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RESUME

La toxicité par les pesticides chimiques est d’intensité variable. D’ou l'intérét de
s’orienter vers de nouvelles alternatives tel que les biopesticides d’origine végétale qui
sont efficaces, a large spectre d’action et a toxicité faible. Les plantes sont connues
depuis fort longtemps pour leur utilisation dans la lutte biologique. L'Algérie de par sa
position géographique posséde une flore riche en plantes médicinales et aromatiques
a I'état sauvage, a savoir les fougéres. Dans ce cadre de recherche, le présent travail
a pour but d’évaluer et de comparer la toxicité d’un pesticide chimique (acétamipride
— néonicoténoide) et d'un biopesticide formulé a base de I'huile essentielle du
Pteridium aquilinum (Dennstaedtiaceae) sur des populations de souris en conditions

contrélées.

La composition chimique de 'huile essentielle des frondes du P. aquilinum a été
analysée par GC/MS, ou un total de 58 composeés a été identifié, représentant 69,44
% de son contenu total avec la prédominance du linalool et du carvacrol. L’évaluation
de ses activités biocides a réveélé une efficacité antimicrobienne puissante contre E.
amylovora, P. carotovorum subsp. carotovorum, P. savastanoi pv. savastanoi et A.
niger ainsi qu’ aphicide sur le puceron de la féeve A. fabae avec des DLso
respectivement de 27,79 pl/ml et 4,26 ul/ml aprés 24h et 48h de traitement. Aprés avoir
déterminer les doses efficaces, un biopesticide liquide a 6%de matiére active a été
formulé. Son activité aphicide était comparable a celle de 'acétamipride aprés 24h du

traitement.

L’étude de la toxicité aigué de I'huile essentielle et du biopesticide chez les souris
femelles a démontré que leur DLso est supérieur a 2000 mg/kg et pourraient étre classé
dans la catégorie 5. L’étude histo-pathologique des organes prélevés chez les souris

traitées a révéle une architecture hépatique et rénale normale.

L’évaluation de la toxicité subaigué du biopesticide (400, 200 et 100 mg/kg du
poids corporel) chez les souris males et femelles n'a pas entrainé de mortalité. Nous
avons enregistré une diminution significative du gain du poids relative des souris
traitées par la forte dose. Les paramétres hématologiques et biochimiques analysés
n'ont pas été altérés. L’étude histopathologique du foie et des reins n'a révélé aucune

toxicité évidente chez les souris traitées par le biopesticide.



L’administration subaigué de l'acétamipride (1/4, 1/8 et 1/16 de la DLso) a
engendrés des effets toxiques dose dépendantes. Une réduction significative du gain
du poids relatif chez les souris exposées aux trois doses d’acétamipride ainsi que
celles du groupe satellite. Les souris traitées par 1/4 de la DLso ont montré une

augmentation hautement significative du poids relatif du foie.

L’analyse des parameétres hématologiques et biochimiques a montré une
modification significative du taux des globules blancs et rouges, du pourcentage de
’hématocrite de la concentration de 'hémoglobine, de l'urée, de la créatinine, des
protéines totales, de I'aspartate aminotransférase, de I'alanine aminotransférase et de
la phosphatase alcaline chez les animaux traités par la forte dose d’acétamipride. Par
ailleurs, l'arrét du traitement par ce pesticide chez les souris du groupe satellite, a
induit une modification des paramétres hématologiques et biochimiques. Les examens
histopathologiques du foie et des reins ont révélé que le traitement par I'acétamipride

a entrainé des altérations dose dépendante.

Mots clés : Biopesticide, pesticide chimique, huile essentielle, P. aquilinum,

acétamipride, antimicrobienne et aphicide, toxicité aigué, toxicité subaigué



ABSTRACT

Toxicity of chemical pesticides is of varying intensity. It may induce searchers to
look for new control alternatives such as botanical biopesticides due their wide and
efficient spectrum and low toxicity. In fact, plants are known from a long time to be of
use against pest. By its geographical location, Algeria has a great diversity of wild
medicinal and aromatic plants, namely ferns. The aim of the present work, is to
evaluate and to compare the efficiency and toxicity of a chemical pesticide (acetamiprid
— neonicotenoid) with those of a biopesticide produced from the essential oil of
Pteridium aquilinum (Dennstaedtiaceae) in mice population under monitored

conditions.

chemical composition of P. aquilinum fronds essential oil has been analyzed by
GC/MS. A total amount of 58 compounds have been identified. That represents
69,44% of the whole contents, with predominance of linalool and carvacrol. Evaluation
of its anti-microbial activity has shown a high efficiency against E. amylovora, P.
carotovorum subsp. carotovorum, P. savastanoi pv. savastanoi, A. niger and also an
aphicidal efficiency against bean aphis and A. fabae with LDso amounting 27,79% ul/ml
to 4,26 pl/ml after 24h and 48h of treatment, respectively. After determination of
efficient doses, a liquid biopesticide at a concentration of 6% has been prepared. Its
aphicidal activity has been found to be equal to that of the acetamiprid after 24h of

treatment.

Study of its acute toxicity toward female mice has shown that LDso of the essential
oil and that of the biopesticide are both higher than 2000 mg/kg and may be classified
in the category 5. Histopathological liver and kidneys study of treated mice has shown

no modification of their architecture.

Evaluation of subacute toxicity of three doses of biopesticide (400, 200 and
100mg/kg body weight) in male and female mice has shown no mortality. However,
we have recorded a decrease of relative weight gain for mice treated with high doses

of biopesticides. Haematological and biochemical parameters were not affected.

The subacute administration of acetamiprid (1/4, 1/8, 1/16 of LDso) has produced
high toxic effects dose dependent. A significant decrease in the relative weight gain at
the three doses of acetamiprid and in the Satellite group was noticed. An increase in

the relative liver weight was also observed at the highest dose 1/4 of LDso.



Analysis of haematological and biochemical parameters has shown a significant
modification of red and white cells, hemoglobin, hematocrit, creatinine, total proteins,
urea, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and alkaline phosphatase
for all mice treated with 1/4 LDso of acetamiprid. Besides, cessation of treatment for
the mice in satellite group has shown a modification of haematological and biochemical
parameters. Histopathological analysis of mice liver and kidneys exposed to

acetamiprid caused doses dependent alterations.

Keywords: biopesticide, chemical pesticide, essential oil, P. aquilinum, acetamiprid,

antimicrobial, aphicide, acute toxicity, subacute toxicity
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INTRODUCTION

Les pesticides sont congus pour lutter contre les ravageurs et améliorer la
productivité des cultures. Ces produits chimiques étaient efficaces, faciles a utiliser,
peu colteux et donc extrémement populaires. Cependant, sous une pression chimique
constante, certains insectes sont devenus génétiquement résistants aux pesticides,
les organismes non ciblés ont été touchées et les résidus de pesticides sont souvent

apparus dans la nature [1].

Les pesticides peuvent affectés la santé publique par leurs différentes voies de
pénétration dans le corps humain, a savoir ingestion, inhalation et contact [2]. Le
cancer, les effets indésirables sur le systéeme immunitaire, le dysfonctionnement du
neuro-développement, les maladies métaboliques comme le diabéte, la perturbation
du systéme endocrinien et l'infertilité sont quelques-uns des risques pour la santé
associée a une exposition continue aux pesticides synthétiques [3]. L'Organisation
mondiale de la santé (OMS) estime que 200 000 personnes meurent chaque année

dans le monde, suite a 'empoisonnement par les pesticides [4].

Les néonicotinoides sont devenus la classe d’insecticide la plus vendue dans le
monde, utilisée pour lutter contre les insectes suceurs, certains coléoptéres et les
Iépidoptéres [5]. Les niveaux actuels de pollution sur une large gamme d'invertébrés
non ciblés par ces pesticides résultent des utilisations qui dépassent souvent les
concentrations autorisées [6]. L’acétamipride, fait partie des insecticides
néonicotinoiques [7]. De plus, il est fréquemment détecté dans les produits agricoles

en raison de son utilisation généralisée et extensive [8] [9] [10].

Dans cette optique, un intérét particulier est de s’orienter vers de nouvelles
alternatives qui sont efficaces, a large spectre d’action et peu toxique tel que les
biopesticides d’origine végétale. Les plantes sont connues depuis fort longtemps pour
leur utilisation dans e domaine de lutte biologique et leur valorisation prend de plus en
plus de 'ampleur. Plus de 2000 espéces de plantes sont dotées d’activité insecticide

[11]. Les huiles essentielles et leurs dérivés sont bien connus pour leurs activités
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biologiques : insecticides, fongicide, bactéricide etc. Une formulation du biopesticides
a base de I'huile essentielle peut représenter un moyen alternatif pour lutter contre les
organismes phytopathogénes ciblés. Leurs avantages comprennent la sécurite,

I'efficacité et les effets limites sur les auxiliaires [12].

L’Algérie, par sa situation géographique au centre de la méditerranée, posséde
une vegeétation riche et diversifiee. Un grand nombre de plantes y poussent
spontanément [13], dont les fougéres qui sont trés riche en métabolite secondaire. La
fougere aigle Pteridium aquilinum L. Kuhn est une espéce omniprésente et
cosmopolite [14]. Bien que plusieurs espéces de fougéres possédent une odeur assez
typique [15], seuls quelques travaux concernant la caractérisation chimique de leurs
constituants volatils ont été rapportés. La composition chimique de 'huile essentielle
de P. aquilinum L. ainsi que ses activités biologiques sont trés peu connues. Il sera
intéressant de valoriser I'huile essentielle de la fougére aigle comme source de

molécules actives dans le domaine de lutte biologique.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont I'objectif principal est d’évaluer
et de comparer la toxicité du biopesticide formulé a base de I'huile essentielle de P.
aquilinum avec un pesticide chimique néonicoténoique « acétamipride ». Pour cela

nous avons établi le plan suivant, a savoir :

'analyse phytochimique des extraits de fronde de P. aquilinum ;

I'extraction et la caractérisation de la composition chimique de I'huile essentielle de
P. aquilinum par chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse ;

'évaluation de son efficacité biocide a savoir: antibactérienne, antifongique et
insecticide.

La formulation du bio-pesticide a base de cette huile essentielle ainsi que
I'évaluation de son efficacité insecticide en la comparant avec 'acétamipride;
'évaluation de la toxicité a court terme (toxicité aigu€) de I'huile essentielle de P.
aquilinum et du biopesticide formulé ;

'évaluation de la toxicité subaigué (administration répétée pendant 28 jours) du
biopesticide et de 'acétamipride sur des souris males et femelles afin de mettre en

évidence les altérations :
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e des paramétres de la croissance pondérale
e des parameétres hématologiques et biochimiques

e anatomo-pathologiques du foie et des reins.

Notre travail présenté dans ce manuscrit est réparti en trois chapitres :

Le premier est scindé en trois parties bibliographiques: la premiére est réservée
aux pesticides chimiques, leur classification et un exemple de néonicoténoides
« acétamipride ». Dans la deuxiéme, nous avons aussi décrit les biopesticides comme
alternatif de lutte et en particulier ceux a base de I'huile essentielle dont celle de la
fougére aigle. La troisieme partie est consacrée a la toxicologie des pesticide chimique
(racétamipride), les huiles essentielles et leur biopesticide. Le deuxiéme chapitre
s’intéresse aux méthodologies utilisées lors de la réalisation de cette these. Le dernier
chapitre, reléve les résultats, leur discussion, et s’articule selon cinq sections

distinctes.
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1 CHAPITRE 1ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Pesticides
1.1.1. Définition

L’étymologie du mot pesticide provient de I'anglais « pest » qui signifie les
ravageurs (animal, insecte ou plante nuisible) et du suffixe « -cide » du verbe latin «
caedo, cadere » et qui signifie « tuer » [16]. L’Organisation des Nations Unies pour
I'Alimentation et 'Agriculture (FAO) définit un pesticide comme : toute substance ou
mélange de substances destiné a :

- prévenir, détruire ou combattre tous les ravageurs (plantes ou animaux
indésirables, vecteurs de maladies humaines ou animales),
- protéger la marchandise contre la détérioration pendant le stockage et le

transport (appliquées sur les cultures avant ou aprés la récolte) [17].

Les produits phytosanitaires (pesticides a usage agricole) sont des formulations
chimiques composées d’'une ou de plusieurs matiéres actives minérales ou
organiques et d’un ou plusieurs adjuvants :

- La matiére active exerce une action générale ou spécifique sur les
organismes nuisibles ou sur les végétaux. Elle conféere au produit I'effet
désiré.

- L’adjuvant quant a lui est une substance dépourvue d’activité, mais capable
de modifier les propriétés physiques, chimiques ou biologiques des produits
phytosanitaires. Il renforce I'efficacité, la sécurité du produit et facilite son

utilisation [18].
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1.1.2. Classification des pesticides

Il existe plus de 20.000 composés de pesticides caractérisés par une large
gamme d'application et d'utilisation et une variété de structure chimique. D’une
maniere générale, les pesticides peuvent étre classés selon leur: structure

chimique, toxicité, et type d’activité / mode d’action [19]:

1.1.2.1. Classification chimique

Selon leur structure chimique, les pesticides peuvent étre classés en
différentes familles, les deux principaux groupes sont : les pesticides organiques et

les pesticides inorganiques.

1.1.2.1.1. Pesticides inorganiques

Depuis de nombreuses années, les pesticides inorganiques ont été utilisés
malgré leur neurotoxicité. Des exemples de ces types de composeés sont 'arsenic,
le cuivre, le plomb, le mercure ou les dérivés de I'étain, ou moins toxiques comme

les borates, les silicates et les dérivés soufrés.

1.1.2.1.2. Pesticides organiques

Compte tenu de leur diversité chimique, plusieurs groupes de pesticides
organiques peuvent étre distingués : les organochlorés, les organophosphores, les

carbamates, les pyréthrinoides, les néonicoténoides et d’autres classes chimiques.

1.1.2.2. Classification toxicologique

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a proposé une classification de
cinqg catégories basées sur les parametres de la toxicité orale et cutanée du pesticide
sur les rats (Dose létale qui tue 50% de la population: DLso). Cet ordre de classement

est variable allant d’extrémement dangereux au sans risque (Tableau 1.1) [20].
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Tableau 1.1 : Classification des pesticides par le dégrée de risque selon TOMS [20]

DLso du rat /k ids d
Classes selon 'OMS s du rat (mgfkg poids du co’rps)
Oral Cutané
la Extrémement dangereux <5 <50
Ib Trés dangereux 5-50 50-200
Il Modérément dangereux 50-2000 200-2000
1] Peu dangereux > 2000 > 2000
U Sans risque dans le cadre d'une utilisation > 5000
normale

1.1.2.3. Classification selon I'activité/ mode d’action

Ce systéme repose sur le type du ravageur ciblé et le mode d’action :
insecticides (insectes), fongicides (champignons), herbicides (mauvaises herbes),

nématicide (nématodes) ainsi qu’attractif, répulsif et fumigant .

1.1.3. Insecticides

Les insectes constituent une menace majeure pour l'approvisionnement
continu des aliments destinés a la consommation humaine ou en tant que vecteurs
de maladies humaines [21]. De ce fait, les insecticides sont utilisés non seulement
pour la protection des cultures et des denrées stockées mais aussi pour la protection
directe des humains. En effet certains insectes sont vecteurs de maladies parfois

mortelles, transmissibles a 'homme par simple piqare [22].

Les cibles potentielles des insecticides sont nombreuses : systéeme nerveux
central, le métabolisme respiratoire ou la régulation hormonal [23] [24]. Du point de
vue économique, il existe quatre classes chimiques d'insecticides d'importance
majeure : organophosphorés, carbamates, pyréthroides et néonicotinoides. La cible
principale de ces insecticides est le systéme nerveux central. lls agissent sur trois
sites différents (Figure 1.1) : inhibition de l'acétylcholinestérase, modulation des
canaux sodiques voltage-dépendants ou des agonistes des récepteurs nicotiniques

de l'acétylcholine [21].
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Néonicotinoides

Pyréthroides &
AChE

.\ Organophosphorés

Carbamates

Figure 1.1: Représentation schématique d’une synapse cholinergique montrant
les principales cibles de plusieurs classes d'insecticides
(Modifié d’aprés [25]).
nAChR: récepteur nicotinique de I'acétylcholine; Pré : présynaptique ; Post : postsynaptique ;

AChE : acétylcholinestérase ; Na*: canal sodique

1.1.3.1. Insecticides néonicotinoides

Les néonicotinoides occupent aujourd’hui la classe chimique la plus importante
des insecticides introduits sur le marché mondial. lls sont homologués dans plus de
120 pays [24].

1.1.3.1.1. Généralités

Les néonicotinoides sont des analogues synthétiques issues par diverses
modifications chimiques de la nicotine. Le premier néonicotinoide synthétisés était
la nithiazine, un composant hautement toxique pour les insectes mais peu toxique
pour les mammiféres. Cependant, cette molécule n'a pas eu de succés commercial

en raison de sa photo-instabilité [26].

Le développement des sept produits néonicotinoiques entre 1991 et 2002
reflete leur forte attractivité et les efforts intensifs de recherche et de développement
de [lindustrie de la protection des cultures. Selon le pharmacophore, les

néonicotinoides sont classées en tant que [24]:
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N-nitroguanidines : imidaclopride, thiaméthoxam, clothianidine et dinotéfurane,
Nitrométhylénes : nitenpyram,

N-cyano-amidines : acétamipride et thiaclopride.

1.1.3.1.2. Mécanisme d’action

Les néonicotinoides exercent leur action insecticide neurotoxique en se liant
aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR) de la membrane post-
synaptique des cellules nerveuses du systéme nerveux central (SNC) et agissant
comme agonistes du nAChR (Figure 1.1). lls imitent I'action de I'acétylcholine (ACh)
en ouvrant les canaux ioniques qui permet I'entrée des cations, y compris le sodium
et le calcium, provoquant ainsi une neurotransmission excitatrice dans le SNC [27]

[28] [29] [30] [31], menant a la paralysie suivie par la mort [32].

Ces insecticides sont actifs contre un grand nombre d’insectes importants sur
le plan économique, notamment les Aphidae (pucerons), les Aleyrodidae
(aleurodes), les Cicadellidae (cicadelles), les Chrysomelidae (notamment la
chrysoméle des racines du mais), les Elateridae (taupins), les Pseudococcidae
(cochenilles) et les acariens phytophages. Certains de ces groupes (pucerons)
peuvent également transmettre des virus, de sorte que les néonicotinoides peuvent
également contribuer au contrdle des insectes vecteurs de maladies virales des
cultures [5] [24] [33].

Les néonicotinoides ont un effet systémique. Appliqués dans le sol ou a la
graine, les produits sont absorbés par les racines, répartis dans la plante et assurent
un contrdle constant et durable des insectes suceurs. Aprés l'application foliaire, les
néonicotinoides pénétrent dans la feuille et contrélent les parasites sur la face
inférieure de la feuille en raison de leur bonne activité translaminaire. En outre, ils
sont distribués par voie acropétale (mouvement du xyleme) et peuvent protéger de
nouvelles pousses en croissance [5]. Leur efficacité extraordinaire, ainsi que la
pleine exploitation du nAChR, et les applications polyvalentes, ont contribué au

succes unique de cette classe chimique. [5].
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1.1.4. Acétamipride (insecticide néonicoténoique)

L'acétamipride (ACMP) est couramment utilisé pour contrOler les insectes
suceurs hémiptéres (pucerons, aleurodes), les thysanoptéres et les |épidoptéres sur

un large éventail de cultures, en particulier les légumes et les fruits [34] [32].

1.1.4.1. Caractéristiques et mode d’action

L'ACMP est un insecticide neurotoxique a effet choc (knockdown) provoquant
un blocage irréversible du nAChR [34]. Les symptomes d'intoxication engendrés
sont généralement l'excitation, la convulsion et la paralysie suivie par la mort [28].
Bien que 'ACMP soit trés utilisé, il subsiste de nombreux doutes quant a sa toxicité
et a ses risques pour la santé [35]. Ses principales caractéristiques

physicochimiques sont réesumées dans le Tableau 1.2.

Tableau 1.2 : Principales caractéristiques physicochimiques de I'acétamipride [36]

Paramétres Propriétés
Nom commun Acétamipride
Nom IUPAC (E)-N-[(6-Chloro-3-pyridinyl)méthyl]-N'-cyano-

N-méthyléthanimid

— Hs
.. 1 CH,N C
Structure chimique @’ 2 & k3

N—CN
Formule moléculaire C 10 H11CIN4

Masse moléculaire 222,68 g/mol

Point d’ébullition 98.9 °C

Solubilité dans l'eau a 25°C, y dans l'eau distillée: 4,25 x 103 mg/L
compris I'effet du pH pH 5: 3,48 x 103 mg/L

pH 7:2,95 x 103 mg/L
pH 9: 3,96 x 103 mg/L

Pression de vapeur 1x10 -8 (mm HQ)

Coefficient de partition octanol-eau |log Kow = 0.80 a 25°C

Constante de dissociation pKa: 0,7 a 25 °C
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1.2. Biopesticides
1.2.1. Définition

Un biopesticide se définit comme tout pesticide d’origine biologique, c’est-a-
dire, organismes vivants (plantes, animaux microscopiques tels que les nématodes
et les microorganismes, y compris les bactéries, les virus et les champignons) ou
substances d’origine naturelle synthétisées par ces derniers qui sont utilisés pour

tuer les populations de ravageurs [37] [38].

