielle, obtenue a partir
des parties aériennes (feuilles + fleurs) du Romarin sauvage de la station de Honaine
prés de Tlemcen est de 0.8% et de 0.6% pour le Romarin cultivé de la station de

Tlemcen.

Il a été prouvé par (Menaceur, 2016), le travail étudie la composition chimique et I'activité
insecticide in vitro des huiles essentielles des feuilles de Rosmarinus tounefortii De Noé
et Lavandula stoechas L. cultivées en Algérie et pour évaluer leur bioactivité sur
Callosobruchus maculatus (F.) Les huiles essentielles de ces plantes ont été obtenues
par hydrodistillation (rendement = 1,6 et 0,16 ml/100 g de poids frais pour R. tounefortii et
L. stoechas, respectivement). L'évaluation de l'activité insecticide a montré qu'elles
avaient un fort effet toxique sur Callosobruchus maculatus F. par des tests de fumigation
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avec une réduction significative de la fécondité de la femelle et de I'éclosabilité des ceufs
pondus.

Les travaux de Atik Bekkara et al. (2007) et ceux de Rouabeh (2010), confirment les
résultats obtenus concernant la quantité des huiles essentielles chez le Rosmarinus
officinalis, durant ce travail. Les quantités obtenues par ces deux travaux sont
respectivement 0.8% et 0.9 %. Pour le Rosmarinus tournefortii, (Fadel et al.,2011) ont
obtenu une teneur en huile essentielle plus importante que celle obtenue au cours de ce
travail (1.21%).

D’aprés | étude de Neffar et Benabdrrahmene,(2013) la constatation qui a été faite a
montré que ces deux plantes présentent des rendements différents ou le Rosmarinus
officinalis présentait un rendement plus important que le Rosmarinus tournefortii. Cette
étude a montré aussi que I'exposition géographique agit sur le rendement des H.E; les
especes des expositions Nord présentent une richesse beaucoup plus importante que
celles exposées au Sud. L’analyse effectué la chromatographie sur couche mince a
montré la présence des composées polaire, intermédiaires, et apolaire. Elle & démontré
aussi I'existence de six éléments chimiques qui compose HE de Rosmarinus officinalis et
cing pour le Rosmarinus tournefortii. Il faut signaler que la variation des teneurs en huiles
essentielles n’est pas seulement due aux expositions géographiques mais a d’autres
facteurs écologiques (altitude, sol, etc.), c’est pour cela qu’il faut mener une étude
détaillée sur I'effet des facteurs écologiques sur le rendement et la composition de ces
huiles. Comme perspectives, nous proposons que cette étude soit poursuivie mais aussi
gue les rapports frontaux obtenus soient mis en valeur par l'identification des substances
ou des produits correspondants.

Cette hypothése est renforcée par une littérature assez conséquente qui stipule quelles
substances naturelles défensives des plantes ont servi d’insecticide longtemps avant
lavénement des substances chimiques de synthése. C’est ainsi qu’avec plus de
400.000substances chimiques (terpénes, alcaloides, phénols, tannins) le regne végétal
constitue la plus grande source de produits insecticides naturels du monde (anonyme,
2020) .

Les résultats de la présente étude montrent que la plus forte toxicité a été marquée
parles huiles essentielles de Rosmarinus tournefortii L sous I'effet stimulateur par le Nacl
qui se révele plus toxique que I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L sous l'effet

de différents stimulateurs .
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Kaufman et al (1999),Rosmarinus officinalis L., est considéré comme l'unedes
plantes aux terpenes les plus volatils a tres faible masse moléculaire. Il est riche
eneucalyptol, a et B pinéne, limonéne et camphre. Les sommités fleuries du Romarin, ont
despropriétés cholagogues et cholérétiques. L’huile essentielle du Romarin est

spasmolytique et un stimulant général.

Shaaya et al in Chiasson et Beloin (2007), ont testé des huilesessentielles de
plusieurs plantes comme le Basilic, la Marjolaine, I'Anis, la Menthe ainsi que le Romarin
et la Sauge. La majorité de ces plantes ont révélé jusqu'a une mortalit¢ de 100% sur
Rhyzoperta dominica, Oryzaephilus surinamensis, Tribolium castaneum et Sitophilus

oryzae ; et que le composeé essentiel de cette mortalité serait I'alpha-terpineol.

Lee et al. (2002)notent que I'huile essentielle du romarin est sélectionnée pour sa
toxicité potentielle et il est noté comme étant le fumigeant le plus puissant contre
T.castaneum avec une DL50 de 7,8 yl/Lair et une DL90 de 13,5ul/Lair.

Relativement a d’autres plantes comme l'anis, le cumin, l'eucalyptus et l'origan, le
romarin est moins actif sur T. castaneum, ou seulement 65% de mortalité a été

enregistrée avec une dose de 98,5ul/Lair (Tunc et al., 1999).