1.2.2. Classification

Le terme biopesticides couvre un large éventail de produits potentiels qui
peuvent étre classés dans les catégories et sous-catégories suivantes [39] [37] [40]
[41]:

1.2.2.1. Pesticides microbiens et nématodes entomopathogénes

Ce sont des pesticides qui contiennent des micro-organismes, tels que les
bactéries (Bacillus thuringiensis), les champignons (Beauveria spp.), les virus
(nucleopolyhedrosis viruses) et les protozoaires (Trichogramma) ou les nématodes
entomopathogénes comme ingrédients actifs qui attaquent des espéces nuisibles

spécifiques.

1.2.2.2. Protecteurs incorpores aux plantes (organismes génétiqguement modifiés)

Ce sont des substances pesticides que les plantes produisent a partir du
matériel génétique qui lui a été ajouté comme la protéine Bt: résistance aux

insectes.

1.2.2.3. Pesticides biochimiques

Ce sont des pesticides basés sur des substances naturelles qui contrélent les

ravageurs par des mécanismes non toxiques. lls comprennent les substances qui
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interférent avec la croissance ou l'accouplement, telles que les régulateurs de

croissance, ou ceux qui repoussent ou attirent les insectes, tels que les phéromones.

1.2.2.4. Pesticides d'origine végétale

Les produits végétaux a action phytosanitaire ont une longue histoire que la
plupart des autres pesticides [38]. Ce sont des pesticides a base des extraits de
plantes, des huiles végétales ou des huiles essentielles (HE) [42]. Ces métabolites
secondaires constituent un réservoir extrémement riche en biodiversité chimique.
Plus de 200 000 structures chimiques diverses ont été identifiees [43]. Les HE
constituent une catégorie majeure des biopesticides d’origine végétale qui a
commencé a se développer avec la recherche dans les années 1980 [42]. Selon
Isman, cette recherche a considérablement augmenté, notant qu’en 1980, moins de
2% de tous les articles scientifiques ont été consacrés aux bio-insecticides alors que
cette proportion a dépassé les 21% en 2011 [44].

1.2.3. Bio-pesticide a base des HE

Les HE (= essences ou huiles volatiles) sont des mélanges complexes de
substances volatiles contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours
de la préparation. Elles sont lipophiles, de faible poids moléculaire, généralement
odorantes et liquides [45] [46], souvent agréable [46] et sécrétées en réaction a
I'environnement comme moyen de protection contre les ravageurs ou pour aider la

pollinisation en attirant certains insectes [47].

La composition chimique des HE est éminemment variable [38]. Leurs
constituants appartiennent principalement a deux classes: les terpénoides
(monoterpénes et sesquiterpénes) et les phénylpropanoides [42] [48]. Ces
meélanges complexes de substances agissent par des mécanismes d'action
différents. lls présentent souvent des relations synergiques, pouvant étre efficaces
pour empécher le développement des populations des agents pathogenes et des

ravageurs résistants [49].
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La littérature montre que de nombreuses études sont effectuées sur les
performances remarquables des HE en tant qu'antimicrobiens (contre les bactéries,
les levures et les champignons filamenteux). Les terpénoides sont des
antimicrobiens liposolubles qui affectent les activités enzymatiques catalysées par
la membrane des microorganismes [50]. De méme, les monoterpenes et les
sesquiterpenes ont une efficacité aussi remarquable sur les insectes et ils sont

utilisés comme attractifs, défensifs, dissuasifs et toxiques [51].

Les biopesticides a base d'HE forment une classe de pesticides intéressante
puisqu’en étant constituées de plusieurs composés a mécanismes d’action
multiples, elles ont des modes d’application variés [52]. De méme, comparés aux
pesticides synthétiques, les biopesticides a base des HE sont des formulations
préférables pour le contrOle des ravageurs a I'avenir; en raison de leur faible toxicité
et leur biodégradabilité [53].

Le marché des biopesticide a base d’HE a connu la plus forte croissance de
tous les marchés des pesticides d’origine végétale au cours des derniéres anneées.
L’utilisation des médicaments a base de plantes en Europe, au Japon et en

Amérique du Nord a renforcé la confiance dans leur sécurité [42].

Seuls quelques travaux de recherches concernant la caractérisation chimique
des constituants volatils des fougeres ont été rapportés dans la littérature [54] [55]
[56], dont deux sur la fougére aigle [57] [58]. Dans ce contexte, il sera intéressant
d’approfondir les recherches sur la composition chimique de 'HE de cette fougére,

ainsi que son utilisation dans le domaine de lutte biologique.
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1.2.4. Fougére aigle

La fougere aigle Pteridium aquilinum (L.) Kuhn est une espéce vasculaire
largement et fréequemment distribuée [59]. Elle appartient au genre Pteridium

Scopoli. Ce genre est monotypique, avec une seule espéce polymorphe [60].

1.2.4.1. Noms vernaculaires

Le mot Pteridium dérive du nom grec « pteris : fougére » et « aquila » du latin
qui signifie « aigle » [61]
Noms arabes : Fersik, Bl-hemmus [62]
Noms francais : fougére aigle, grande fougére, fougére commune, Ptéride aquiline
[61]

Noms anglais : Bracken fern, Brake fern [61]

1.2.4.2. Systématique

La classification botanique du P. aquilinum est |la suivante [63] [64]

Régne : Plantae
Embranchement : Tracheophyta
Classe : Polypodiopsida

Ordre : Polypodiales

Famille : Dennstaedtiaceae
Genre : Pteridium

Espece : P. aquilinum (L.) Kuhn

1.2.4.3. Description botanique

P. aquilinum est une plante herbaceée vivace, d’environ 1 a 3 m de hauteur [65].
Les racines (adventives) modérément ramifiés, apparaissent a des intervalles
irréguliers tout le long de la surface inférieure du rhizome [66]. Le rhizome est long,
rampant, ramifié, noir, d’environ 12 mm d'épaisseur. Chaque branche produise

généralement une seule feuille par an [60] [66].
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Les frondes sont caduques, poussant a partir du rhizome, découpée en pennes
qui se subdivisent en pinnules; pétiole dressé, ordinairement a peu prés aussi long
que le limbe, atteignant 1 cm d’épaisseur, jaunatre et glabre au — dessus ; limbe vert
clair, lancéolé, triangulaires bi-a tripennées ; les pennes peuvent atteindre 70 cm de
longueur et 35 cm de largeur ; quant aux pinnules, elles peuvent atteindre 30 cm de
longueur sur 2 a 6 cm de largeur, lancéolées a oblongues, entieres ou pennatilobées
[65] [60] [67] [68]. Sores sub-marginaux, couvrant parfois toute la face inferieure de
la pinnule. Spores brunes, triletes, tétraédriques - globuleuses, de 23-35 ym de
diameétre [69] [70].

Cette plante doit son nom de fougére aigle ( aigle bicéphale) a la figure que
forment ses faisceaux vasculaires du pétiole en coupe transversale qui sont

grossierement disposés comme un fer a cheval [71] [66].

1.2.4.4. Habitat et écologie

La fougére aigle pousse généralement dans les sols forestiers, les lisiéres des
foréts, les montagnes jusqu'a 2000 m d'altitude, les pentes exposées et les zones
ouvertes [72] [73]. C’est une espéce acidophile et commune dans les pinédes [74]
[73].

1.2.4.5. Répartition géographique

P. aquilinum est une espéce omniprésente et cosmopolite [69] [14], a
'exception de la zone arctique et les régions désertiques chaudes [75] [66]. La
fougére aigle présente une répartition africaine de la méditerranée jusqu’au CAP
[70]. D’apres I'Index synonymique de la flore d’Afrique du Nord, il existe un nombre
total de 114 taxons de fougéres dont 58 en Algérie, 78 au Maroc et 37 en Tunisie
[63].
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En Algérie, cette espéce est répartie aux Sahels littoraux oranais, plaines
littorales oranaises, I'Atlas tellien oranais, littoral algérois, I'Atlas tellien algérois, la

Grande Kabylie, la Petite Kabylie, la Numidie et le Tell constantinois [76] [77].

1.2.4.6. Utilisations et propriétés biologiques

P. aquilinum est largement utilisé comme légume cuit. Les jeunes crosses sont
comestibles au Japon et au Gabon [70]. En Céte d’lvoire, elle est utilisée comme
plante médicinale sous diverses formes de préparations médicamenteuses
(traitement du rhumatisme et des convulsions des nouveau-nés) [78]. En Algérie,

les frondes séches sont utilisées comme un antirhumatismal [79].
D’aprés la littérature, les extraits de la fougére aigle présentent une activité
antibactérienne [80] [81], antifongique [82], insecticide [83], antioxydante [81] [84] et

antipaludique [84].

1.2.5. Formulation des biopesticides

L'utilisation des HE comme principe actif dans la formulation des biopesticides,
est le meilleur choix pour une production agricole biologique [85]. Ces composés
sont sensibles et peuvent facilement subir une dégradation sous l'action de
l'oxygéne, de la lumiére et de la température. Par conséquent, une formulation
adéquate de I'HE qui prend en compte ces aspects est requise pour les différentes
applications. Les objectifs communs dans le développement d’'une formulation a
base de I'HE consistent a la protéger contre la dégradation ou les pertes par
évaporation, a faciliter la manipulation et a augmenter son efficacité biologique. Les
formulations possibles comprennent les formes liquides, semi-liquides et solides
[86].
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Les ingrédients d'une formulation du biopesticide doivent: (i) assurer la stabilité
pendant la production, le traitement et le stockage du biopesticide, (ii) aider a
I'application, (iii) protéger le biopesticide des conditions environnementales
défavorables [87] [88] [89]. Une formulation d’un biopesticide consiste généralement
en un ingrédient actif et en plusieurs substances inactives. L'objectif principal de ces
additifs est d'augmenter l'efficacité de l'ingrédient actif et peuvent représenter 90 a
95% de la formulation [89] [90].

Les HE agissent trés rapidement et leur efficacité est limitée par le fait qu'elles
se volatilisent trés rapidement. Des formulations alternatives, sont en cours de
développement pour réduire les quantités appliquées, augmenter la durée de leur
efficacité en réduisant leur évaporation, simplifier la manipulation et ralentir le taux
de dégradation dans I'environnement [91]. Des expériences in vivo, réalisées sur
des pommes inoculées par Monilinia fructigena, ont révélé que la formulation de
'huile de Thymus vulgaris a permis de réduire |'évaporation de I'huile de la zone
traitée et qu'elle a fourni un taux significatif de suppression de la croissance

mycélienne par rapport au témoin [92].

Les étapes suivantes peuvent étre considérés comme des éléments essentiels
pour une formulation appropriée d’un biopesticide a base de 'HE [85]:
- Extraction de 'HE
- Détermination du profil chimique de I'HE
- Evaluation de lefficacité biocide de I'HE: antibactérienne, antifongique,
insecticide.
- Détermination des doses et du degré d'efficacité.
- Calcul du pourcentage d’ingrédient actif pour la formulation et les adjuvants.

- Formulation du biopesticide pour le traitement proposé.

Les étapes et les additifs d’'une formulation des biopesticides est rarement
disponible dans la littérature, car une grande partie de l'information est détenue par

les entreprises en tant que secrets commerciaux [41].
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1.3. Toxicologie

1.3.1. Généralités

Les interactions d'une substance toxique avec un organisme peuvent étre

divisées en trois phases : exposition, toxico-cinétique et toxico-dynamique [93].

1.3.1.1. Phase d’exposition

L’organisme doit étre exposé a un produit toxique pour qu’un effet nocif se
manifeste. Ce produit peut agir au point de contact (effet local) ou pénétrer dans
l'organisme (effet systémique) [94]. L’exposition aux produits toxiques est
subdivisée en quatre catégories : aigué, subaigué, sub-chronique, et chronique
(Tableau 1.3) [26].

Tableau 1.3 : Catégories d’exposition aux produits toxiques

Catégories Durée d’exposition
Administration unique | Aigué < 24 heures
Subaigué <1 mois

Administration répétée | Sub-chronique 1 a 3 mois

Chronique > 3 mois

1.3.1.2. Toxico-cinétique (concentration des substances toxiques a la cible)

C’est I'étude de la fagon dont les substances toxiques pénétrent, se déplacent
et étre éliminer du corps et si un toxique est rapidement excrété ou si des expositions
répétées meneront a I'accumulation dans le corps. Le parcours de ces substances
dans l'organisme se schématise par quatre étapes : I'absorption, la distribution, la

biotransformation et I'élimination [93].
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1.3.1.3. Toxico-dynamique (interaction des substances toxiques avec la cible)

Elle fait référence a la description des effets d'un toxique sur un systéme
biologique, a travers ses actions allant du niveau moléculaire aux cellules, aux

tissus, aux systémes d'organes [93] [95].

1.3.2. Niveaux de toxicité

1.3.2.1. Toxicité aiqué

La toxicité aigué est définie comme le (s) changement (s) indésirable (s)
survenant immeédiatement ou peu du temps aprés une exposition unique ou de
courte durée (24 heures) a une substance (s) [96]. En régle générale, c'est le
premier test de toxicité effectué sur un nouveau produit chimique. Les objectifs de
I'évaluation de la toxicité aigué sont les suivants [26]:

Fournir une estimation de la toxicité intrinséque de la substance, souvent

exprimée en dose létale approximative ;

Fournir des informations sur les organes cibles et d'autres manifestations

cliniqgues de toxicite ;

Fournir de l'information qui facilitera la conception et le choix de la dose pour

les études a long terme (subchroniques, chroniques).

La dose létale 50 (DLso) est définie comme la dose provoquant la mort chez
50% des animaux traités, pendant un temps donné, par administration unique. La
DLso sert fréequemment a exprimer la toxicité aigué ainsi que pour classer et

comparer les produits toxiques [97] in [96].

1.3.2.2. Toxicité subaigué

La toxicité subaigué est le plus souvent réalisée dans le cadre de la
détermination des doses nécessaire pour choisir celles a étudier dans |'étude sub-
chronique. Cette étude, incluant certains paramétres hématologiques et
biochimiques semble extrémement utile pour obtenir des données sur la toxicité de

nombreux produits chimiques [98].
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1.3.2.3. Toxicité sub-chronique

L’évaluation de la toxicité sub-chronique soit souvent la source principale ou
unique des données expérimentales pour déterminer les doses NOAEL (Dose sans
effet nocif observé) et LOAEL (dose minimale avec effet nocif observé). On peut
également mieux identifier et caractériser le ou les organes spécifiques affectés par

le composé d'essai aprés une administration répétée [26].

1.3.2.4. Toxicité chronique

Ce test est effectué pour obtenir des informations sur les effets d'une exposition
prolongée ou répétée a une substance toxique. Ces effets n'apparaissent pas
immédiatement aprés la premiere exposition, des années peuvent s'écouler avant

que les signes et les symptdémes ne se développent [26].

1.3.3. Manifestations toxigues de certains organes cibles

1.3.3.1. Hépato-toxicité

Le foie est la plus volumineuse glande digestive de I'organisme. Il assure un
large éventail de fonctions, y compris les activités métaboliques (glucidique, lipidique
et protéique), le stockage des vitamines, la production de la bile et des facteurs de
coagulation [99]. C’est le principal organe actif dans le métabolisme et la
détoxification des xénobiotiques . Si I'accumulation de ces derniers est plus rapide
que la capacité métabolique du foie, des dommages hépatiques peuvent survenir
[100].

Le lobule est l'unité fonctionnelle de base du foie. Il est de forme hexagonale,
construit autour d'une veine centrale, composé de nombreuses plaques cellulaires
et irriguées par un réseau de sinusoides. Chaque plaque est constituée de cellules
hépatiques spécialisées « les hépatocytes ». Ces derniéres exécutent la méme
grande variété de fonctions métaboliques et de tadches sécrétoires. Le lobule est

délimité par des triades formées de la veine porte, le canal biliaire et l'artére
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hépatique et il contient d’autres cellules spécialisées, telles que les cellules de
Kupffer (Figure 1.2) [99].
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Figure 1.2 : Anatomie fonctionnelle du foie « le lobule » [99] (Rhoades, 2013).

L'hépato-toxicité fait référence a une atteinte hépatique associée a une
altération de la fonction hépatique causée par une exposition a un xénobiotique
[101]. Ces troubles entrainent divers changements pathologiques du foie tels que la
nécrose, I'hépatite, la cholestase et la stéatose [102]. Le foie a été considéré comme

l'organe le plus important ciblé par les effets toxiques des xénobiotiques tels que les
pesticides [103].

1.3.3.2. Néphrotoxicité

Le rein est un organe qui remplit une multitude de fonctions physiologiques.
Son réle vital est intimement lié a sa fonction dans 'lhoméostasie du milieu intérieur.
Il effectue cette tache en filtrant le sang et en formant de I'urine, tout en régulant

simultanément la pression artérielle, les taux d'électrolytes et I'équilibre acido-
basique [104] [105] [106].
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Le néphron est I'unité structurale et fonctionnelle de base du rein. Pour assurer
les fonctions rénales, les néphrons possédent une organisation hautement
segmentaire ou chaque segment est spécialisé dans la sécrétion et la réabsorption
de solutés particuliers [107]. Chaque rein est composé d'environ d’'un million de
néphrons, dont chacun est constitué d'un corpuscule rénal et d'un tubule rénal. Le
corpuscule rénal consiste en une touffe de capillaires, le glomérule, entourée par la
capsule de Bowman. Le tubule rénal est divisé en plusieurs segments : le tubule

proximal, la boucle de Henle, le tubule distal et le tube collecteur (Figure 1.3) [108].
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Figure 1.3 : Unité fonctionnelle du rein « le néphron » [109]

La néphrotoxicité est I'ensemble des altérations fonctionnelles ou structurelles
rénales, induites directement ou indirectement par des agents chimiques et
biologiques (ou leurs métabolites), qui sont absorbés dans l'organisme par
inhalation, ingestion ou injection [110]. Les Iésions rénales induites peuvent étre
réversibles ou définitives et intéressent le glomérule, le tubule et I'interstitium [111].
Ces parties du rein sont exposés a de grands volumes de substances toxiques

véhiculées par le sang [112].
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1.3.4. Toxicologie des pesticides

1.3.4.1. Généralités

Les pesticides ne sont pas toujours sélectifs pour leurs espéces cibles, et
peuvent provoquer des effets néfastes sur la santé des espéces non ciblées, y

compris les humains [26].
Les intoxications par les pesticides peuvent résulter [113] :

¢ D’une ingestion d’aliments contaminés (surtout chez I'enfant) ou d’'un contact
avec la peau ou les muqueuses,

e D’une exposition professionnelle lors de la fabrication, de la formulation ou
de l'application, par voie essentiellement respiratoire ou transcutanée,

e De leur présence dans I'environnement.

Les effets toxiques de I'exposition aux pesticides peuvent aller de symptébmes
bénins, comme une irritation cutanée mineure ou d'autres symptomes allergiques, a
des symptémes plus graves, comme de forts maux de téte, des étourdissements ou
des nausées. En régle générale, tout poison est plus toxique s'il est ingéré que s'il

est inhalé et plus toxique s'il est inhalé que s'il est absorbé par la peau [114].

1.3.4.2. Facteurs influant sur la toxicité des pesticides pour 'homme

L’OMS retient comme facteurs influant la gravité des effets nocifs résultants de
I'exposition a un pesticide [115] :

e Ladose,

¢ Les modalités de I'exposition,

e Le degré d’absorption,

e La nature des effets de la matiére active et de ses métabolites,

e L’accumulation et la persistance du produit dans I'organisme.
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1.3.4.3. Classes de toxicité par les pesticides

En régle générale, les insecticides sont les plus toxiques, alors que les
herbicides sont les plus dangereux en cas d'utilisation chronique [116]. En effet,
parmi les 74 matiéres actives répertoriées en classe la (extrémement dangereux) et
en classe Ib (trés dangereux), 48 (65%) sont des insecticides, en particulier les

organophosphorés [26].

1.3.4.3.1.  Toxicité aigué

Les intoxications aigués par les pesticides sont principalement observées en
milieu professionnel, en dehors des cas particuliers de suicides employant de telles
substances [117]. Les effets de cette intoxication peuvent étre locaux (dermiques et
oculaires) et/ ou systémiques. Cela inclut les réactions respiratoires, neurotoxiques,
cardiovasculaires, endocriniennes, gastro-intestinales, néphrotoxiques et
allergiques. Les symptdmes les plus souvent rapportés lors d’une intoxication aigué
sont les suivants :irritation cutanée ou oculaire, maux de téte (céphalées), nausées,

vomissements, étourdissements, fatigue et perte d’appétit [118].

1.3.4.3.2. Toxicité subaigué

Selon des études antérieures, la toxicité subaigué de certains pesticides se
manifeste par un stress oxydatif, une hépatotoxique et une néphrotoxicité chez les
rongeurs [119] [120] [121].

1.3.4.4. Toxicité par TACMP

La principale voie d'exposition est la voie orale. L'exposition professionnelle
par TACMP peut se produire par contact cutané ou par inhalation. IL est rapidement
et largement métabolisé. Ses métabolites dans l'urine représentent 79 a 86% de la
dose administrée. Seulement 3 a 7% de 'ACMP sont collectés sous forme

inchangée dans l'urine et les féces [122].
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Aux doses préconisées, 'ACMP est considéré comme sir pour les humains et
les animaux, des cas de maux de téte, d'étourdissements, de nausées, de
vomissements et d'autres symptomes ont été signalés aprés l'inhalation de 'ACMP
[123]. L'utilisation croissante de 'ACMP en agriculture par les traitements
systémiques peut entrainer leur accumulation dans les fruits et les Iégumes [9] [10].
La consommation de ces derniers par les vertébrés pourrait entrainer une exposition
chronique a faibles doses [124].

Malgré l'interaction entre les effets de I'exposition aux produits chimiques
toxiques et la survie de I'étre humain, les études toxicologiques sur I'ACMP sont
limitées et les cas d'empoisonnement a ce pesticide sont encore rares. Peu de
travaux ont montré ses effets toxiques subaigus et sub-chroniques [126] [35] [125]
[103]. Chez les rats, IDLso de ce néonicoténoide est estimée de 182 mg/kg du poids
corporel avec une NOAEL de 7.1 mg/kg/j [127]. Selon Zhang et ses collaborateurs,
I'ACMP peut induire un stress oxydatif au niveau testiculaire et rénal et endommager

respectivement la fonction de reproduction masculine et rénale [126] [125].

1.3.5. Toxicologie des biopesticides a base des HE

Etant donné que les biopesticides sont des produits naturels, ils sont souvent
supposés étre écologiques et inoffensifs. Cependant, le réle des biopesticides est
de tuer ou d'atténuer des organismes spécifiques grace a un mécanisme de toxicité
spécifique [41]. Les biopesticides a base des HE présentent une faible toxicité
humaine. Il convient de noter que la plupart des HE ont DLso supérieure a 2 g / kg
pour les applications par voie orale et par voie cutanée [49].

La toxicité de ces métabolites est notoirement difficile a prévoir car I'effet
observé peut étre augmenté ou diminué par les constituants de ce meélange
(additivité, synergie et antagonisme) . Certaines HE contiennent de petites quantités
de substances carcinogenes, la présence de grandes quantités de constituants
antioxydants, antimutagénes et anticancéreux peut rendre cette huile non

carcinogene [128].



39

La toxicité par les HE varie aussi en fonction de la voie d'administration (orale,
cutanée ou inhalation), degré d'exposition (concentration en huile et temps

d'exposition) et I'état de santé général de la personne exposée [129].

L’intoxication grave par les HE est généralement la conséquence de l'ingestion
orale de 'huile pure et en quantités bien supérieures aux doses thérapeutiques. Le
camphre et le salicylate de méthyle, ainsi que les huiles de girofle, de cannelle et

d'eucalyptus, sont les plus signalés comme toxiques [128].

Des études antérieures illustrent le risque de ['utilisation accru des HE non
diluées sur la peau qui peuvent provoquer des dermatites de contact. Les lactones
sesquiterpéniques constituent un groupe important de substances notoires pour leur
tendance a étre des sensibilisants cutanés [130]. Les furanocoumarines sont
généralement photo-toxiques, mais certaines ne le sont pas; certains aldéhydes
sont des sensibilisants cutanés et certains éthers sont cancérigénes. Les phénols
ont tendance a étre des irritants et leur pouvoir est corrélé a la force de l'acide. Les
hydrocarbures terpéniques et les alcools ont tendance a étre relativement exempts
de toxicité, tout comme les esters, a deux exceptions notables: le salicylate de

méthyle et I'acétate de sabinyle [128].
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel végétal

2.1.1.1. Zone de récolte

La Station de Beni-Ali est située dans le parc national de Chréa (wilaya de
Blida). Elle se localise a 700 m d’altitude et a 13,4 Km du chef-lieu de la wilaya. Ses
coordonnées géographiques sont 36°27°21” N, 2°51°22” E (latitude, longitude).

2.1.1.2. Echantillonnage

Nous avons recueilli les frondes de P. aquilinum (Figure 2.1) de maniére
aléatoire la matinée, au mois de Juin (2015 et 2016). Les frondes récoltées sont
mises dans des sacs en papier. L'authentification botanique de l'espece est faite au
niveau du département de botanique, Ecole National Supérieur d’Agronomie
(ENSA) EI- Harrach.

Figure 2.1 : Frondes de Pteridium aquilinum de la station de Beni Ali- Blida
(originale, 2014)
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Les frondes ont été lavées et séchées a I'abri de la lumiére et a température

ambiante. Aprés séchage, le matériel végétal a été broyé pour 'extraction de I'HE.

2.1.2. Souches microbiennes

Nous avons sélectionné quatre souches microbiennes phytopathogénes selon
leur impact agro-économique. Ces souches sont isolées et identifiees par le
laboratoire de Bactériologie et de Mycologie de I'Institut National de Protection des
Végétaux (INPV), EL-Harrach, Alger :

- Bactérie a Gram négatif : Erwinia amylovora , Pectobacterium carotovorum subsp.

Carotovorum et Pseudomonas Savastanoi pv. Savastanoi

- Champignon filamenteux : Aspergillus niger

2.1.3. Puceron noir de la féve

Nous avons prélevé les pucerons apteres d’Aphis fabae des feuilles de la féve
infestées, dans la région de Lakhdaria située au nord de la wilaya de Bouira.
L’espéce estidentifiée au niveau de de I'Institut National de Protection des Végétaux
(INPV), EL-Harrach, Alger.

2.1.4. Matériel animal

L'animal utilisé est la souris NMRI (Naval Medical Research Institute) issue de
linstitut Pasteur d’Alger. Nous avons utilisé des souris males et femelles pesant
entre 20 et 30 g. Les animaux sont logés dans des cages en plastique transparent
avec un acces libre a I'eau et a l'aliment standard fourni par I'Office National des
Aliments du Bétail (ONAB). La litiére utilisée est la sciure renouvelée chaque deux
jours pour assurer le bon état hygiénique des animaux. La température
expérimentale est maintenue a 22°C (x 3 °C) avec une photopériode de 12/ 12
heures (lumiére / obscurité). Les animaux sont acclimatés aux conditions de

'animalerie pendant une semaine avant I'expérimentation.
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2.1.5. Insecticide chimique

Notre choix s’est porté sur un insecticide chimique ACMP (Aceplan 20 SP a
20% de matiere active), sous forme de poudre . C’est un produit couramment utilisé
par les agriculteurs dans les traitements des pucerons. Il nous a été fournis

aimablement par ACI (Agro Consulting International) Algérie.

2.2. Méthodes

Nos essais expérimentaux ont été réalisés au niveau des structure suivantes :

- Laboratoire de recherche de Biotechnologies, Environnement et Santé,
Département de Biologie et physiologie cellulaire, Faculté SNV, Université SAAD
Dahlab Blida 1 ;

- Institut National de Protection des Végétaux d’El-Harrach- Alger ;

- Laboratoire de Biotechnologies Végétale appliquée aux plantes aromatiques et
médicinales (BVpam), Université de Lyon ;

- Laboratoire de pharmacotoxicologie du CRD d’El-Harrach- Alger ;

- Laboratoire d’hygiéne de Blida.

2.2.1. Détermination de la teneur en eau

Nous avons procédé la détermination de la teneur en eau par la dessiccation
du matériel végétal a la température de 103°C + 2°C dans une étuve ventilée
jusqu'au poids constant. La teneur en eau est définie comme étant la perte du poids
subit lors de la dessiccation. La détermination de la teneur en eau a été calculée
selon la formule suivante [131] [132]:

M1 - M2
of = =
H% PE x 100
H% : Teneur en eau.
M1 : Poids de la capsule + I'échantillon avant dessiccation.
M2 : Poids de la capsule +I'échantillon aprés dessiccation.

PE : La prise d’essai.
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Nous avons déterminé la moyenne des pourcentages de la teneur en eau de
trois essais dans les mémes conditions. La matiére séche (MS) est obtenue comme
suit [132] :

MS % =100 - H%

2.2.2. Criblage phytochimique

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au criblage phytochimique des
extraits de frondes de P. aquilinum par des réactions de caractérisation en tubes
afin d’avoir une idée générale sur la nature des composés présents. Ces analyses
qualitatives sont basées sur des réactions de coloration et/ou du précipitation ainsi
gu'a la fluorescence sous lumiere ultraviolette (Tableau 2.1) [133][134]. Les
protocoles expérimentaux suivis pour la détermination des différentes classes

chimiques sont mentionnés dans I'’Appendice B.

Tableau 2.1 : Réactions de caractérisation du criblage phytochimique

Groupes Réactif / Réaction Observation (Présence /
chimiques absence)
Alcaloides - Mayer - précipité
- Dragendorff - précipité
Flavonoides | - Anthocyanes : acide - coloration qui s’accentue par
sulfurique + NH4OH acidification puis vire au bleu

violacé en milieu basique
- Flavonoides libres : Réaction | - coloration orangée, rouge ou

a la cyanidine violette
Tanins - Total : FeCI3 a 1% - coloration verdatre
- Tanins catéchigues : réaction | - précipité
de Stiasny
- Tanins galliques : saturation - coloration bleu noire
avec l'acétate de sodium + 1
FeCls
o - anneau rouge brunatre ou
Stéroides/ . .
. -Libermann-Burchard violet et couche surnageante
Terpénes .
verte ou violette
Coumarines | - Ammoniaque NH4OH - Fluorescence sous lumiere UV

Saponosides | - Indice de mousse (IM) -IM>100
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2.2.3. Extraction et caractérisation de 'HE

2.2.3.1. Hydrodistillation

L’extractions de 'HE de P. aquilinum est effectuée a I'aide d’un hydrodistillateur
de type Clevenger sur les frondes séchées et broyées. Nous avons introduit 150 g
de matiére végétale dans un ballon de 2 litres, rempli aux 2/3 de son volume d’eau
distillée. Ce mélange est porté a ébullition sur une plaque chauffante pour générer
une vapeur d’eau saturée en composés volatils. Aprés 3 heures, ces vapeurs
chargées de I'huile, en traversant un réfrigérant se condensent et se séparent en
deux phases liquides ; une phase aqueuse (eau aromatique ou hydrolat) et une
phase organique constituée par 'HE. Ces deux phases sont mises en mélange avec
de I'éther diéthylique et séparées. La solution organique d'HE obtenue est séchée
par du sulfate de sodium anhydre (Na2SOs4). Ensuite, I'éther diéthylique a été
évaporé et 'HE a été récupérée dans un tube en verre brun taré afin de calculer le

rendement et conservée a 4°C jusqu'a son usage.

2.2.3.2. Détermination du rendement

Le rendement en HE (%), a été défini comme étant le rapport entre le poids de
'HE obtenue et le poids de la matiere végétale utilisée selon la formule suivante
[135]:

L*/IOO

R (%)= —5

R : rendement de 'HE en % ;
Ph: poids de 'lHE eng;

Pv: poids de la matiére végétale initial en g.

2.2.3.3. Caractéristiques organoleptiques

Les différents caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur et odeur) de

I'HE ont été notées.
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2.2.3.4. Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la
Spectrométrie de Masse (CG/SM)

Les spectres de masse des composés volatils ont été obtenus sur un
spectrométre de masse a quadripdle et ionisation par bombardement électronique
Agilent couplé a un chromatographe Agilent doté d’un injecteur automatique. Les
informations concernant le type de colonne, le détecteur et les réglages du GC/SM
sont résumées dans le (Tableau 2.2).

Tableau 2.2 : Conditions opératoires de I'analyse GC/SM

Composant Particularité
GC
Agilent HP 6850
Injecteur 250°C
Volume injecté 2 yl dans 'hexane
Mode Splitless

Gaz vecteur

Colonne

Dimension de la colonne
Gradient

Hélium,1,3 mL/min

Capillaire, DB-5MS

30 m x 0,25 mm, 0,25 um

60 — 3 °C/min —»245 °C (4 min)

MS

Agilent HP
lonisation
Source d’ion

Balayage automatique

5973

Impact électronique a 70 eV
230° C

35-250m/z

L’identification des composés volatils a été faite par GC/MS aprés une
séparation de ['échantillon sur une colonne capillaire apolaire (DB-5MS).
L’identification d’'une molécule a été faite en comparant son spectre de masse (SM)

obtenu aux bases de données électroniques WILEY 257 (Mass Spectral Library) et
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NIST, ainsi qu’avec la bibliographie notamment Adams en utilisant des indices de
rétention (IR) [136].

Ces IR ont été expérimentalement calculés en utilisant les temps de rétention
(TR) d’'une série de n-alcanes (C8-C21), analysés dans les mémes conditions

chromatographiques selon 'équation suivante [137]:

IR=100xZ+ 100 x n [(tRs - tRz) / (tR(Z+n) - tRZ)]
Ou:
tRs: temps de rétention absolu du soluté étudié ;
tRz: temps de rétention absolu de l'alcane a Z atomes de carbone qui précéde le
soluté ;
tR (z+n) : temps de rétention absolu de l'alcane a (Z+n) atomes de carbone qui suit le
soluté;

n : différence du nombre d’atome de carbone entre les deux alcanes (généralement
n=1).

2.2.4. Potentiel biopesticide de 'HE de P. aquilinum

L’un des éléments essentiels pour une formulation d’un biopesticide a base de
I'HE est I'évaluation de ses activités biocides in vitro (antibactérien, antifongique,

insecticide) et la détermination des doses et du degré d'efficacité.

2.2.4.1. Evaluation de l'activité antibactérienne

Nous avons déterminé I'activité antibactérienne de I'HE de P. aquilinum par la

méthode de diffusion sur gélose [138].

> Milieux de culture

Les milieux du culture utilisés pour étudier I'activité antibactérienne sont : le
LPGA (Levure Peptone Glucose Agar) pour Erwinia amylovora et Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum et le King B pour Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi.
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» Repiquage

Nous avons repiqué les souches bactériennes par la méthode des stries, puis
incubées a 27 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation

de la suspension.

» Préparation de la suspension bactérienne

Nous avons prélevé des colonies fraiches et séparées de chaque souche
bactérienne a l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisé dans 5mL d'eau

physiologique stérile (0.9% NaCl), et standardisée a 108 UFC/mL.

» Technique
- Des boites de Pétri sont préalablement coulées avec 20 mL de milieu LPGA
ou King B stérile en surfusion. Aprés solidification, une quantité de 100 pl de la

suspension bactérienne est ensemencée a l'aide d'un écouvillon stérile.

- L’HE de P. aquilinum est stérilisée par des filtres Millipore de 0,45 um. Dans
des conditions aseptiques, des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de
diamétre sont imprégnés avec 12,5 ul de 'HE et déposés a 'aide d’'une pince stérile

au centre des boites préalablement inoculés. Les essais ont été effectués en triple.

- Aprés un temps de diffusion de 15 a 30 min a température du laboratoire

[139], les cultures bactériennes sont incubées a 27 + 2°C pendant 48 heures.

- La streptomycine (10 pg) est utilisée comme témoin positif, ce choix est da a

la sensibilité des souches choisies pour cet antibiotique.

» Lecture et expression des résultats : aprés incubation, I'absence de la

croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque,
identique a de la gélose stérile, dont le diamétre est mesuré et exprimé en mm vy
compris le diamétre du disque de 6mm [140]. Selon la classification de Ponce et al.,

la sensibilité des bactéries vis- a vis de 'HE est classée selon le diamétre des halos
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d’inhibition: non sensible (diamétres < 8 mm) ; sensible (diamétres 9-14 mm); trés

sensible (diamétres 15-19 mm) et extrémement sensible (diametres >20 mm) [141].

22411. Effets bactéricides et bactériostatiques

Des disques de gélose prélevés de la zone inhibée autour des disques imbibés
par 'HE sont placés dans un bouillon nutritif sans HE, et incubés a 27 + 2°C pendant
48 heures. Si aucune croissance bactérienne n’est observée dans le bouillon, I'effet
a été considéré comme bactéricide. Si une croissance bactérienne a été observée
dans le bouillon de culture, il a été considéré comme bactériostatique. Tous les

essais ont été effectués en triple [138].

2.2.4.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

- L'efficacité antimicrobienne d'un composé est souvent décrite en termes de
concentration minimale inhibitrice (CMI), la plus faible concentration du composé
capable d'inhiber la croissance d’'un microorganisme [142]. La CMI est déterminée

par la méthode de diffusion rapportée par Kotan et ses collaborateurs [138].

- Nous avons préparé une série de dilution de 'HE de P. aquilinum dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO) pour atteindre une plage de concentration décroissante
(40-20-10-5-2,5-1,25-0,625-0,3125 uL / mL). Nous avons stérilisé les

dilutions préparées par des filtres Millipore de 0,45 um.

- Une quantité de 100 ul de la suspension bactérienne (108 UFC/mL) est
ensemencée sur des boites de Pétri contenant le milieu de culture adéquat

préalablement coulé et solidifié.

- Nous avons imprégné les disques de 6mm de diamétre avec de 12,5 pL de la
concentration a testée et déposé au centre de la boite de Pétri inoculée. Aprés un
temps de diffusion, les cultures bactériennes sont incubées a 27 + 2 - C pendant 48
h.
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- Lecture et expression des résultats : aprés incubation, la plus faible concentration

de la série de dilution montrant un halo d'inhibition est prise comme valeur de la
CML.

2.2.4.2. Evaluation de 'activité antifongique

Nous avons étudié l'efficacité antifongique de 'HE de P. aquilinum contre A.
niger par I'évaluation de la croissance mycélienne radiale sur milieu solide [143]
[144] .

» Milieux de culture
Le milieu de culture PDA (Agar Dextrose de Pomme de terre) est utilisé pour

préparer la pré-culture fongique et pour le test antifongique de 'HE .

22421. Criblage antifongique

- Nous avons préparé une série de dilution de 'HE de P. aquilinum dans le
milieu PDA. Dans des tubes a essai stérile contenant 20 mL de PDA encore liquide,
nous avons additionné 400 — 200 — 100 — 50 plde I'HE afin d'obtenir les
concentrations suivantes ( 2%, 1%, 0,5% et 0,25%). Le Tween-20 est incorporé dans
le milieu pour améliorer la solubilité de I'HE. Aprés agitation des tubes, leur contenu

est coulé dans des boites de Pétri de 9 cm.

- Apres solidification du milieu, chaque boite est inoculée aseptiquement au
centre avec un disque mycélien (6 mm de diamétre) prélevé de la périphérie d’'une
pré-culture d’A. niger agée de 48h. Trois répétitions sont effectuées pour chaque

concentration.

- En paralléle, des boites témoins contenant seulement du PDA sont inoculés
de la méme maniére. Les boites sont incubées a 28 £ 1°C pendant 7 jours en

mesurant la croissance mycélienne chaque jour.
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- Lecture et expression des résultats : aprés incubation, les diametres

mycéliens sont mesurés (en mm). En tenant compte de la croissance mycélienne
du témoin, nous avons calculé le pourcentage d'inhibition (Pl) de la croissance
mycélienne selon la formule décrite par [145] [144]:

Pl=(dc—dt/ dc) x 100
ou: dc=diametre mycélium témoin - 6 mm

dt = diamétre mycélium traité - 6 mm

22422, Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice de 'HE de P. aquilinum a été déterminée
selon la méthode rapportée par deBillerbeck et al. [144]. Elle correspond a la plus

faible concentration a partir de laquelle aucune croissance fongique n'est observée.

2.2.4.2.3. Effet fongistatique ou fongicide

Les effets fongistatique ou fongicide de I'HE de P. aquilinum contre A. niger
sont déterminées suivant la technique décrite par Thomson [146]. Les disques
myceliens inhibés complétement par 'HE sont inoculés de nouveau dans le milieu
PDA frais. Si aucune croissance mycélienne n’est observée l'effet est fongicide, si

le champignon reprend sa croissance I'effet est donc fongistatique.
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2.2.4.3. Activité aphicide

Pour évaluer l'efficacité aphicide de 'HE de P. aquilinum , nous avons
effectué des traitements par contact sur des populations de puceron de la féve A.

fabae selon la technique de Harmouzi et ses collaborateurs [147].