Ojimelukwe et alder (1999), signalent que£-pinéne, composant chimique principal
d’'une Lamiaceae du genre Artemesia a révélé un effet insecticide intéressant contre T.

castaneum.

Selon Prates et al (1998),les composants responsables de l'effet insecticide serait

le a- terpinéol, le cinéol et le limonéne.

Keto et al (2004),affirment que les produits toxiques sont ceux qui provoquent une
forte mortalité dans la population a faible concentration. Chez les larves, la DL50 et la
DL90 sont respectivement 29,90ul et 61,775 pl.

Les huiles essentielles de R.officinalis et d’E. globulusont causé 100 % de mortalité par
inhalation (seul traitement appliqué) sur les adultes de T. castaneum. Elles sont les plus
toxiques, au bout du 3eme jour pour E. globulus et au bout de 12 heures seulement pour
R.officinalis a des DL50 = 57,02 ul et DL90= 96,56 ul et DL50= 11,167 pl et DL90= 32,49

Ml
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L’activité insecticide de R. officinalis a été étudiée par plusieurs auteurs. En effet,
'eugénol, principal composant de I'huile essentielle, cause jusqu’a 100 % de mortalité
chez T. castaneum, R. dominica et Oryzaephilus surinamensis par fumigation a la dose
de 10 a 15 pl/l air (Shaaya et al. 1991).

En général, les huiles essentielles sont connues comme des neurotoxiques a effets
aigusinterférant avec les transmetteurs octopaminergiques des Arthropodes. D’aprés
(Isman, 2000 In Regnault-Roger, 2002).

Selon (Jun-Hyung Tak,2015) les huiles essentielles de plantes sont généralement
des mélanges complexes, et de nombreux facteurs peuvent affecter leur composition
chimique. Pour identifier les relations entre la composition et la bioactivité des
composants, des interactions comparatives et synergiques des principaux composants
de I'nuile essentielle de romarin ont été évaluées par rapport a des larves de troisieme
stade et a une lignée cellulaire ovarienne de la fausse-arpenteuse du chou, Trichoplusia
ni, par le biais de différentes méthodes d'application , les principaux composants de
I'huile de romarin que nous avons utilisée étaient le 1,8-cinéole, le (£)-camphre, le (+)-a-
pinéne et le camphéne. Par application topique sur les larves, le 1,8-cinéol a été identifié
comme le principal principe actif, tandis que par fumigation, le 1,8-cinéol et le (%)-
camphre, et dans un essai de cytotoxicité, le (+)-a-pinéne, ont été déterminés comme
étant les principaux principes actifs. Plusieurs combinaisons de ces constituants ont
présenté des activités insecticides synergiques lorsqu'ils étaient appliqués par voie
topique, en particulier parmi les combinaisons de trois constituants majeurs, le (%)-
camphre, le (+)-a-pinene et le camphene. Un mélange binaire de 1,8-cinéole et de (%)-

camphre a montré une activité accrue, avec un rapport de synergie de 1,72 .

D'apres les résultats de Jun-Hyung Tak ; Eduardo Jovel ; Murray Isman en (2015),
I'activité insecticide de I'huile de romarin semble étre une conséquence de l'interaction
synergique entre le 1,8-cinéol et le (x)-camphre, et le (x)-camphre devrait étre considéré

comme un agent synergique prometteur. (2015 Société de l'industrie chimique).

D’aprés Sikber (2006), Les huiles essentielles de romarin (Rosmarinus officinalis
L.) et de laurier (Laurus nobilis L.) obtenues dans la province de Mersin en Turquie, ont
été testées pour leur toxicité fumigante contre tous les stades de vie du tribolium
confusum du Val. L'analyse par GC-MS a montré que le 1,8-cinéol est le principal

composant des huiles essentielles de romarin et de laurier. Les vapeurs d'huiles
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essentielles de romarin et de laurier étaient toxiques pour tous les stades de vie du T.
confusum. Seulement 65% de la mortalité des oeufs a été atteinte lors de I'exposition a
une dose de 172,6 mgl -1 air d'huile essentielle de romarin a la période d'exposition la
plus longue (144 h) ; a la méme dose, les nymphes étaient le stade le plus résistant,
avec une valeur LT90 (temps létal) de 120,2 h. Les adultes étaient le stade le plus
résistant a I'huile essentielle de laurier, avec une valeur de LT90 de 77,2 h. Sur la base
des valeurs de LT90, la tolérance des stades de vie deT. confusum aux huiles
essentielles de romarin et de laurier était, par ordre décroissant : nymphe < larve <
adulte, et larve < adulte < oeuf < nymphe, respectivement. Sur la base de la
concentration x temps (Ct) des produits (g hl -1), I'huile essentielle de romarin était plus
toxique que le laurier pour les adultes et les larves deT. confusum. Cependant, I'huile
essentielle de laurier était plus toxique que le romarin pour les oeufs et les nymphes.
Comme ces huiles essentielles ont besoin de produits a forte teneur en Ct pour obtenir
une mortalité compléete deT. confusum par rapport aux fumigants commerciaux les plus
couramment utilisés, il serait impossible de les utiliser seules comme fumigants

commerciaux contre les insectes des produits stockés.