» Préparation des concentrations

Nous avons préparé cinq concentrations :80, 40, 20, 10 et 5 pl/mL
(équivalentes de 8%, 4%, 2%, 1%, 0,5%) en diluant 'HE de P. aquilinum dans de
'eau physiologique additionnée du Tween 80 comme émulsifiant a la concentration

de 0,1% non toxique pour les insectes [148].

» Technique
- Nous avons soigneusement nettoyé les feuilles saines collectées de la feve
pour servir de support aux pucerons au cours du test.
Nous avons appliqué chaque concentration par contact sur les pucerons apteres.
Ces derniers sont ensuite placés sur une feuille de la féve a l'intérieur d'une boite
de Pétri de 9 cm de diameétre. Pour maintenir les feuilles turgescentes, leurs
pédoncules sont enduits d'une meche de coton imbibée de I'eau physiologique.
Chaque concentration est appliquée sur 20 pucerons avec cinq répétions. Les
essais sont réalisés a 23 + 1 ° C et de 16 : 8 h de photopériode.
- En paralléle, nous avons utilisé I'insecticide chimique commercial Aceplan 20
(ACMP) comme témoin positif a une concentration de 1 mg/10mL. Selon l'index des
produits phytosanitaires a usage agricole, la dose d’utilisation de ce pesticide contre
les pucerons est de 10-12,5 g/hl [149].
- L’eau physiologique additionné de 0,1% de Tween 80 a servi de témoin

négatif.

> Lecture et expression des résultats : Nous avons enregistré le nombre

des pucerons morts aprés 12h, 24h, 36h, 48h du traitement. Le contréle de la

mortalité est vérifié a I'aide d'un pinceau a cheveux fines.
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Nous avons calculé le pourcentage de mortalité corrigée (MC) par la formule de

Schneider-Orelli pour connaitre la toxicité réelle de 'HE de P. aquilinum [150] :

% Mortalité traitement - % Mortalité controle
100 - % Mortalité contrble

% MC = *100

Afin de caractériser la puissance de I'HE utilisée, nous avons déterminé la DLso et la
DLoo.

2.2.5. Formulation du biopesticide

A partir de 'HE de P. aquilinum obtenue ainsi que les doses efficaces contre
les micro-organismes et le puceron testés, nous avons opté pour une formulation
liquide a 6% de matiére active additionné a des adjuvants [151]. Nous avons utilisé
leau comme support pour l'application de la formulation préparée [90]. Cette
derniére a été préparée au niveau du laboratoire de phytopharmacie appliquée de

l'université de Blida.

Principe actif (HE) + Adjuvants ———> Biopesticide formulé

2.2.5.1. Activité aphicide du biopesticide formulé

Afin de comparer I'activité aphicide du biopesticide formulé et de I'HE de P.
aquilinum, nous avons suivi le méme protocole décrit précédemment pour la
détermination de l'efficacité de 'HE contre le puceron de la feve A. fabae. Nous
avons préparé trois concentrations, a savoir 4%, 2% et 1% (40, 20 et 10 pl/mL) en
diluant le biopesticide formulé a 6% dans de I'eau physiologique. Selon la solution a
tester et a 'aide d’'une micro-seringue, chaque concentration est appliquée sur le 20
pucerons apteres avec cingq répétions. En parallele, nous avons utilisé l'eau
physiologique comme témoin négatif. Nous avons enregistré le nombre des
pucerons morts aprés 12h, 24h, 36h, 48h du traitement. Le pourcentage de mortalité

corrigée par la formule de Schneider-Orelli et les doses |étales ont été calculées.
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2.2.6. Etude toxicologique

Notre étude consiste a I'évaluation de la toxicité aigué de I'HE de P. aquilinum
et du biopesticide formulé, ainsi qu’a I'étude de la toxicité subaigué (dose répétée -

28 jours) du biopesticide formulé et du pesticide chimique « ACMP » sur des souris.

2.2.6.1. Etude de la toxicité aiqué

Nous avons étudié la toxicité aigué par voie orale de 'HE de P. aquilinum et
du biopesticide formulé selon la ligne directrice de I'Organisation de Coopération et
de Développement Economique 423 (OCDE). Le principe de cet essai est qu'avec
un processus séquentiel, utilisant un nombre minimum d’animaux par étape (trois),
des informations sur la toxicité aigué de la substance sont obtenues qui sont
suffisantes pour les besoins de classification. L’absence ou la manifestation de
mortalité liée a la substance dans un groupe ayant regu une dose a une étape

donnée détermine I'étape suivante, c’est a dire [152] :

- arrét de l'essai,
- administration de la méme dose a trois animaux supplémentaires,
- administration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a

trois animaux supplémentaires.

Selon la bibliographie, la DLso de TACMP est respectivement de 198 mg / kg et

184 mg / kg chez les souris males et femelles [35].

> Mode opératoire

Nous avons effectué notre expérimentation sur des souris NMRI femelles
saines, non gravides avec un poids corporel entre 28 et 30 g. Les souris sont
reparties au hasard en lots et acclimatés pendant 5 jours, chaque étape nécessite

trois souris.
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En raison d’absence d’information sur la toxicité par 'HE de P. aquilinum, la
dose initiale recommandée est de 300 mg/kg pour des raisons liées au bien-étre des
animaux [152]. A partir des résultats obtenus, nous avons choisi une dose initiale de

2000 mg/kg pour le biopesticide.

Les souris mises a jeun 4 h avant I'essai, sont pesées et les doses d'essai sont
préparées en fonction de leur poids corporel. Le biopesticide et 'HE de P. aquilinum
sont dissouts respectivement dans I'eau physiologique et I'eau physiologique
additionnée du tween 20. Les données sur la toxicité du Tween 20 chez la souris
ont été examinée, dont la DLso était de 2,4 mL / kg. Il a également été recommandé
de ne pas utiliser des doses supérieures au quart de la DLso pour les études
pharmacologiques et toxicologiques, ce qui donne une limite supérieure de 0,6 mL
/ kg pour le Tween 20 [153] [154].

Les doses préparées sont administrées par voie orale en utilisant une sonde
gastrique. Les schémas décrivant le mode opératoire suivi pour chacune des doses
initiales sont représenté dans les Figures 2.2 et 2.3. En Paralléle, deux groupes
témoins ont recu respectivement de I'eau physiologique additionnée du Tween 20

et de 'eau physiologique.

> Comportement et symptdémes cliniques

Les animaux sont observés individuellement, au moins une fois au cours des
30 premiéres minutes suivant I'administration du produit et régulierement durant les
premiéres 24 heures (avec une attention particuliere pendant les 4 premiéres
heures), puis quotidiennement par la suite, durant la période d’essai (14 jours). Ces
observations incluent les changements de la peau, de la fourrure et du
comportement qui était systématiquement enregistré et maintenu avec un
enregistrement individuel. De méme, les observations concernant les convulsions,
les tremblements, la diarrhée, la salivation, la somnolence , le coma, et la mortalité

ont été prises en compte.
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> Mesure du poids des souris

Nous avons mesuré les poids corporels avant la premiére administration et
une fois par semaine aprés I'administration (7°™¢ et 14°™¢ jour), ainsi que le jour de
l'autopsie (15°™® jour pour le calcul du poids relatif des organes). Le pourcentage du

gain du poids relatif (% GPR) des souris a été calculé selon la formule suivante [155]:

Poids final (14°™® jour) - Poids initial (O jour)
Poids initial (O jour)

GPR (%) = x 100

> Consommation d'eau et consommation alimentaire

La consommation hydrique et alimentaire sont également mesurées chaque
jour. Les apports quotidiens moyen (g / souris / j) et (mL / souris / j) sont calculés
[156].

» Sacrifice des animaux, observation macroscopique et mesure du poids relatif

des organes
A la fin de I'essai (15%™), les animaux survivants sont pesés, anesthésiés par

une inhalation légére d'une solution diluée du chloroforme, puis sacrifiés par
dislocation cervicale. Chaque organe est soigneusement disséqué des animaux. Le
ceeur, les poumons, le foie, les reins et la rate sont débarrassés de l'excés de
graisse, rincés avec de I'eau physiologique puis pesés. Le foie et les reins de chaque
souris ont fait 'objet d’'une étude histo-pathologiques. Le poids relatif des organes

de chaque animal est ensuite calculé selon la formule suivante [157]:

Poids absolu de l'organe (g) x 100

Poids relatif de I'organe(%) = : : : —
Poids corporel de la souris le jour du sacrifice (g)
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> Reéalisation des coupes histologiques

Pour réaliser I'étude histo-pathologique des reins et du foie, nous avons suivi
les étapes décrites par Martoja et Martoja Pierson [158]. Les échantillons ont été
déposés dans des cassettes d’inclusion et fixés immédiatement dans une solution du
formol a 10% pendant 48 heures et lavés a l'eau courante. Les tissus fixés ont été
déshydratés dans des bains d’éthanol a concentration croissante, éclairci dans un
bain de xyléne pendant 1 heure et incorporés dans la paraffine. Les sections
micrométriques de 3 a 5 um ont été coupées par un microtome et colorées avec de
I'hnématoxyline et de I'éosine. Les lames ont été examinées au microscope optique

pour une évaluation microscopique (détail en appendice B).

50 mg/kg 300 mg/kg > 2000 mg/kg
3 souris « 3 souris 3 souris
300 mg/kg 2000 mg/kg
3 souris 3 souris
A\ A 4 .
Catégorie 4 Catégorie 5
DL 50> 300 - 2000 mg/kg DL 50> 2000 - 5000 mg/kg
0-1-2-3 : nombre de souris mortes

Figure 2.2 :Schéma récapitulatif du mode opératoire de la toxicité aigué de I'HE de
P. aquilinum avec une dose initiale de 300 mg/kg du poids corporel
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W

300 mg/kg 2000 mg/kg
3 souris «— 3 souris

S

2000 mg/kg
3 souris

EDED

Figure 2.3 : Schéma récapitulatif du mode opératoire de la toxicité aigué du
biopesticide avec une dose initiale de 2000 mg/kg du poids corporel

0-1-2-3 : nombre de souris mortes

2.2.6.2. Etude de la toxicité subaigué du biopesticide formulé et du pesticide

chimique

Afin d’évaluer et de comparer la toxicité subaigué du biopesticide et du
pesticide chimique, nous avons suivi le protocole expérimental de la ligne directive
407 de 'OCDE [159]. Une étude de 28 jours fournit des informations sur les effets
toxiques d’'une exposition répétée par voie orale au biopesticide et a TACMP.

> Mode opératoire

- Nous avons calculé les doses a testées pour I'étude de toxicité subaigué, en
tenant compte de la DLso et du calcul de la dose décrit dans la Ligne directrice 407
de I'OCDE. Sur la base des résultats obtenus de I'étude de toxicité aigué, il a été
montré que la DLso de 'HE de P. aquilinum et biopesticide sont supérieur a 2000
mg/kg. Pour cela, nous avons choisi les doses, a savoir 400, 200 et 100 mg/kg de
poids corporel (1/5, 1/10 et 1/20 de 2000 mg/kg).
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Compte tenu de DLso de TACMP chez les souris citée précédemment, nous avons
choisi trois niveaux de doses, a savoir 1/16 DLso (12,37 mg/kg Méle et 11,5 mg/kg
Femelle), 1/8 DLso et (24,75 mg/kg Male et 23 mg/kg Femelle) et 1/4 DLso (49,5
mg/kg Méle et 46 mg/kg Femelle).

- Nous avons inclus des groupe satellite supplémentaire afin d’observer la
réversibilité, la persistance, ou I'apparition tardive des effets toxiques 14 jours aprées

le traitement.

Nous avons établi dix groupes expérimentaux (n = 10 animaux / groupe, 5
males et 5 femelles), comme suit:

- Groupe témoin : les souris ont regu de I'eau physiologique pendant 28 jours ;

- Trois groupes traités par le biopesticide : les souris ont recu les doses
suivantes : 100, 200, 400 mg/kg du poids corporel pendant 28 jours;

- Trois groupes traités par le pesticide chimique: les souris ont regu différentes
doses, a savoir : 1/16, 1/8, 1/4 de la DLso de ’ACMP pendant 28 jours;

- Groupe satellite témoin traité par voie orale pendant 28 jours avec de l'eau
physiologique et gardé pendant 14 jours supplémentaires sans traitement ;

- Groupe satellite traité par le biopesticide avec la dose maximale de 400 mg/kg
du poids corporel pendant 28 jours et gardé pendant 14 jours de plus sans
traitement ;

- Groupe satellite traité par voie orale pendant 28 jours avec la dose maximale
de 1/4 de la DLso du pesticide chimique et gardé pendant 14 jours de plus

sans traitement.

Les souris mises a jeun 4 h avant I'essai, sont pesées et les doses d'essai sont
préparées en fonction de leur poids corporel. Le biopesticide et ' ACMP sont dissouts
dans l'eau physiologique. Les différentes doses ainsi préparées, sont administrés
quotidiennement par gavage aux souris avec un volume maximal de 1 mL/100 g du
poids corporel, sept jours sur sept, sur une période de 28 jours. Au cours de cette
période, les souris sont examinées soigneusement chaque jour afin de déceler tout

signe de toxicité. Les animaux qui meurent et méme les survivants sont autopsiés.
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Un schéma décrivant le mode opératoire suivi pour l'évaluation de la toxicité

subaigué du biopesticide et du pesticide chimique est représenté dans la Figure 2.4.

e Comportement et évolution pondérale des souris

L'observation des signes généraux de toxicité chez les animaux ainsi que de
la mortalité, ont été surveillées et enregistrées quotidiennement tout au long de
I'étude. Le poids initial de tous les groupes a été enregistré avant 'administration
des traitements testés et a la fin de chaque semaine, ainsi que le jour de I'autopsie
(29°™me jour et 43°™¢ jour pour les groupes satellites). Le pourcentage du gain du
poids relatif (% GPR) des souris a été calculé selon la formule suivante [155]:

Poids final - Poids initial

GPR (%) = ——— x 100
Poids initial

e Consommation hydrique et alimentaire

La quantité de la nourriture et de 'eau consommeée sont enregistrées chaque
jour pour chaque lot d'animaux et les apports quotidien moyen (g / souris / j) et (mL

/ souris / j) sont calculés.

e Prélévement sanquin et sacrifice

A la fin de la période expérimentale (29°™ jour et 43°™® pour les lots satellites),
les souris sont pesées et anesthésiées par inhalation lIégére d’'une solution diluée du
chloroforme. Nous avons effectué un prélevement sanguin a laide des tubes
capillaire d’hématocrites a travers le sinus rétro-orbital au niveau de la veine orbitale.
Le sang est recueilli dans des tubes EDTA et héparine respectivement pour les
analyses hématologiques et biochimiques. Les tubes héparinés sont maintenu
pendant 20 min a la température du laboratoire. Ensuite, ils sont centrifugés a 2500
tours / min pendant 10 min. Le plasma obtenu en tant que surnageant est recueilli

dans un tube Eppendorf étiqueté et conservé a -20 ° C jusqu'a utilisation [157].
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Aprés la collecte du sang, nous avons sacrifié les souris par dislocation
cervicale. Chaque organe est soigneusement disséqué des animaux. Le cceur, les
poumons, le foie, les reins et la rate ont été observés macroscopiquement,
débarrassés de I'exces de graisse, rincés avec de I'eau physiologique puis pesés.
Le poids relatif des organes est ensuite calculé. Le foie et les reins de chaque souris
sont conservés dans le fixateur formol a 10% pour une étude histo-pathologique

selon la méthode de Martoja et Martoja-Pieson [158].
e Examens hématologiques

Les échantillons sanguins prélevés dans des tubes EDTA sont immédiatement
utilisés pour déterminer les taux de globules blancs (GB), de globules rouges (GR),
de plaquettes (PLT), le volume globulaire moyen (MCV), le pourcentage de
'Hématocrite (HCT), la concentration de I'Hémoglobine (HGB), la teneur
corpusculaire en Hémoglobine (MCH), la concentration corpusculaire moyenne en

Hémoglobine (MCHc) par un automate hématologique (Sysmex KX-21N).
e Examens biochimiques

Nous avons déterminé la concentration des différents parametres
biochimiques plasmatiques: glucose, urée, créatinine, aspartate aminotransférase
(ASAT), alanine aminotransférase (ALAT), phosphatase alcaline (PAL), protéine
totales et albumine par un automate biochimique (Roche Hitachi 902, Allemagne)

avec le kit biochimique Spinreact (Espagne).
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Analyse statistique

Les résultats sont rapportés en moyenne + erreur type de la moyenne (SEM).
Les différences entre les groupes du test antibactérien et antifongique et de I'étude
de toxicité ont été déterminées par analyse de la variance (ANOVA a un facteur ou
ANOVA a deux facteurs) suivie du test de Dunnett pour la comparaison des
moyennes. Des valeurs de p< 0,05 ont été définies comme significatives. Les
analyses statistiques ont été effectuées par le logiciel GraphPad Prism version 7.00

pour Mac.

Le logiciel XLSTAT- Pro est utilisé pour analyser toutes les données de I'activité
aphicide. Les pourcentages de la mortalité subissent une transformation angulaire
d’aprés la table établie par Bliss [160]. Les données transformées font I'objet d'une
analyse de variance (ANOVA) suivie du test de Duncan et/ ou Tukey pour la
comparaison des moyennes. Les taux de mortalité corrigés obtenus sont
transformés en probit permettant d'établir une droite de régression basée sur les
logarithmes décimaux des doses utilisées. Nous avons déterminé la DLso et la DLoo
de 'HE de P. aquilinum L. suivant le modele Logarithme décimal de la dose — Probit
de mortalité [161] [162].
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Détermination de la teneur en eau

Les résultats de la teneur en eau (H%) et en matiere séche (MS%) des frondes de

P. aquilinum sont illustrés dans le Figure 3.1 (détail en Appendice C).

MS %

Figure 3.1 : Teneur en eau des frondes de P. aquilinum

Les résultats obtenus montrent que les frondes de P. aquilinum sont riches en eau

avec un pourcentage de 76,42 £ 1,52 et 23,58 + 1,52 de matiere séche.

3.2. Criblage phytochimique

L’analyse phytochimique des extraits des frondes de P. aquilinum a révélé la
présence de plusieurs métabolites secondaires qui sont résumés dans le Tableau
3.1.



Tableau 3.1 : Criblage phytochimique des frondes de P. aquilinum
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Métabolites secondaires Résultats
Alcaloide -
Anthocyanes | -
Flavonoide | Flavonoides | +++ : Coloration rassemblée dont le surnageant
libres d’alcool iso-amylique
Total +++ : Coloration verdatre
Tannin Catéchique +++ : Précipité rouge
Gallique ++ : Coloration noire

Stéroide / Terpénoide

+++ : Coloration violette du surnageant

Coumarines

+ : Présence d'une fluorescence

Saponines

+++ : Mousse persistante

Nous avons enregistré une

richesse en composés polyphénoliques

(flavonoides, tanins), en stérols / triterpénes et en saponines, au niveau des frondes

de la fougére . Une absence d’alcaloides est notée. Ceci est en accord avec les

travaux faits par Hassan et al. [80].

Kardong et ses collaborateurs ont rapporté la présence des flavonoides,

tanins, terpénes, composés réducteurs, alcaloides et saponines, et 'absence des

stérols dans les frondes de P. aquilinum [81]. Une étude faite par Awe et Amobi

rapporte la présence des flavonoides, tanins, alcaloides et saponines, tandis que

les terpénes sont absents [163].
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3.3. Extraction et caractérisation de 'HE

3.3.1. Rendement en HE

Les extractions par hydrodistillation ont fourni une HE de couleur jaune foncé
avec une odeur puissante. Ses caractéristiques organoleptiques sont exposées au
Tableau 3.2. Le rendement en HE est de I'ordre de 0,025 + 0,005 %. Cette valeur
représente la moyenne des rendements de 3 extractions indépendantes. D’aprés

ces résultats nous constatons que la fougére aigle est trés faible en HE.

Tableau 3.2 : Caractéristiques organoleptiques de I'HE de P. aquilinum

Aspect Couleur Odeur

Liquide a température ambiante | Jaune foncé Tres puissante

L’étude de Nwiloh et ses collaborateurs, a montré un rendement de 0,9% des
crosses de P. aquilinum poussé au Nigeria qui est largement supérieur a celui qu'on
a obtenu [58].

Le rendement en HE peut étre influencé par l'ontogenése, les facteurs
environnementaux, les périodes et sites de récolte, la situation géographique, la
nature du sol, les conditions expérimentales d’extraction et les stades
phénologiques [164] [165] [166] [167].

D’aprés des travaux antérieurs, les fougéres présentent généralement un faible
rendement en HE tel que les deux espéces appartenant a I'ordre des Polypodiales :
Asplenium adiantum-nigrumet (0,025%) et Asplenium trichomanes (0.030%) [56].
De méme, deux espéces de la classe des Polypodiopsida, a savoir Anemia radianna

et Anemia hirsuta avec un rendement respectif de 0.04 et 0.03% [55].
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3.3.2. Analyse de 'HE par CG/SM

L’identification par CG/SM des constituants de 'HE de P. aquilinum a été
réalisée par l'utilisation des indices de rétention (IR) sur colonne apolaire, 'analyse
des spectres de masse des composés constitutifs et la comparaison de ces données
avec celles des bases de données électroniques, WILEY et NIST, de la base
bibliographique Adams [136] et celles obtenues sur des composés standards purs.
Les constituants identifiés sont listés dans le Tableau 3.3 selon leur ordre d'élution

et représentés la Figure 3.2.

Tableau 3.3 : Composition chimique de I'HE des frondes de P. aquilinum

Composants® IRE IRL %
2-Hexenal 834 846 0.12
Heptanal 899 901 0.11
Benzaldehyde 959 952 5.95
1-Octen-3-ol 975 974 0.26
2-Pentylfuran 985 984 0.14
3-Octanol 995 988 0.19
n-Octanal 1001 998 0.09
Limonene 1026 1024 0.07
B-Ocimene 1041 1044 0.09
2-Octenal 1054 1049 0.16
cis-Linalool oxide (furanoid) 1066 1067 0.05
Terpinolene 1082 1086 0.12
Linalool 1098 1095 10.29
Nonanal 1102 1100 2.67
neo-3-Thujanol 1151 1149 0.14
Nonenal 1156 1157 0.33
4-Terpineol 1178 1174 0.11
Naphtalene 1182 1178 1.61
a-Terpineol 1194 1186 3.51
n-Decanal 1203 1201 0.18
Nerol 1222 1227 0.98
Pulegone 1234 1233 0.47
Cuminic aldehyde 1240 1238 4.57
Geraniol 1248 1249 3.30
Isopulegyl acetate 1272 1275 0.12
Vitispirane 1274 1272 0.22
trans-Anethole 1284 1282 1.37
2-Undecanone 1289 1293 5.32
Thymol 1296 1289 0.30



2-Undecanol 1301 1301 0.15
Carvacrol 1304 1298 8.15
Theaspirane B 1309 1299 1.52
trans.trans-2,4-Decadienal 1316 1315 0.58
trans-Piperitol acetate 1341 1343 0.18
trans-B-Damascenone 1372 1383 0.58
B-Caryophyllene 1412 1417 1.07
a-lonone 1415 1428 0.17
Geranyl acetone 1442 1453 0.69
a-Humulene 1448 1452 0.28
B-lonone 1472 1487 3.20
Eremophilene 1492 1498 0.29
B-Bisabolene 1501 1505 0.27
Tridecanal 1507 1509 1.50
Calamenene 1515 1528 0.70
a-Calacorene 1534 1544 0.20
Spathulenol 1571 1577 0.35
Caryophyllene oxide 1573 1582 0.88
Veridiflorol 1587 1592 0.11
Longiborneol 1601 1599 0.14
Dill apiol 1612 1620 0.25
B-Tumerone 1658 1668 0.40
2-Pentadecanone 1693 1697 0.19
epi-Cyclocolorenone 1774 1774 2.07
Farnesyl acetone 1901 1913 0.54
Isophytol 1939 1946 0.32
Phytol 2101 2105 0.21
Monoterpénes hydrocarbonés 0.28
Monoterpénes oxygénés 32.86
Sesquiterpenes hydrocarbonés 442
Sesquiterpenes oxygeénes 4.49
Autres 27.39
Total identifié 69.44

@ Constituants listés par ordre d'élution sur la colonne capillaire
DB-5; RIe: Indices de rétention expérimentaux déterminé par la
colonne mentionée par co-injection d’'une série de n-alcanes (Cs-
Cz21); Rl: Indices de rétention tirés de la bibliographie [136]
[168] [169][170] [171] [172]
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L’analyse CG-SM de I'HE de P. aquilinum nous a permis d'identifier cinquante-
huit composants, représentant 69,44 % de la composition totale. Les composés
oxygénés sont plus présents que de composés hydrocarbonés. Ces composés
oxygeénés sont majoritairement monoterpéniques (32.86 %). Ces analyses ont mis
en évidence la prédominance du Linalool (10.29 %) et du Carvacrol (8.15 %). Nous
notons aussi la présence, a un degré moindre, de Benzaldéhyde (5.95 %), de 2-
Undecanone (5.32%), de Cuminic aldéhyde (4.57 %), d’a-Terpineol (3.51 %), de
Geéraniol (3.30 %) et de B-lonone (3.20 %).

Ces principaux composants (Tableau 3.3) représentent 44.29% de I'HE, tandis
que les autres composés sont présents en petites quantités ou en traces. Il existe
des indications selon lesquelles des composés a I'état de trace sont critiques pour
I'activité de 'HE et peuvent avoir un effet synergique avec d'autres ingrédients de
I'huile [173].

La composition chimique de I'HE de P. aquilinum est trés peu étudié dans le
monde entier : Pologne [57] et Nigeria [58]. Ces travaux antérieurs a la présente
étude, ont montré une variation qualitative et quantitative du profile

chromatographique de 'HE de P. aquilinum .

Dans I'étude menée par Halarewicz et Szumny, sur 'HE des frondes de la
fougére aigle Polonaise récoltés au mois du juin et aolt et dans deux zones
différentes, a montré que la composition qualitative a été indépendante du site ou
de la saison de récolte avec la prédominance du benzaldéhyde (44-50%) et une
fraction terpénique représentée par le limonéne, le linalool, le terpinéol, B-lonone et

le citral en faibles quantités [57].
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Nwiloh et ses collaborateurs, ont montré que 'HE des crosses de P. aquilinum
Nigérienne est prédominée par les alcanes (86.60%) dont le composant majoritaire est
le tetratriacontane (12.37 %), avec la présence des monoterpénes et des
sesquiterpénes ( y-terpinene, a- pinene, B-pinene, 1,8-cineole, ocimene, linalool, y-

epicene, geranial, neral, myrcene, nerolidol et fenchone) [58].

La différence de la composition constatée entre 'HE de P. aquilinum étudiée et
les autres populations est vraisemblablement liée a plusieurs facteurs. La composition
chimique des HE est déterminée par des facteurs génétiques, mais d'autres facteurs
peuvent entrainer des modifications significatives de la production des métabolites
secondaires. En fait, ces métabolites représentent une interface chimique entre les
plantes et I'environnement. Les stimuli de I'environnement dans lesquels se trouve la
plante peuvent rediriger la voie métabolique, entrainant la biosynthése de différents
composeés. Parmi ces facteurs : les interactions plantes / microorganismes, plantes /
insectes et plantes / plantes; I'age et le stade de développement, les facteurs abiotiques
tels que la luminosité, la température, les précipitations, la nutrition, le moment et
I'neure de la collecte, ainsi que les techniques de récolte et de post-récolte. Il convient
de souligner que ces facteurs peuvent présenter des corrélations les uns avec les
autres, ne pas agir seuls, et exercer une influence conjointe sur le métabolisme
secondaire [46] [174].
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3.4. Potentiel biopesticide de 'HE de P. aquilinum

3.4.1. Activité antibactérienne

Nous avons évalué l'activité antibactérienne in vitro de 'HE de P. aquilinum sur
trois bactéries phytopathogéne a Gram négatives. Les tests ont été réalisés par la
méthode de diffusion sur gélose et la détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI). Les résultats de ce criblage sont résumés dans le Tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Criblage de I'activité antibactérienne de I'HE de P. aquilinum

HE Streptomycine DMSO
Souches
DI(mm) +ET2| CMI®| DI(mm)+ET¢® | DI(mm)+ET ¢
E. amylovora 32,00+ 0,58 0,625 15,0 £ 0.58 6,0 £ 0,00

P. carotovorum
subsp. carotovorum
P. savastanoi pv.
savastanoi

33,77+0,88 2,50 21,3+0.33 6,0 +0,00

33,0'+0,58 5,00 15,7 £0.33 6,0 £0,00

- 2 DI, diamétre d’inhibition (mm) de I'HE (12,5 pl /disque) y compris le diametre du
disque (6 mm), moyenne + SEM (n=3)

- ®CMI, concentration minimale inhibitrice (ul /mL)

- ¢ DI, diamétre d’inhibition (mm) de la streptomycine (10 ug /disque) y compris le
diameétre du disque (6mm), moyenne £ SEM (n=3)

- 9 DI, diameétre d'inhibiton (mm) du DMSO y compris le diamétre du disque
(6mm), moyenne + SEM (n=3)

" Effet bactéricide est observé

Selon les résultats représentés dans le Tableau 3.4, 'HE a 12.5 pl/ disque révéle
un effet antibactérien et bactéricide puissant sur les trois souches testées: P.
carotovorum subsp. carotovorum (33,7mm), P. savastanoi pv. savastanoi (33 mm) et
E. amylovora (32 mm) [141]. Comme contrdle négatif, le DMSO n'a pas affecté la

croissance des souches bactériennes (Tableau 3.4).
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La streptomycine a montré une activité antibactérienne puissante contre P.
carotovorum subsp. carotovorum (21,3 mm) et modéré contre E. amylovora (15,0 mm)

et P. savastanoi pv. savastanoi (15,7 mm).

L'activité antibactérienne de I'HE est hautement significative avec une zone
d'inhibition forte par rapport a celle de la streptomycine (p< 0.05) (Figure 3.3). L'HE de
P. aquilinum présente une activité bactéricide contre les trois souches testées et
aucune différence n’est enregistré par rapport a son effet entre ces derniéres (p> 0.05)

(détail en Appendice D)

Y
(=]
]

*kkk
*kkk *kkk

w
(=]
[

B HE P, aquilinum
B Streptomicine
DMSO

Diamétre d’hinibition (mm)
g 9

(=]
1

E. amylovora P. carotovorum P. Savastanoi

Figure 3.3 : Activité antibactérienne de 'HE de P. aquilinum (moyenne + SEM (n=3))
(****p<0,0001)

Les valeurs des CMI représentées dans le Tableau 3.4 montrent que 'HE de P.
aquilinum présente une trés forte activité contre E. amylovora avec une valeur de 0,625
ul /mL suivi par P. carotovorum subsp. carotovorum 2,50 ul /mL et enfin P. savastanoi

pv. savastanoi 5,00 ul/mL.

En se référant a la littérature, I'activité antibactérienne des HE devrait étre liée a
leur composition chimique, a la configuration structurelle de leurs composants
constitutifs et a leurs groupes fonctionnels et aux interactions synergiques possibles

entre les composants [176].
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Le potentiel antibactérien élevé de 'HE de P. aquilinum pourrait &tre expliqué par
la présence de certains composants majeurs et/ ou mineurs. L'HE de P. aquilinum est
composée de 32.86 % de monoterpénes oxygénés qui sont connus par leur activité
antimicrobienne la plus puissante surtout les terpénes oxygénés alcools et phénols
[177] [178]. Leur activité pourrait résider sur la perturbation de la fraction lipidique de

la membrane plasmique du microorganisme [179].

Compte tenu du grand nombre de composés chimiques présents dans les HE, il
est fort probable que leur activité antibactérienne ne soit pas imputable a un
mécanisme spécifique, mais qu’il existe plusieurs cibles dans la cellule [180] [173]. La
structure chimique des différents composants de I'HE affecte leur mode d'action précis

et leur activité antibactérienne [176].

Il est important de noter que le pourcentage du linalool et du carvacrol est
respectivement de 10.29 % et 8.15 %. Le linalool posséde un large spectre
antibactérien, en inhibant 17 souches bactériennes [181], 42 bactéries
phytopathogénes, alimentaires et cliniques [177], 4 souches cliniques [182], 22
bactéries phytopathogénes [183]. Plusieurs études ont démontré que le carvacrol est
un composant puissant contre toutes les souches phytopathogénes testées [138] [184]
[183] [185].

Dans la présente étude, nous avons évalué I'activité antibactérienne de 'HE sur
trois bactéries d’impact agro-économique. Le Feu bactérien est une maladie induite
par la bactérie Erwinia amylovora (Enterobacteriaceae), destructrice et
economiquement importante [186] [187] [185] [188]. Erwinia carotovorum subsp.
carotovorum est une entérobactérie responsable a pourritures des tiges (jambes
noires) et de tubercules (pourritures molles) de la pomme de terre [189] [190][191]. Ce
phytopathogéne a la capacité de causer de dommages importants sur le champ et des
tubercules, entrainant de lourdes pertes économiques [192] [193]. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Pseudomonadaceae) provoque la maladie des nceuds de

I'olivier (Olea europaea). Elle est considérée comme l'une des maladies les plus grave
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affectant les oliviers et peut entrainer des pertes importantes en termes de production
[194] [195].

Plusieurs travaux ont démontré 'effet antibactérien des HE ainsi que le linalool et
le carvacrol contre E. amylovora et P. carotovorum subsp. carotovorum [138] [196]
[197]. Bouaichi et ses collaborateurs ont révélé I'activité antibactérienne de quatre HE
contre P. savastanoi pv. savastanoi. Un effet puissant a été remarqué pour les HE

riches en carvacrol [198].

Le linalool et aussi a-terpinéol provoquent une altération de la perméabilité de la
membrane externe, une altération de la fonction de la membrane cellulaire et la fuite
des matériaux intracellulaires [178]. Le carvacrol est un composant capable de
désintégrer la membrane externe des bactéries a Gram négatif en libérant les
lipopolysaccharides (LPS). Il augmente la perméabilité de la membrane cytoplasmique
a I'ATP (une augmentation de I'ATP extracellulaire associé d’'une diminution de I'ATP
intracellulaire) [199]. D’autres travaux ont rapporté que ce monoterpéne est capable de
modifier la composition en acides gras de la membrane cytoplasmique des bactéries
testés [200].

L'activité trouvée dans I'huile peut étre due aussi a la présence du benzaldéhyde
(5.95 %). C’est une molécule antibactérienne qui interagit avec la surface de la cellule
et conduit a la mort cellulaire par la désintégration de la membrane cellulaire et la
libération des composants intracellulaires [201]. Cette activité observée dans 'HE peut
étre liée a la présence d’autres molécules qui ont été déja décrites dans les littératures
pour leur pouvoir antibactérien : 2-Undecanone [202] , Cuminic [203] et a-Terpineol
[178].

Selon la littérature , les composants mineurs des HE jouent un réle essentiel dans
I'activité antibactérienne, produisant des interactions synergiques et / ou antagonistes
avec d’autres composants [204] [138]. D’aprés I'analyse chimique, un composant
mineur « thymol » qui est présent dans 'HE de la fougeére aigle, posséde une activité
antibactérienne puissante [138]. Des travaux récents ont démontré que l'activité

antibactérienne d’'une HE entiere est meilleure que celle de ses composants
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majoritaires dont le B-pinene (6.71%) est plus puissant que le 1,8-cineole (27.23%)
[205].

3.4.2. Activité antifongique

La méthode de la croissance mycélienne radiale sur milieu solide nous a permis
de mettre en évidence le pouvoir antifongique de I'HE de P. aquilinum vis-a-vis de la
souche fongique testée. L’activité antifongique des différentes concentrations (2, 1, 0,5
et 0,25 %) est révélée par la mesure de la croissance mycélienne d ‘A. niger
quotidiennement pendant 7 jours. Les résultats obtenus sont illustrés dans la Figure
3.4.
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Figure 3.4 : Effet de différentes concentrations de 'HE de P. aquilinum sur la

croissance mycélienne d’A. niger (moyenne + SEM (n=3)) (****p<0,0001)

L’étude statistique a montré une différence hautement significative (p <0,0001)
entre les quatre concentrations testées comparativement au témoin (Figure 3.4). Les
résultats du diamétre mycélien obtenus apres 7 jours d’incubation, réveélent que I'HE
de P. aquilinum présente une activité antifongique contre A. niger (détail en Appendice
D).

Des pourcentages d’inhibition mycélien de 100%, 100%, 90,03% et 86,40% sont

respectivement observés a des concentrations de 20, 10, 5, 2,5 yl/mL de 'HE. Le
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pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne augmente avec I'augmentation
de la concentration de 'HE de P. aquilinum donc, son effet inhibiteur augmente
proportionnellement a sa concentration jusqu’a une inhibition totale enregistré a des
concentrations de 2 et 1%. La CMI de 'HE de P. aquilinum obtenue contre A. niger au
7¢me jour est de 10 pl/mL. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 3.5.

L’HE de P. aquilinum a montré un effet fongistatique sur le champignon testé.

Tableau 3.5 : Pourcentage d’inhibition mycélienne de I'HE de P. aquilinum contre A.

niger
Concentration| Pourcentage d’inhibition mycélienne
20 pl /mL 100+ 0.00°
. 10 pl /mL 2@ 100+ 0.00°
HE de P. aquilinum
q 0,5 ul /mL 90,03 + 1,15
0,25 pl /mL 86,40 £ 0,62

Pl : calculé des diamétre mycélium - 6 mm
@Valeur de la CMI
b Effet fongistatique

L'activité antifongique des HE et de leurs composants, ainsi que leur capacité a
bloquer la production de toxines, peuvent présenter différents niveaux de puissance,
en fonction de leur structure. La structure et la fonction de la membrane plasmique des
cellules fongiques est une clé essentielle pour la survie de ces microorganismes. Toute
altération ou modification importante impliquant la synthése ou le maintien de la
membrane cellulaire peut entrainer des dommages et, par conséquent, entrainer la

mort du champignon [174].

Ces derniéres années, le développement d’agents antifongiques plus sars, tels
que les HE pour lutter contre les champignons phytopathogenes, a suscité un intérét.
De nombreuses études ont signalé que les HE de différentes espéces agissent comme
des inhibiteurs puissants de la croissance mycélienne des souches phytopathogénes
[206] [207] [208] [209] [210].
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A. niger est un champignon filamenteux, peut contaminer les produits agricoles a
différents stades. Les changements dus a la détérioration par cette espece peuvent
étre de nature sensorielle, nutritionnelle et qualitative, tels que: pigmentation,
décoloration, pourriture, développement d'odeurs et de saveurs désagréables.
Cependant, la conséquence la plus notable de sa présence est la contamination des
produits par ses mycotoxines qui présentent des effets délétéres sur les vertébrés [211]
[212] [213].

Des travaux de recherche antérieurs sur l'analyse et les propriétés antifongiques
des HE de diverses espéeces ont montré qu'elles avaient divers degrés d'inhibition de
la croissance contre A. niger en raison de leurs compositions chimiques différentes
[206] [144] [214] [215] [216] [209].

En général, les composeés antimicrobiens actifs des HE sont des terpénes de
nature phénolique. Ces derniers attaquent la paroi et la membrane cellulaire, en
affectant sa perméabilité ce qui engendre un dégagement des constituants
intracellulaires. lls peuvent également interférer avec less constituant de la membrane
et perturber sa fonction [208] [217] [174].

Les agents antifongiques peuvent aussi désactiver le champignon en perturbant
la structure et la fonction des organites de cellules fongiques et / ou en inhibant la

synthése des matiéres nucléaires ou des protéines [218].

L'huile de P. aquilinum obtenue par hydrodistillation des frondes contient des
mono- et sesquiterpénes hydrocarbonés et des mono- et sesquiterpénes oxygénés.
Ces dernieres années, plusieurs chercheurs ont rapporté que les mono- et
sesquiterpenes étaient les principaux composants de diverses HE, qui ont un potentiel
énorme pour inhiber fortement la croissance d'agents pathogénes microbiens [219]
[215] [208]. En particulier, les phénols et les alcools qui ont un potentiel effet

antifongique suivis par les aldéhydes et les cétones [220].
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L’HE de P. aquilinum a montré un effet antifongique contre A. niger. Cette activité
pourrait étre attribuée a la présence du Linalool (10.29 %), du carvacrol (8.15 %),
Benzaldéhyde (5.95 %), 2-Undecanone (5.32%) et d’ a-Terpinéol (3.51 %), ce qui a
significativement inhibé la croissance mycélienne (100%). Il est également possible
que les composants mineurs, soient impliqués dans certains types de synergie

antifongique avec d'autres composants actifs de I'HE [208].