Saber Miresmailli etal. (2006),ont montré que,des essais biologiques sur 'huile

essentielle de Rosmarinus officinalis L. et des mélanges de ses principaux constituants
ont été réalisés en utilisant des souches spécifiques de l'acarien a deux points,
Tetranychus urticae Koch, sur des plants de haricot et de tomate. Deux constituants
testés individuellement contre une souche héte de haricot et cing constituants testés
individuellement contre une souche hoéte de tomate ont représenté la majeure partie de la
toxicité de I'huile naturelle. Les autres composants étaient relativement inactifs lorsqu'ils
étaient testés individuellement. La toxicité des mélanges de constituants sélectionnés a
révélé un effet synergique entre les constituants actifs et inactifs, avec la présence de
tous les constituants nécessaires pour égaler la toxicité de I'huile naturelle.
Les résultats obtenus par (Saber Miresmailli et al. 2006),indiquent clairement que I'huile
de romarin peut étre considérée comme un acaricide contre le tétranyque a deux points,
provogquant une mortalité complete en laboratoire a des concentrations qui n'entrainent
aucune phytotoxicité pour les plantes hétes (données non publiées). L'huile de romarin et
la plupart des autres huiles essentielles végétales sont non persistantes dans
I'environnement, car elles se volatilisent facilement a partir des plantes et d'autres
surfaces. Certaines huiles essentielles ne sont pas toxiques pour les organismes non
ciblés et peuvent étre utilisées en conjonction avec la lutte biologique.

D’aprés Ranil Waliwitiya et al (2005) I'huile essentielle de romarin ont été testées
a7
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sur des stades tardifs d'Agriotes obscurus (L.) (Coleoptera : Elateridae). Les toxicités de
contact et les toxicités volatiles du thymol, du citronellal, de I'eugénol et de I'huile de
romarin ont été déterminées. De plus, la phytotoxicité de ces composés a été évaluée
sur la germination du mais et le développement des semis. Le thymol présentait la plus
grande toxicité de contact (DL50 = 196,0 ug/larva), tandis que le citronellal et I'eugénol
étaient moins toxiques (DL50 = 404,9 et 516,5 ug/larva, respectivement). L'huile de
romarin n'a pas montré de toxicité de contact significative, méme a 1 600 pg/larva. En
termes de toxicité volatile, le citronellal était le plus toxique pour les larves de taupin
(CL50 = 6,3 pg/cm3), suivi par I'huile de romarin (CL50 = 15,9 pg/cm3), le thymol (CL50
= 17,1 pg/cm3) et l'eugénol (CL50 = 20,9 pg/cm3). Le thymol, I'eugénol et le citronellal
ont considérablement inhibé la germination et le développement des graines de mais,
tandis que I'huile de romarin n'a eu que des effets phytotoxiques minimes.

Selon Kellouche (2005), les grains de pois chiches et des feuilles en poudre de
plantes riches en huiles essentielles (Figuier, olivier, citronnier, eucalyptus) réduire La
fertilité des femelles Callosobruchus maculatus. Alors que I'huile essentielle extraite de
clous de girofle inhibe completement la ponte. Cependant, les huiles essentielles de
Romarinus offinalis et le Thymus vulgaris perturbent la reproduction de I'Acous celides
obtectus et Teneola bisselliella en inhibant complétement leur fertilité (Bouchikhi et
al.,2008).

48



Conclusion

L’étude menées dans ce mémoire avait pour objectif d‘analyser I‘effet insecticide
apporté sur I'action de I'huile essentielle des deux espéces de romarin (Rosmarinus officinalis
et Rosmarinus tournefortii) sur I'insecte des denrées stockées Tribolium castaneum réalisés

aux différentes doses sur les adultes bio-agresseurs .

Les résultats de mortalité liés au traitement par contact suivant les doses de 100ul,
150ul, 200ul et 250ul de | huile essentielles des deux espéces , montrent que les mortalités
des adules de Tribolium castaneum étaient en fonction des doses utilisées et du temps

d’exposition.

Les résultats obtenus montrent que les huiles essentielles testées peuvent étre utilisées
a des fins de biopesticides comme produit de remplacement dans le cadre d'une lutte
alternative pour la protection des denrées stockées . Cette essence peut étre utilisée comme

matiére premiére active dans la formulation de biopesticides .
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