Des études menées par DeBillerbeck et al., sur l'effet inhibiteur de I'HE de
Cymbopogon nardus sur la croissance mycélienne d'A. niger, en observant
microscopiquement les modifications ultra-structurales des hyphes d’A. niger. Les
résultats obtenus ont révélé un changement au diamétre des hyphes et a leurs parois
qui paraissaient nettement plus minces. Ces modifications pourraient étre causées par
l'interférence de 'HE avec les enzymes responsables de la synthése de la paroi ce qui
perturbe la croissance normale. De plus 'HE a entrainé la désintégration de la

membrane cytoplasmique et la désorganisation de la structure mitochondriale [144].

Pitarokili et ses collaborateurs ont évalué I'activité antifongique de I'HE de Salvia
sclarea (Lamiaceae ) et le linalool sur la croissance radiale de trois champignons
phytopathogénes : Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum et Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi. Ce monoterpéne posséde divers degrés d'inhibition selon le
champignon testé. Le linalool, qui représentait 18,46% de I'huile totale, a présenté un
effet comparable a celui de I'huile totale sur S. cepivorum et F. oxysporum f. sp. dianthi,
tandis que sur S. sclerotiorum le linalool était plus efficace [221]. Des travaux récents
ontrapporté que le linalool affecte la morphologie du mycélium, avec des changements

dans la localisation de la chitine dans les hyphes [174].

Le carvacrol fait partie des composés phénoliques qui ont montré une forte
activité antifongique. Il a été suggéré qu'il interagit avec la membrane myceélienne
provoquant sa rupture [222]. De nombreux travaux ont rapporté que l'effet antifongique
de I'HE de plusieurs especes était principalement lié a la présence du carvacrol [222]
[223] [224].
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Des travaux de recherche récents, ont été établis sur I'activité antifongique in vitro
de I'HE de Armeniaca sibirica (Rosaceae) et de son composé majoritaire le
benzaldéhyde (62.52%) contre 19 champignons phytopathogénes. Les résultats
obtenus montrent que 'HE présente une activité antifongique a large spectre avec des
taux d'inhibition de variant de 44,8% a 100%, tandis que ceux du benzaldéhyde sont
de 28,6% a 100% [210]. L'a-terpinéol a été évalué pour son activité antifongique in vitro
contre dix champignons phytopathogénes. Ce composé a inhibé la croissance

mycélienne des champignons avec des pourcentages différents [219].

L’activité antifongique de 'HE de P. aquilinum contre A. niger peut étre liée aussi
a la présence d’autres molécules qui ont été déja décrites dans les littératures pour
leur pouvoir antifongique a savoir le 2-Undecanone [202] [225], le Cuminic aldéhyde
[226] [214] et le géraniol [227] [228].

3.4.3. Activité aphicide

3.4.3.1. Etude de la mortalité des pucerons aptéres d’A. fabae exposé a 'HE de P,

aquilinum

L’efficacité de 'HE de P. aquilinum vis-a-vis des aptéres de A. fabae a été
menée au laboratoire. Les différentes concentrations testées (80, 40, 20, 10 et 5 yl/mL)
ont montré des propriétés insecticides apres 48 h d'exposition. La Figure 3.5 montre
les variations du taux de mortalité corrigée des pucerons traités par les différentes
concentrations de I'HE de P. aquilinum ainsi que par l'insecticide (ACMP) en fonction

de la durée d’exposition.
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Figure 3.5 : Variation du taux de mortalité corrigée des pucerons traités par
différentes concentrations de 'HE de P. aquilinum et de TACMP en fonction de la

durée d’exposition

Nous remarquons qu’il existe une relation entre la mortalité corrigée des
pucerons et 'augmentation des concentrations de I'HE de P. aquilinum, ainsi qu’avec

la durée d’exposition au traitement.

Les valeurs du pourcentage de la mortalité corrigée d’A. fabae traités par
différentes concentrations de I'HE de P. aquilinum ainsi que par l'insecticide chimique

'ACMP sont résumés dans le Tableau 3.6.

L'analyse de variance de la mortalité corrigée des pucerons aprés 12h, 24h, 36h
et 48h d'exposition a différentes concentrations de 'HE de P. aquilinum a révélé une
différence hautement significative (p <0.0001) pour les quatre temps testés (Tableau
3.6). Cette analyse a révélé que les deux facteurs (concentration et durée d’exposition)

agissent significativement sur la mortalité des pucerons (détail en Appendice D).
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D’apres ces résultats, il existe donc une relation entre la concentration de I'HE, la
durée d’exposition et la mortalité des pucerons. L’'HE de P. aquilinum exerce donc un
effet concentration-mortalité, avec une augmentation significative de la mortalité des

pucerons, lorsque la concentration croit [229].

Nous avons enregistré une mortalité variante entre 3,05 + 1,25 a 92,63 £ 3,16,
apres le traitement des pucerons par les différentes concentrations de I'HE de P.
aquilinum. La concentration de 5 pyl/mL était la moins toxique avec un pourcentage de
mortalité de 14,81 + 3,19 apres 24 et 64,91 + 3,88 aprés 48h. Tandis que la mortalité
la plus forte était de 84,42 + 3,50 aprés 24h et 92,63 + 3,16 aprés 48h, pour une

concentration de 80pl/mL.

La comparaison des moyennes par le test de Duncan a démontré que 'HE a 8%
est tres efficace et présente une activité insecticide similaire avec celle de TACMP au
fil du temps (p> 0,05). Tandis qu’une différence significative (p< 0,05) est enregistrée
pour les autres concentrations par rapport a ’TACMP, aux différents temps d’exposition

a I'exception de la concentration 40ul/mL aprés 36h du traitement (p= 0 ,066).

3.4.3.2. Etude toxicologique

Le Tableau 3.7 représente les valeurs de la DLso, leurs intervalles de confiance,
le slope ainsi que la DLoo de 'HE. de P. aquilinum estimées a 12h, 24h, 36h et 48h. La
DLso la plus faible était de 4,259 pl/mL, enregistrée aprés 48h du traitement (ER=Y =
0,867x + 4,669, R?= 0,920, P= 0,0097), alors que 39,296 ul/mL était la DLso la plus
élevée, enregistrée aprés 12h du traitement (ER=Y = 2,118x + 1,534, R?= 0,954, P=
0,0043).
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Tableau 3.6 : Activité aphicide des différentes concentrations de 'HE de P. aquilinum

contre A. fabae en fonction du temps

Temps

5ul/mL 10 pl/mL 20 pl/mL 40 y/mL 80 p/mL DDL  f P ACMP
3,05+ 10,32+ 13,32+ 4958+ 7526% 83,47+ 1,95
2 h 4 77,742 <0.0001
125d 167¢c 251c 478b 300a a
14,81+ 23,07+ 2817+ 63,06+ 84,42+ 85,25 + 1,09
4 h 4 47,459 <0.0001
319d 4,16cd 463c 259b 350a a
39,47+ 49,94+ 5737+ 7661+ 87,37+ 86,14 + 2,16
36 h 4 22,277 <0.0001
353d 442cd 459¢ 121b 4728a ab
64,91+ 67,02+ 7865+ 81,93+ 9263¢ 94,62 + 2,42
48 h 4 10,993 <0.0001
3,88d 452cd 253bc 207b 3,16a a

- Les valeurs de la mortalité corrigée sont exprimées en moyenne + SEM.

- p : ANOVA a un facteur entre les cinqg concentrations de 'HE

- Les moyennes d’'une méme ligne suivie de lettres alphabétiques identiques ne
différent pas statistiquement (Test de Duncan entre les différentes concentrations de
I'HE et TACMP (p<0.05).

Nos résultats obtenus montrent une diminution des DLso et DLoo de 'HE de P.
aquilinum peu a peu avec le temps. Cela indique que I'effet aphicide de 'HE augmente
avec la durée d’exposition. La DLso de 'HE de P. aquilinum aprés 48 h est environ 9
fois plus faible que celle enregistré pour un temps d’exposition de 12 h. L’huile testée
a entrainé une mortalité dépendante de la concentration et du temps, car la valeur de

la DLso a diminué en fonction du temps.

Les résultats obtenus de 'activité aphicide de I'HE de P. aquilinum sont en accord
avec l'activité aphicide des HE de quatre plantes médicinales a savoir, Moringa
oleifera, Eruca sativa, Raphanus sativus et Allium sativum contre le puceron noir de la
féve a des concentrations de 1, 2 et 4% aprés 48h du traitement. Les HE ont été tres

efficaces et les pourcentages de mortalité ont augmenté avec 'augmentation de leurs
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concentrations a différentes durées d’exposition [230]. Habou et ses collaborateurs,
ont montré aussi l'efficacité de I'HE de Jatropha curcas sur A. fabae a des
concentrations allant de 0.5 a 15 % pendant 120 h [231].

Tableau 3.7 : Paramétres toxicologiques de I'HE de P. aquilinum contre A. fabae en
fonction du temps

Temps ER R2  DLso IC DL 50 DL 90 S P

Apres Y =2118x+
12 h 1,534

0,954 39,296 36,61-42,15 174,40 2,95 0,0043

Apres Y =1725x +
24 h 2,556

0,930 27,794 25,40-30,09 14447 3,77 0,0079

Aprées Y =1,178x +
36 h 3,824

0,968 13,559 10,06-16,57 121,97 6,99 0,0024

Aprées Y =0,867x +
48 h 4,669

0,920 4,259 1,20 - 7,69 72,44 14,03  0,0097

ER : équation de régression ; DL : dose létale entrainant une mortalité de 50 et 90% ;

IC : intervalle de confiance 95% ; S : slope ; P : différence significative (P <0,05)

Les insecticides d’origine végétal ont longtemps été présentés comme des
alternatives attrayantes aux insecticides chimiques de synthése pour le contréle des
insectes ravageurs [232]. Des études récentes ont montré que I'application des HE a
plusieurs avantages par rapport aux autres stratégies de contréle. Leurs applications
affectent les pucerons en peu de temps en les détruisant plus rapidement et en

réduisant leur potentiel de reproduction [233].

Les HE de nombreuses plantes contiennent un certain nombre de composés
bioactifs qui peuvent exercer une influence régulatrice ou inhibitrice sur les processus
biologiques des insectes[234]. Une composition complexe d'HE est plus efficace qu'un
seul composé pur en raison de la présence de plusieurs principes actifs, qui peuvent

opérer par différents modes d'action [235]. Les insectes développent une résistance
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plus lente a un insecticide composé d'un mélange de différentes substances actives
plutét qu'a un seul composé [232]. Il semble effectivement que l'activité insecticide par

les HE dépend de leur composition chimique et les concentrations testées [236].

En Afrique du Nord, Aphis fabae Scopli, (1763) est 'un des principaux ravageurs
de la feve et une contrainte majeure pour production féverole (Vicia faba L.) En plus
des dommages directs aux plantes, l'infestation par les pucerons nuit largement a la
féverole par I'excrétion de miellat, qui stimule la croissance de la moisissure sur les
feuilles, provoquant des interférences avec certains processus physiologiques de la
plante héte [237]. En outre, ce puceron est le vecteur de nombreux virus tels que le
virus de la jaunisse réticulée de la betterave (BYNV : Beet yellow net virus) et le virus

de I'enroulement de la pomme de terre (PLRV : Potato leaf roll virus) [238].

Les propriétés toxiques des HE contre les organismes nuisibles tels que A.
fabae ont été étudiées par plusieurs auteurs [239] [240][231][241] [230]. Nos résultats
obtenus sur l'activité insecticide de I'HE de P. aquilinum contre A. fabae appuient sur

I'effet toxique des HE contre ce ravageur.

Des travaux similaires sur l'efficacité des HE de cumin (Cuminum cyminum L.),
d’anis (Pimpinella anisum L.), d’origan (Origanum syriacum var. Bevanii L.) et
d’eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis Dehn.) qui ont été testés comme fumigants

contre le puceron du coton (Aphis gossypii Glover) [242].

D’autres travaux sont menés sur lactivité insecticide des HE du Thymus
vulgaris, Veronica officinalis et Agrimonia eupatoria contre le puceron du chou
(Brevicoryne brassicae), qui ont rapporté un effet toxique élevés des huiles testées
[243].

L’activité insecticide de I'HE de P. aquilinum est peut-étre di a sa richesse en
monoterpénes oxygenés (32.86 %). En accord avec nos résultats, les HE les plus
efficaces sont celles qui contiennent majoritairement des composés monoterpéniques
oxygéneés [244] [245] [240].
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Des travaux antérieurs ont démontré que les fractions contenant principalement
des sesquiterpénes et des monoterpénoides oxygénés de I'HE de Tagetes minuta L.

sont plus efficaces pour limiter la croissance de la population de pucerons [246].

Selon Grodnitzky et Coats, les propriétés insecticides de certains
monoterpénoides leur font d'excellents composés pour le développement
d'insecticides sirs, efficaces et entierement biodégradables [247]. Gorlr et al, ont
constaté que I'effet insecticide puissant contre le puceron du chou aprés un traitement
par I'HE de T. vulgaris est d0 au pourcentage élevé en phénols monoterpéniques

(thymol, carvacrol) [243].

L'apparition rapide de la toxicité des HE ou de leurs composants chez les
insectes indique un mode d'action neurotoxique [248] . Les monoterpénes agissent sur
différentes cibles en fonction de leur nature chimique [38]. Des travaux récents ont
montré que les monoterpénes inhibent 'AchE enzyme responsable de I'’hydrolyse de
'Ach [249] [250], qui est un neurotransmetteur excitateur. La non hydrolyse de cette
derniére entraine l'augmentation de sa concentration qui induit une hyperactivité
aboutissant a la mort de I'insecte [148].

Plusieurs monoterpénoides qui représentent les molécules maijoritaires de 'HE
de P. aquilinum sont évalués pour leur activité inhibitrice de d’AChE a savoir le linalool
et le géraniol [250] [148] [251].

D’autres études ont portée sur la possibilité que le monoterpénoide phénolique
« carvacrol » exerce son effet insecticide en se liant au nAChR dans le systéme
nerveux central de Musca domestica [252]. Les monoterpénoides peut interférer aussi
au niveau du neurotransmetteur «Octopamine» qui est spécifique aux arthropodes
[253] [254] [38].

Comme nous avons discuté dans cette partie, 'examen des études antérieures a
révelé que les HE obtenues a partir de nombreuses plantes ont beaucoup gagné de
popularité auprés des chercheurs en raison de leurs multiples activités biologiques.

Bien qu'un grand nombre d'espéces végétales ont été étudiées pour leur potentiel en
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HE et leurs activités antibactérienne, antifongique et insecticide. Cependant, a notre
connaissance, aucun rapport n'a encore été publié concernant I'évaluation des activités

biologiques de I'HE de P. aquilinum.

3.4.4. Formulation du biopesticide et son activité aphicide sur le puceron de la féve

D’aprés les résultats obtenus de l'activité biocide de 'HE de P. aquilinum, un
biopesticide a 6% de I'HE testée a été formulé. Pour cela, nous avons évalué l'activité
aphicide de ce bioproduit a différentes concentrations 4%, 2% et 1% de la matiére
active.

D’aprés les résultats représentés dans le Tableau 3.8, nous remarquons qu'il
existe une relation entre la mortalité corrigée d’A. fabae et 'augmentation des

concentrations de biopesticide, ainsi qu’avec la durée d'exposition au traitement.

Tableau 3.8 : Activité aphicide des différentes concentrations du biopesticide contre A.

fabae en fonction du temps

Temps 4o 2% 4% DDL f P ACMP

36,7 = 66,3 + 74,5
12 h 2 57,320 <0.0001 83,47+1,95a
3,13 d 255¢c 1,55 b

47,9 = 734 + 83,0 +
24 h 2 46,983 <0.0001 85,25+1,09a
1,85¢ 2,85b 1,90 a

58,9 + 779+ 88,4 +
36 h 2 47,374 <0.0001 86,14+2,16a
1,84 c 1,86 b 1,91 a

68,8 + 83,9+ 93,5+
48 h 2 31,103 <0.0001 94,62+2,42a
1,96 ¢ 1,60 b 1,89 a

- Les valeurs de la mortalité corrigée sont exprimées en moyenne + SEM.

- p : ANOVA a un facteur des trois concentrations du biopesticide.

- Les moyennes d’'une méme ligne suivie de lettres alphabétiques identiques ne
différent pas statistiquement (Test de Duncan entre les différentes concentrations du
biopesticide et TACMP (p<0.05).
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Nous avons enregistré une mortalité variante entre 36,7 + 3,13 et 93,5 + 1,89
apres le traitement des pucerons par les différentes concentrations du biopesticide. La
comparaison de moyenne par le test de Duncun a démontré que la concentration 4%
du biopesticide formulé est trés efficace et présente une activité insecticide similaire
avec celle de ’TACMP a partir de 24h (p< 0,05) (détail en Appendice D).

Le Tableau 3.9 représente les valeurs de la DLso, leurs intervalles de confiance,
le slope ainsi que la DLgo du biopesticide estimées a 12h, 24h, 36h et 48h. La DLso la
plus faible était de 5,18 pl/mL, enregistrée aprés 48h du traitement, alors que

14,19ul/mL était la DLso la plus élevée, enregistrée aprés 12h du traitement.

Tableau 3.9 : Parameétres toxicologiques du biopesticide contre A. fabae au fil du
temps

Temps ER R?2 DL s0 IC DL so DL 90 S
Aprés 11,39 —

Y =1,664x + 3,083 | 0,916 | 14,19 83,61 | 3,96
12 h 17,69
Aprés
o4 h Y=1,678x+3,327 | 0,962 | 9,93 |7,98-12,35| 57,65 | 3,91
Aprés
36 h Y=1,617x+3,627 | 0,995 | 7,06 | 5,63-8,86 | 43,82 | 4,12
Aprés
48 h Y=1,707x+3,780 | 1,000 | 518 | 4,18-6,43 | 29,21 | 3,82

ER : équation de régression ; DL : dose létale entrainant une mortalité de 50 et 90%;

IC : intervalle de confiance 95% ; S : slope

Les résultats obtenus montrent une diminution des DLso et DLgo du biopesticide
au fil du temps. Cela indique que l'efficacité du biopesticide contre A. fabae augmente

avec la durée d’exposition.
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D’apres ces résultats obtenus et ceux de l'activité¢ aphicide de 'HE de P.
aquilinum contre A. fabae (Tableau 3.7), nous remarquons que la formulation du
biopesticide a base de 'HE de P. aquilinum a différentes concentrations est plus

efficace que la dilution de 'HE dans 'eau physiologique additionnée du Tween 80.

La figure 3.6 illustre la comparaison de l'efficacité des traitements, a savoir le
biopesticide et 'HE de P. aquilinum a différentes concentrations en fonction du temps
d’exposition. La comparaison de moyenne par le test de Duncan indique que
Iconcentration 4% du biopesticide est la plus efficace au fil du temps et que 'HE a 4%
présente une activitt comparable avec celle du biopesticide a 2% a partir de 36h

(Appendice D).

Selon Carlisle et Rathburn, une formulation peut améliorer l'efficacité insecticide
du bioproduit [255]. Les adjuvants ajoutés a la formulation préparé ont augmenté
I'efficacité de 'HE de P. aquilinum contre A. fabae [89] [90].



89

Aprés 12h Aprés 24h
80 80—
a
a = b
604 = a 60 2 c
= b <
d -—
S b [ X =
© 40- 3 O 40+ e
= = ! -
C c -
20+ [ = 20-
T T T T T J T T T T T J
N Y
R NN S NN
o¥ oF oF oV o%F ¥ ¥ oF oY o o¥ ¥
oF ©oF o £ £ £ oF o o £ £ £
N ¥ & & A N & ¥R R
Traitements Traitements
Apreés 36h Apres 48h
80+ 90
a a
704 ¢ 807 3
b b
N [ = = 707 3 be pea
© 60+ = &) ]
= = 60- cd [ d
; cd () T
504 d 1
T 50+
1
A B
Q\\& \\& \\& \\& \\@ Q\\& Q\\& Q\\é\ \?\(‘\ Q\\& Q\\& \?\@
®©F ©F o o % e oY % 0% % Y e

Traitements

Traitements

Figure 3.6 : Comparaison de l'efficacité aphicide du biopesticide et 'HE de P.
aquilinum au fil du temps contre A. fabae

Les valeurs de la mortalité corrigée sont exprimées en moyenne + SEM. Les lettres alphabétiques
identiques ne différent pas statistiquement (Test de Duncan entre les différentes concentrations
du biopesticide et TACMP (p<0.05).
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3.5. Toxicité aigué

Le comportement et les symptémes, la variation du poids corporel et du poids
relatif des organes ainsi que les résultats de I'étude histo-pathologique ont permis de
mettre en évidence les conséquences des traitements par voie orale de 'HE de P.
aquilinum a (300 et 2000 mg/kg) et du biopesticide formulé a 2000 mg/kg sur des souris
NMRI femelles.

3.5.1. Comportement et symptémes cliniques

L'essai de toxicité aigué a permis d'estimer la DLso et également de fournir des
informations utiles concernant les effets de I'exposition aigué des animaux a de fortes

doses de produits a testés.

La méthode d'essai avec une dose initiale de 300 mg/kg du poids corporel est
principalement utilisée dans les cas ou aucune information sur les effets toxiques d’un
traitement n’est disponible [152]. D'aprés I'expérimentation réalisée, la dose initiale de
300 mg/kg du poids corporel n'a révelé aucune mortalité chez les animaux et aucun
changement n'a été constaté pour le comportement des animaux tels que
'hyperactivité, les étourdissements, les vomissements, la diarrhée, la salivation
excessive, la perte de fourrure, I'anxiété, les convulsions et la morbidité. Leur

comportement ressemble a celui des animaux témoins.

La dose supérieure suivante de 2000 mg/kg du poids corporel a été choisie. Les
souris sont suivies quotidiennement jusqu’au dernier jour de I'expérimentation (14°me
jour) pour détecter les signes de toxicité ainsi que de la mortalité. Aucun changement
du comportement n’est observé et aucune mortalité n’a été enregistrée jusqu'a 14me
jour. Nous pouvons conclure que I'HE de P. aquilinum est toléré jusqu'a 2000 mg/kg
du poids corporel lorsqu'elle est administrée en une seule dose et que la DLso par voie

orale est estimée donc supérieure a 2000 mg/kg du poids corporel.
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A la lumiére des résultats obtenus, nous avons testé la toxicité aigué par voie
orale du biopesticide formulé a un niveau de 2000 mg/kg. Cette administration unique
n'a pas provoque de signes de toxicité chez les souris et aucune mortalité n'a été
enregistrée chez le groupe témoin (eau physiologique) et le groupe traité. Cela suggére

que la DLso du biopesticide est supérieure a 2000 mg/kg.

Il en résulte que le biopesticide formulé a 6% ainsi que I'HE de P. aquilinum
appartiennent a la classe 5 dans le systtme mondial de classification des substances

chimique et considérés comme peux toxiques selon le Guide 'OCDE 423 [152].

3.5.2. Evolution pondérale

Nous avons évalué le poids corporel des souris des cinq lots tout au long de la
période d’expérimentation, avant I'administration orale et le 7™ et 14°™® jour aprés

I'administration, les données obtenues sont rapportées dans le Tableau 3.10.

Tableau 3.10 : Poids corporels des souris au cours d'une étude de toxicité aigué de

I'HE et du biopesticide

Poids corporel (g) o
0 7°Me jour 14°me jour GPR (%)

L 29,17 £0,21 |30,83+0,22 32,17 £0,22| 10,34 + 0,99

Témoin (eau-tween 20)
28,67 +0,21 | 30,17 £0,31 |31,67 £0,21| 10,47 £ 0,08

HE (300mg/kg) ns ns ns
HE (2000mg/kg) 28,83n;_r 0,40 | 30,50+ 0,22 |31 ,83n;_r 0,31 10,45n;_r 0,99

. 29,33+0,40 |31,50+0,48 |32,50+0,31| 10,80 + 0,60
Témoin (eau)
Biopesticide (2000mgrkg) 28’83;? 0,17 | 30,33 £0,21 32,00n;_r 0,36 10,98n;_r 1,05

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=6), ns : non significatif (p>0,05)

Nous avons enregistré une augmentation comparable du poids corporel des
animaux témoins et traités par 'HE de P. aquilinum a 300 et 2000 mg/kg et le
biopesticide a 2000 mg/kg (Figures 3.7 et 3.8). Le gain du poids relatif est similaire

dans les groupes traités et leurs témoins respectifs (Tableau 3.10) (détail en Appendice
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E). L'administration orale de 'HE de P. aquilinum et du biopesticide a différentes
concentrations n'a eu aucun effet sur la croissance et le développement des souris.
Celaindique qu'il n'y a pas eu de perturbation du métabolisme glucidique, protéique ou
lipidique [26] [157]. Selon Vaghasiya et ses collaborateurs, le poids pondéral et le poids
relatif des organes internes est un indice sensible de la toxicité aprés une exposition a
des substances toxiques [256].
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Figure 3.7 : Variation du poids corporel des souris au cours de I'’évaluation de la

toxicité aigué de 'HE de P. aquilinum (moyenne £ SEM)
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Figure 3.8 : Variation du poids corporel des souris au cours de I'’évaluation de la

toxicité aigué du biopesticide formulé (moyenne + SEM)
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3.5.3. Evaluation de la quantité de la nourriture et de 'eau consommées

3.5.3.1. Consommation de la nourriture

La détermination de la consommation de la nourriture est importante dans I'étude
de la sécurité d'un produit, car un apport adéquat en nutriments est essentiel a I'état
physiologique des animaux et a la réponse appropriée au produit testé au lieu d'une

fausse réponse due aux conditions nutritionnelles inappropriées [257].

La quantité de la nourriture consommeée par les souris traitées par 'HE de P.
aquilinum a 300 et 2000 mg/kg et le biopesticide formulé a 2000 mg/kg, est

respectivement représentée dans les Figures 3.9 et 3.10.

La consommation de nourriture journaliére par les souris dans les groupes traités
par 'HE de P. aquilinum et le biopesticide et leurs témoins respectifs était presque
identique et aucun changement significatif, n'est enregistré (p> 0,05) (détail en
Appendice E). Ceci réveéle que ces traitements n'ont pas affecté les processus
métaboliques de base des animaux [258].

8.0

7.0
—TEmoin
6.0

4.0 = HE 2000 mg/kg
3.0
20
1.0
0.0

Consomation de la
nouriture (g/S/J)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Jours

Figure 3.9 : Evaluation de la quantité de la nourriture consommeée chez les souris

traitées par 'HE de P. aquilinum et les témoins
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Figure 3.10 : Evaluation de la quantité de la nourriture consommée chez les souris

traitées par le biopesticide et les témoins

3.5.3.2. Consommation de I'eau

Le volume d’eau consommeé par les souris traitées par 'HE de P. aquilinum a 300
et 2000 mg/kg et le biopesticide formulé a 2000 mg/kg est représenté dans les Figures
3.11et3.112
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1 2 3 4 65§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Figure 3.11 : Evaluation du volume d’eau consommeée chez les souris traitées par
I'HE de P. aquilinum et les témoins
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Figure 3.12 : Evaluation du volume d’eau consommée chez les souris traitées par le

biopesticide et les témoins

La consommation de I'eau chez les souris femelles témoins et traités par le
biopesticide a 2000 mg/kg était presque identique (Figure 3.12). Tandis que chez les
souris traitées par 'HE de P. aquilinum a 300 et 2000 mg/kg, cette consommation
variait légérement avec celle des témoins (Figure 3.11). Cependant, ces différences

n'étaient pas significatives (p > 0,05) (détail en Appendice E).

3.5.4. Poids absolu et relatif des organes

Apres le sacrifice des souris et la pesé des organes (foie, reins, poumons, coeur
et rate), nous avons calculé le poids relatif de chaque organe (%). Les résultats obtenus
sontillustrés dans les Figures 3.13 et 3.14. Le tableau de la variation des poids absolus
et relatifs des organes des souris traitées par 'HE de P. aquilinum et le biopesticide et

les témoins relatifs est représenté dans 'Appendice E.

Le poids absolu et relatif des organes, a savoir le foie, les reins, les poumons,
la rate et le coeur des souris femelles traitées par 'HE de P. aquilinum et le biopesticide
ont montré une tendance similaire a ceux de leurs témoins respectifs et aucune

différence significatives n’est enregistrée (p> 0,05) (Figures 3.13 et 3.14).
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Figure 3.14 : Variation du poids relatif des organes des souris traité par le

biopesticide et les témoins (moyenne + SEM)

L’administration de 'HE de P. aquilinum a 300 et a 2000 mg/kg ainsi que le
biopesticide a 2000 mg/kg n’a pas affecté le poids relatif des organes des souris. Ce
poids est un indice important de I'état physiologique et pathologique chez I'animal. Il
est fondamental pour déterminer si I'organe a été exposé a une blessure ou non. Le
ceeur, le foie, les reins, la rate et les poumons sont les principaux organes affectés par

les réactions métaboliques provoquées par les substances toxiques [259] [256].
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3.5.5. Etude histo-pathologique

Les coupes histologiques du foie et des reins des souris traitées par I'HE de P.
aquilinum a 300 et 2000 mg/kg et le biopesticide a 2000 mg/kg ainsi que les groupes
témoins respectifs ont été observées dans le but de mettre en évidence les altérations
tissulaires provoquées par ces traitements. L'examen macroscopique n'a révélé
aucune anomalie. L’'observation microscopique du foie et des reins de 'ensemble des
souris a montré une architecture normale du tissu hépatique, ainsi qu’ un aspect normal

des glomérules et des tubules des reins (Figure 3.15).

L'évaluation histopathologique a indiqué que I'HE de P. aquilinum et le
biopesticide formulé n’ont aucun effet néfaste sur la morphologie des tissus. Par
conséquent, nous pouvons conclure que les doses testées de 'HE et du biopesticide

n'ont provoqué aucun effet toxique chez les souris NMRI femelles.

Ces examens ont confirmé que les traitements testés ne causaient aucun
dommage tissulaire. Les organes internes n'ont révélé aucune anomalie pathologique
par rapport au contrdle. Par conséquent, les résultats suggerent que 'HE de P.

aquilinum et le biopesticide formulé ne sont pas toxiques aprés une exposition aigué.



Figure 3.15 : Etude histologique du foie (F) et des reins (R) des souris: a) témoin
(Eau-Tween); b) HE 2 000 mg/kg; c) Témoin (Eau) et d) Biopesticide 2000 mg/kg
(H.E, Grx40)
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VCL : veine centrolobulaire, HBN : hépatocyte binucléé, H : hépatocyte, S : sinusoide, G :

glomérule, TD : tubule distal, TP : tubule proximal, TC : tube collecteur
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3.6. Toxicité subaigué

Les données cliniques de la toxicité aigué sont limitées, car des effets toxiques
cumulatifs peuvent se produisent a de trés faibles doses. Par conséquent,
'administration répétée d’'un produit est généralement utile pour évaluer sa toxicité
[260].

Le biopesticide formulé a 6% et 'HE de P. aquilinum présentent une DLso > 2000
mg/kg du poids corporel. Pour cela, nous avons évalué la toxicité subaigué de cette
préparation a trois doses décroissantes a savoir, 400, 200 et 100 mg/kg du poids

corporel apres administration répétée pendant 28 jours.

En paralléle, nous avons évalué la toxicité subaigué de ’ACMP a trois doses, a
savoir 1/4, 1/8 et 1/16 de la DLso. La DLso de ce pesticide est de 198 mg/kg et 184

mg/kg respectivement chez les souris males et femelles.
Les résultats de I'étude de la toxicité subaigué touchent:

e Le comportement des souris ;

e |’évaluation de la quantité de la nourriture et le volume d’eau consommées ;
e L’évolution du poids corporel des animaux ;

e L’évolution du poids relatif des organes ;

e |’analyse des paramétres hématologiques ;

e |’analyse des paramétres biochimiques ;

e L’examen histo-pathologique du foie et des reins des souris sacrifiées.

3.6.1. Comportement des souris

Durant toute la période expérimentale, I'administration de différentes doses du
biopesticide (400, 200 et 100 mg/kg) et de TACMP (1/4, 1/8 et 1/16 de la DLso), n'a
montré aucun signe de toxicité sur le comportement général des souris males et

femelles ou de mortalité pendant les 28 et les 42 jours consécutifs des traitements.
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3.6.2. Evaluation de la quantité de la nourriture et du volume d’eau consommées

Les Figures 3.16 et 3.17 résument les effets des traitements subaigus du
biopesticide et de TACMP sur les apports alimentaires et hydriques. L’analyse de la
variance a mis en évidence des modifications significative (p<0,05) dose-dépendante
de la consommation de la nourriture et de I'eau chez les souris traitées par le

biopesticide par rapport aux témoins (détail en Appendice E).

En effet, nous avons enregistré une diminution significative (p< 0,05) de la
quantité de la nourriture consommeée par les souris males et femelles traitées par la
forte et la moyenne dose du biopesticide ainsi que le groupe satellite respectivement a
partir de la deuxiéme et la troisieme semaine (Figure 3.16 a). Tandis que le traitement
subaigu par la faible dose (BD3), n'a pas entrainé de modifications significatives (p>
0,05) de la consommation de la nourriture par rapport a celle des témoins au court de

28 jours.

Le traitement des souris méales par le biopesticide aux doses BD1M et BD2M a
diminué significativement (p< 0,05) la consommation hydrique a partir de la premiére
semaine jusqu’au dernier jour des traitements. Tandis que les males traités par BD3M,
présentent une consommation hydrique comparable a celle des témoins au court de
28 jours (Figure 3.17 a). Nous avons enregistré une diminution significative (p< 0,05)
de la consommation hydrique chez les souris femelles traitées par les différentes doses
du biopesticide (BD1F, BD2F et BD3F) au cours des deux premiéres semaines (Figure
3.17 a).



101

- a
3 g6
s L PP
H PR 7 [ Témoin male S JRE B sm @ :7 [l Témoinfemelle
£ H ¥ i £ = ' i r i
3 1 I k¥ EE BDIM : I H - Mip meor
E: E: £ E: e B =
: 3 z = BD2M x| e b z - = BDXF
T = = T = = = =
H = = BD3M 5 E = = = BD3F
2 5 = = z = = e El
g = = £ 2 E: E E =
— = € - o = -
§ = = 0 = B = =
2 E = g - E: E -
S o - _ e - = =
o h T 1ére 2éme 3éme 4 éme
1ére 2éme 3éme
. Semaines
Semaines
g1 g8
2 3 -

- . a T )
£ B Témoin male | B Bl Témoin femelle
g 10 B PDIM 3 K B3 PDIF
< = PDM T HEE = PD2F
T ° =
H PD3M § E PD3F
K ] =
£ £ 2 =
£ E =
0 o =
"] "] i
< c i
§ - § ollE

1ére 2éme 3éme 4éme 1ére 2¢éme 3eme 4.éme
Semaines Semaines
C
£ 30
El 3 r
o il = N . 9

g = [l Témoin méle satellte ERA | Bl Témoin femelle satellte
£ e M B r
g 10 I BDISM A | E Y BD1SF
2 = PDISM P | PDISF
T T =
: §
B B B
£ £ E
£ £ B
[ [ E
2 g E
§ - S :

1ére  2éme 3éme 4éme  Séme  6éme 1ére  2éme 3éme 4éme  5éme  Géme

Semaines Semaines

Figure 3.16 : Effet du biopesticide et du pesticide chimique sur la consommation de
la nourriture chez les souris traitées (a) : biopesticide (b) : pesticide chimique (c) :
groupes satellites .

Les valeurs sont représentées par moyenne + SEM (n=7 jours). Pour une semaine
donnée, la comparaison des moyennes par le test de Dunnett est établie: *(p< 0,05),
**(p<0,01), (p<0,001), ****(p<0,0001)
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Aprés 14 jours d’interruption du traitement par le biopesticide, la consommation
de la nourriture et de I'eau chez souris du groupe satellite a augmenté. A la 6°me
semaine, l'analyse statistique a révélé qu’aucune différence significative n’est
enregistré pour les consommations hydrique et alimentaire chez les deux sexes par

rapport au témoin (p> 0,05) (Figures 3.16 c et 3.17 c).

Une étude antérieure a démontré que certains extraits de plantes ont la capacité
de réduire la consommation de la nourriture et de I'eau chez les souris [261]. Selon les
travaux réalisés par Raza et ses collaborateurs, toute diminution de ces parameétres

peut indiquer les effets toxiques de la plante [262].

Parallélement, nous avons noté que I'administration quotidienne de PD1 et PD2
de 'ACMP pendant 28 jours a modifié la consommation alimentaire chez souris males
et femelles. Du point de vue statistique, ces traitements n’avaient entrainé aucune
différence significative des apports en nourriture a I'exception d’'une diminution
significative (p< 0,05) enregistrée a la 3°™ semaine chez les souris femelles traitées
par PD1F (Figure 3.16 b).

La consommation hydrique chez les souris males traitées par les différentes
doses a diminué au cours du traitement subaigu par TACMP. L'analyse de variance a
révélé que ces diminutions sont non significatives, a I'exception de celles enregistrées

chez les animaux traités par les doses PD1M et PD3M (p< 0,05) (Figure 3.17 b).

Les animaux maintenus en observation 14 jours plus tard sans traitement par
FTACMP, ne présentaient aucune différence significative de la consommation

alimentaire et hydrique (p> 0,05) par rapport au témoin (Figures 3.16 c et 3.17 c).

Les résultats obtenus sont comparables a ceux trouver par Devan Shakthi et ses
collaborateurs, sur la consommation de la nourriture chez les rats traités par TACMP a

différentes doses [32].
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Figure 3.17 : Effet du biopesticide et du pesticide chimique sur la consommation de
'eau chez les souris traitées (a) : biopesticide (b) : pesticide chimique (c) : groupes
satellites .

Les valeurs sont représentées par moyenne + SEM (n=7 jours). Pour une semaine
donnée, la comparaison des moyennes par le test de Dunnett est établie: *(p< 0,05),
**(p<0,01), (p<0,001), ****(p<0,0001)
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3.6.3. Evolution pondérale

Les pesées hebdomadaires, le gain du poids absolu et le gain du poids relatif des
souris témoins et traitées par le biopesticide et le pesticide chimique ainsi que les

groupes satellites des deux sexes sont représentés dans les Tableaux 3.11 et 3.12.

Tableau 3 .11 : Poids corporels des souris témoins et traitées par le biopesticide et le

pesticide chimique

Poids corporel (g) Gain du
7éme 14¢@me 21éme 28éme poids |GPR(%)
0
jour | jour jour jour (9)
Témoin 190+|268+| 314+ | 356+ | 36+ | 17,0+ |89,46+
0,31 | 0,49 | 0,51 0,51 0,71 0,45 1,67

BD1 M 184+ |252+| 294+ | 32+ | 336+ | 152+ |82,63+

400 mg/kg | 0,24 | 0,20 | 0,87* |0,55****| 0,40** | 0,20 | 0,94*
BD2 M 186+ | 262+| 298+ | 322+ | 34+ | 154+ |82,86+

200 mg/kg | 0,24 | 0,37" | 0,73 [0,66****| 0,32* | 0,24 | 1,86"

% BD3 M 190+ |258+| 31+ | 346+ | 35+ | 16,0+ |84,25+

=| 100 mg/kg | 0,32" | 0,37"¢| 0,45 | 0,68" | 0,55"S | 0,32 | 1,58
PD1 M 19+ |246+| 28+ | 304+ 298+ | 98+ |5158%
49,5mg/kg | 0,00"| 0,51**|0,48****| 0,6**** |0,37****| 0,20 |1,05****

PD2 M 19,4+ |252+| 292+ | 31% 30+ | 10,2+ | 52,58
24,75 mg/kg | 0,25 | 0,86" | 0,58** |0,32****|0,32****| 0,37 +1,84***
PD3 M 196+ | 26+ | 312+ | 344+ | 344+ | 148+ |7542+
12,37 mg/kg | 0,25 | 0,63" | 1,11 | 0,75" | 0,87" | 0,66 |2,68****
Témoin 248+ 274+ | 312+ | 324+ | 334+ | 86+ 34,67+

0,20 | 0,24 | 0,37 0,6 0,4 0,24 0,84

BD1F 242+ 272+ 294+ | 304+ | 312+ | 58+ 28,93+

400 mg/kg 0,2" | 0,37" | 0,24** | 0,24*** |0,37****| 0,20 1,34*
BD2 F 244+ |274+| 30% 31+ 32+ 76+ 31,17

o| 200mg/kg | 0,24 | 0,24 | 0,32 | 0,32* | 0,32* 024 | 110"
I3 BD3 F 248+ (274+| 31+ | 31,8+ | 33z 82+ [33,07

% 100 mg/kg 0,2"s | 0,24 | 0,45 | 0,2" | 0,32"s | 0,20 | 0,78

H- PD1F 248+ 258+ | 278+ | 288+ | 30+ 24+ | 974 ¢
46 mg/kg 0,37 | 0,2** 10,37****|0,37****|0,32**** | 0,24 |1,13****
PD2 F 242 +(268+| 28+ | 292+ | 304+ | 34+ |14,07
23 mg/kg 0,2"s | 0,37" |0,00****| 0,2**** {0,24****| 0,24 |1,06****

PD3 F 25+ |276+| 30+ | 306+ 324+ | 74+ |2960+

11,5mg/kg | 0,00"| 04" | 0,70" | 0,4** | 0,51" | 0,51 2,03*

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5); ns:

non significatif

ANOVA test de Dunnett :(p>0,05),*(p< 0,05), **(p<0,01), (p<0,001), ****(p<0,0001)
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Tableau 3.12 : Poids corporels des souris des groupes satellites témoins et traitées par

le biopesticide et le pesticide chimique

Poids corporel (g)
Male Femelle

Témoin S | BD1SM PD1SM | Témoin S | BD1SF PD1SF

24,0 + 23,6+ 24,0 + 25,4 + 25,0 + 246 +

0 0,32 0,241 0,321 0,24 0,32 0,24 s

7éme jour 29,2 + 28,8 + 274 + 292 + 28,0 + 26,6 +

0,37 0,20 0,24 * 0,37 0,32 0,40**

148me jour 322+ 30,4 + 282 + 314 + 28,8 + 27,8 +
0,66 0,24 * 0,37 **** 0,51 0,37 ** 0,37 ****

21éme jour 334+ 31,0+ 294 + 328+ 304 + 290 +
0,68 0,32 ** 0,55 **** 0,97 0,24 ** 0,32 ****

28°m jour 35,2 + 33,0+ 28,6 + 34,2 + 31,0 + 29,8 +
0,37 0,71** 0,55 **** 0,73 0,32 *** 0,37 ****

350me jour 36,2 + 34,0 + 31,0+ 34,6+ 32,0+ 30,6 +
0,37 0,45 ** 0,55 **** 0,87 0,31 ** 0,40 ****

42¢me jour 372+ 35,6 + 334+ 354 + 332+ 32,0+
0,37 0,51* 0,51 **** 0,87 0,37 ** 0,31 ****

Gain du 13,2 + 12,0 + 94 + 10,0 + 8,2+ 74+

poids (g) 0,20 0,32 0,24 0,70 0,20 0,24

GPR (%) 55,03 + 50,83 + 39,16 + 39,32 + 32,82 + 30,10 +
1,09 1,08 * 0,79 **** 2,59 0,89 * 1,01 **

Les données sont exprimées en moyenne * SEM (n=5); ns: non significatif
ANOVA/ test de Dunnett :(p>0,05),*(p< 0,05), **(p<0,01), (p<0,001), ****(p<0,0001)

Le poids corporel des animaux traités par le biopesticide a augmenté de maniére
dose dépendante par rapport au poids initial (Figure 3.18). Le poids corporel des souris
témoins males et femelles est passé respectivement de 19,0 £ 0,31 a 36 £ 0,71g et de
24,8 + 0,20 a 33,4 + 0,4 g. Toutefois, une augmentation moins importante du poids
corporel a été observée chez les groupes traités par BD1 et BD2 chez les deux sexes.
Par comparaison statistique avec le groupe témoin, le poids moyen obtenu aprés 28
jours chez les souris males et femelles traitées par ces doses est significativement plus
faible (p <0,05).
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En outre, les souris traitées par les différentes doses du biopesticide, a savoir
BD1, BD2 et BD3, présentent un gain du poids relatif respectivement de 82,63, 82,86
et 84,25 % chez les males et 28,93, 31,17 et 33,07 % chez les femelles. Ces valeurs
sont inférieures a ceux des lots méle et femelle du groupe témoin respectivement de
89,46 et 34,67 %. En revanche, le gain du poids relatif n’a pas été affecté
statistiquement que par BD1(400 mg/kg) par rapport au groupe témoin (Tableau 3.11).
Tandis que le gain du poids relatif des souris qui ont recu les doses moyenne et faible
(200 et 100 mg/kg), n’était pas significativement différent de celui des souris témoins
(p >0,05) (détail en Appendice E).

En parallele, les pesés hebdomadaires des souris males et femelles du groupe
satellite traité par la forte dose du biopesticide (BD1S), ont montrées une évolution
pondérale comparable a celle des témoins jusqu’au 7°™ jour. La comparaison des
moyennes par le test de Dunnett a révélé, qu’a partir de la deuxieme semaine, jusqu’au
42%me jour, une différence significative (p< 0,05) du poids corporel et du gain de poids

relatif chez les souris male et femelle traitées.

A partir de ces résultats et de ceux de I'évaluation de la consommation
alimentaire, nous remarquons que les souris traitées par BD1 consomment moins de
nourriture que les témoins et présentent une diminution de leurs poids corporels.
Tandis que les groupes traités par la moyenne et la faible dose ont gagné un poids
similaire a celui des témoins (Tableau 3.11). Il existe donc une corrélation entre la dose
du biopesticide administrée et la consommation de nourriture ainsi que le gain du poids
corporel. Ces résultats suggérent que la forte dose du biopesticide formulé a 6% de

I'HE de P. aquilinum, exerce un faible effet anorexique.

Des travaux antérieurs ont montré que les rats nourris par des préparation a base
de 'HE du Nigella sativa (4% et 0,3%) pendant 8 semaines, consomment moins de
nourriture et ils ont pris moins du poids que le groupe témoin ce qui a montré un faible

effet anorexique du traitement [263].
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Figure 3.18 : Evolution du poids corporel des souris en fonction du sexe (males et

femelles) et des doses des traitements a : biopesticide, b : pesticide chimique, ¢ :

groupes satellites .

Les valeurs sont représentées par moyenne + SEM (n=5)
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La variation du poids moyen des souris méales et femelles au cours des quatre
semaines du traitement par la plus forte dose d’ACMP (PD1) était significativement
plus faible que celui des souris témoins (p< 0,05) a partir du 7™ jour (Tableau 3.11).
En paralléle, nous avons noté une différence significative (p< 0,05) du poids corporel
des souris males et femelles du groupe satellite par rapport au groupe témoin a partir
du 7™ jour jusqu’au 42°™¢ jour (Tableau 3.12) (Figure 3.18).

Les souris méales et femelles traitées par PD2 présentent un poids corporel moyen
similaire & celui des témoins jusqu’au 7™ jour. A partir de la deuxiéme semaine, ces
animaux ont montré une croissance pondérale significativement plus faible que celle
du témoin (p< 0,05). Tandis qu’aucune différence significative de la croissance
pondérale des souris traités par PD3 n’est enregistrée au cours des 28 jours
d’expérimentation. En revanche, 'analyse de variance et le test de comparaison des
moyennes ont révélé une différence significative du gain du poids relatif chez les
animaux des trois groupes traités par les différentes doses, a savoir PD1, PD2 et PD3
(p< 0,05) (Tableau 3.11).

Le poids corporel moyen des souris males traitées par les doses PD1 et PD2 ainsi
que celui du lot satellite augmente progressivement jusqu’au 21 jour (PD1M : 30,4
+ 0,6 , PD2M: 31 £ 0,32, PD1SM : 29,4 + 0,55 ) puis diminue jusqu’au 28°™¢ jour
(PD1M : 29,8 + 0,37, PD2M : 30 £ 0,32, PD1SM : 28,6 + 0,55). En revanche, l'arrét du
traitement par TACMP pendant deux semaines a montré une augmentation du poids

corporel des souris mais la différence reste significative (p< 0,05).

Les résultats obtenus de la réduction du poids corporel chez les souris méles
traitées par TACMP en fonction de la dose, sont en corrélation avec les travaux réalisés
chez des souris traitées par 'ACMP respectivement pendant 28 et 35 jours [35] [126].
Une autre étude effectuée sur des rats males a montré une diminution significative du
gain du poids corporel a une dose de 1/5 de la DLso de 'ACMP [103]. Cette diminution
peut étre traduite par la perturbation du métabolisme glucidique, protéique ou lipidique
[26] [157]. En régle générale, les modifications et la réduction du gain pondéral sont un
indice simple et sensible de la toxicité aprés une exposition a des substances toxiques
[262] [256]
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3.6.4. Poids absolu et relatif des organes

Aprés l'examen macroscopique des différents organes prélevés des souris
témoins et traitées par les différentes doses du biopesticide et de 'ACMP, nous avons
observé un aspect-couleur normale des organes. Les valeurs du poids absolu et relatif
du foie, des reins, des poumons, de la rate et du cceur des souris méles et femelles

sont représentées respectivement dans les Tableaux 3.13 et 3 .14.

Le traitement des souris par le biopesticide a entrainé une diminution et une
augmentation dose-dépendante respectivement du poids relatif des reins et de la rate
(Figure 3.19, Tableaux 3.13 et 3 .14). Du point de vue statistique, I'administration orale
du biopesticide formulé pendant 28 jours a différentes doses, a savoir BD1, BD2 et
BD3 ainsi que chez le groupe satellite n'a entrainé aucun changement significatif (p>
0,05) du poids relatif des organes (foie, reins, coeur, poumon et rate) (détail en

Appendice E).

Bien que le poids corporel a progressivement augmenté chez les groupes traités
par le biopesticide, il n'y a pas eu de changements significatifs du poids relatif des
organes par rapport au témoin ce qui indique que le biopesticide présente des niveaux

de toxicité négligeables sur la croissance des animaux.

L'analyse du poids des organes dans les études toxicologiques est un critére
d'évaluation important pour l'identification des effets potentiellement nocifs des produits
chimiques [264] [265]. Le poids des organes peut étre l'indicateur le plus sensible d'un
effet exercé par une substance testée sur un cobaye aux laboratoires. Des différences
significatives de poids entre les animaux traités et témoins peuvent étre observé en

absence de tout changement morphologique [264].
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Tableau 3.13 : Poids absolus et relatifs des organes des souris males traitées, témoins

et satellites de I'étude de la toxicité subaigué

Reins

Foie

Rate

Poumons

Coeur

PAO

PRO

PAO

PRO

PAO

PRO

PAO

PRO

PAO

PRO

Témoin

0,461

+

0,011

1,417
=+

0,015

1,485

+

0,025

4,564

+

0,073

0,124

+

0,008

0,381

+

0,015

0,203

=+

0,010

0,623

+

0,021

0,153

+

0,010

0,469

+

0,014

BD1 M

0,369
+

0,017

1,285
+

0,056

1,329
+

0,080

4,618
+

0,251

0,136
+

0,026

0,473
+

0,094

0,184
+

0,011

0,641
+

0,037

0,133
+

0,004

0,460
+

0,005

BD2 M

0,390

+

0,037

1,288

=+

0,085

1,343

+

0,07

4,467

+

0,112

0,125

+

0,006

0,417

+

0,011

0,187

=+

0,016

0,619

+

0,040

0,139

+

0,005

0,464

+

0,023

BD3 M

0,440
+

0,028

1,366
+

0,057

1,431
+

0.10

4,427
+

0.148

0,131
+

0,014

0,404
+

0,026

0,212
+

0,01

0,663
+

0,036

0,149
+

0,012

0,460
+

0,011

PD1 M

0,434

+

0,009

1,392

=+

0,012

1,428

+

0,038

5,176

+

0,131

0,155

+

0,011

0,499

+

0,023

0,199

=+

0,006

0,646

+

0,015

0,145

+

0,010

0,471

+

0,027

PD2 M

0,374
+

0,009

1,381
+

0,044

1,419
+

0,056

5,285
+

0.126

0,102
+

0,006

0,372
+

0,010

0,174
+

0,005

0,639
+

0,007

0,126
+

0,006

0,461
+

0,009

PD3 M

0,463
+

0,012

1,412
+

0,007

1,491
+

0,062

4,572
+

0,141

0,119
+

0,008

0,367
+

0,028

0,206
+

0,005

0,632
+

0,006

0,154
+

0,008

0,474
+

0,031

Témoin
Satellite

0,451
+

0,012

1,429
+

0,009

1,507
+

0,034

4,776
+

0,103

0,114
+

0,004

0,360
+

0,012

0,206
+

0,006

0,653
+

0,027

0,146
+

0,007

0,462
+

0,012

BD1SM

0,445
+

0,012

1,400
=+

0,012

1,491
+

0,030

4,694
+

0,100

0,127
+

0,009

0,400
=+

0,020

0,214
+

0,009

0,675
+

0,028

0,149
+

0,006

0,486
+

0,009

PD1SM

0,439
+

0,022

1,435
+

0,060

1,474
+

0,071

4,808
+

0134

0,136
+

0,012

0,444
+

0,036

0,224
+

0,005

0,734
+

0,016

0,143
+

0,007

0,465
+

0,015

PAO (g) : poids absolu de I'organe. Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
PRO (%) : poids relatif de I'organe. Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
ANOVA/ test de Dunnett :(p>0,05),*(p< 0,05), **(p<0,01), (p<0,001), ****(p<0,0001)



111

Tableau 3.14 : Poids absolus et relatifs des organes des souris femelles traitées,
témoins et satellites de I'étude de la toxicité subaigué

Reins Foie Rate Poumons Coeur

PAO | PRO | PAO | PRO | PAO | PRO | PAO | PRO | PAO | PRO

0,334 | 1,050 | 1,446 | 4,557 | 0,135 | 0,423 | 0,209 | 0,658 | 0,166 | 0,522

Témoin + + + + + + + + + +

0011 | 0,017 | 0,052 | 0,185 | 0,011 | 0,025 | 0,005 | 0,009 | 0,007 | 0,013

0,254 | 1,015 1,123 | 4,489 | 0,120 | 0,481 0,186 | 0,745 | 0,127 | 0,505
BD1F + + + + + + + + + +

0,015 | 0,045 | 0,050 | 0,062 | 0,005 | 0,007 | 0,007 | 0,023 | 0,009 | 0,018
0276 | 1,037 | 1,205 | 4529 | 0120 | 0,432 | 0,187 | 0,705 | 0,135 | 0,509

BD2 F + + + + + + + + + +

0,016 | 0,049 | 0,035 | 0,072 | 0,012 | 0,041 | 0,010 | 0,037 | 0,005 | 0,012
0299 | 1,035 | 1,322 | 4,585 | 0130 | 0,453 | 0,175 | 0,612 | 0,145 | 0,506

BD3 F + + + + + + + + + +
0,026 | 0,070 | 0,063 | 0,015 | 0,007 | 0,015|0,127 | 0,051 | 0,004 | 0,018
4,880

0,360 | 1,199 | 1,471
PD1F + + +
0,016 | 0,040 | 0,111

0,155 | 0,514 | 0,204 | 0,678 | 0,166 | 0,553
+ + + + + +

0011 | 0,029 | 0,007 | 0,018 | 0,005 | 0,010

+

0,258

0,301 {1,071 | 1,226 | 4,520 | 0,104 | 0,372 | 0,183 | 0,654 | 0,149 | 0,532
PD2 F + + + + + + + + + +

0,010 | 0,041 | 0,031 | 0,080 | 0,002 | 0,010 | 0,007 | 0,019 | 0,006 | 0,022

0,311 {1,031 1,389 | 4,584 | 0,119 | 0,395 | 0,214 | 0,705 | 0,154 | 0,508
PD3 F + + + + + + + + + +

0,018 | 0,079 | 0,019 | 0,148 | 0,008 | 0,034 | 0,010 | 0,034 | 0,008 | 0,033

0,340 | 1,028 | 1,501 | 4,537 | 0,144 | 0,436 | 0,200 | 0,606 | 0,158 | 0,476
+ + + + + + + + + +

0,013 | 0,019 | 0,089 | 0,183 | 0,015 | 0,040 | 0,010 | 0,032 | 0,011 | 0,022

Témoin
Satellite

0,317 {1,015 1,411 | 4,519 | 0,142 | 0,454 | 0,203 | 0,651 | 0,147 | 0,473
BD1SF + + + + + + + + + +

0,010 | 0,036 | 0,036 | 0,071 | 0,008 | 0,023 | 0,011 | 0,036 | 0,003 | 0,012

0,321 | 1,044 | 1,400 | 4,543 | 0,133 | 0,433 | 0,220 | 0,713 | 0,145 | 0,471
PD1SF + + + + + + + + + +

0,009 | 0,024 | 0,029 | 0,057 | 0,006 | 0,018 |0,005 |0,009 | 0,002 | 0,009

PAO (g) : poids absolu de I'organe. Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
PRO (%) : poids relatif de 'organe. Les données sont exprimées en moyenne £ SEM (n=5)
ANOVA/ test de Dunnett :(p>0,05),*(p< 0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001), ****(p<0,0001)
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Les souris males et femelles traitées par PD1 ainsi que les méles traités par PD2
ont montré une augmentation significative du poids relatif du foie par rapport a ceux
des témoins (Figure 3.19 b). Nos résultats corroborent les travaux de Chakroun et ses
collaborateurs, qui ont rapporté un changement signifiant du poids relatif du foie des
rats males ayant recu 1/5 de la DLso de TACMP [103] . De méme, une augmentation
significative du poids relatif du foie des rats males et femelles traitées par TACMP a
110 mg/kg du poids corporel pendant 90 jours [32]. Une étude antérieure a démontré
des résultats similaires aprés |'administration de 20 mg / kg / jour d'imidaclopride (un
néonicotinoide) chez les rats [266]. Les modifications du poids relatif des organes

refléteraient la toxicité de la substance [267].

D’aprés les résultats mentionnés dans les Tableaux 3.13 et 3.14, nous
remarquons que le poids relatif de la rate chez les souris traitées par PD1 a augmenté
par rapport a celui du témoin chez les souris males et femelle respectivement de (0,499
+ 0,023 - 0,381 £ 0,015 %) et de (0,514 + 0,029 - 0,423 £ 0,025 %). Statistiquement
cette modification du poids relatif est non significative (p> 0,05). L'administration
quotidienne de TACMP pendant 28 jours n'a entrainé aucune modification significative
du poids relatif des autres organes, a savoir les reins, les poumons et le cceur (p> 0,05)
par rapport a ceux des témoins (Figure 3.19). Une étude antérieure sur la toxicité sub-
chronique chez les rats traités par TACMP, a montré aussi que ce pesticide chimique

n’affecte pas le poids relatif de ces organes vitaux [32].

L'arrét du traitement de 14 jours par TACMP du groupe satellite, a induit une
diminution du poids relatif du foie. L’analyse de la variance a révélé une différence non
significative (P> 0,05) du poids relatif du foie chez les méles et les femelles
respectivement de l'ordre de 4,808 £ 0,134% et 4,543 £ 0,057 % par rapport a ceux
des témoins de 4,776 + 0,103 % et 4,537 + 0,183 (Tableau 3.13 et 3.14).
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Figure3.19 : Evaluation du poids relatif des organes des souris en fonction du sexe

(méles et femelles) et des doses des traitements a : biopesticide, b : pesticide

chimique, c : groupes satellites .

Les valeurs sont représentées par moyenne + SEM (n=5) (** p<0,01,****p<0,0001)
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3.6.5. Analyse des paramétres hématologiques

Les parameétres sanguins sont des indices importants de I'état physiologique et
pathologique chez 'homme et I'animal [268]. L'intervalle normal de ces parametres
peut étre modifié par I'ingestion de certaines plantes toxiques [269] [270]. Afin d'évaluer
I'état physiologique et pathologique des souris en raison de lI'administration orale du
biopesticide et de TACMP pendant 28 jours, les paramétres hématologiques ont été
mesurés. Les profils hématologiques du groupe témoin et des groupes traités par le

biopesticide et TACMP sont présentés dans le Tableau 3.15 et la Figure 3.20.

Les taux des paramétres hématologiques analysés (GR, HGB, HTC, MCV, MCH,
MCHc et PLT) chez souris méles et femelles traitées par les différentes doses du
biopesticide a savoir, BD1, BD2 et BD3 ont montré des variations non significatives par
rapport a celles des témoins (p> 0,05). Les résultats obtenus indiquent que le
biopesticide formulé a base de 'HE de P. aquilinum administré a différentes doses n’a

pas d’effet ni sur les cellules sanguines circulantes ni sur leur production [271].

D’aprés les résultats illustrés dans la Figure 3.20, nous constatons que le
traitement par les différentes doses du biopesticide a provoqué une augmentation non
significative (p> 0,05) du taux des GB chez les souris de deux sexes. Selon Atsamoa
et ses collaborateurs, cette augmentation suggére que certains principes actifs
biologiques sont capables de stimuler le systéme immunitaire en augmentant le taux

de globules blancs défensifs [272].
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biopesticide et TACMP en fonction des doses et du sexe:a:GB,b : GR,c:HGB, d:

HTC,e: MCV,f: MCH,g: MCHceth : PLT

Les valeurs sont représentées par moyenne + SEM



116

Parallelement, les résultats de I'étude hématologique (Tableau 3.15, Figure 3.20)
montrent une diminution du taux de GR, de la concentration de 'lHGB et du % HCT
chez les souris males et femelles traitées par la forte dose (PD1) par rapport au groupe
témoin. Statistiquement, ces différences sont significatives a [I'exception du
pourcentage d’'HCT chez les méles (p= 0,08). Ces résultats sont en accord avec des
travaux réalisés sur la toxicité de TACMP respectivement chez les souris et les rats [35]
[103]. Selon une étude antérieure, la réduction des taux de GR, de 'HGB et de 'HTC
pourrait étre due a l'inhibition de I'érythropoiése ou a une augmentation du taux de

destruction des érythrocytes dans la rate [273].

Les souris traitées par la forte dose d’ACMP ont montré une augmentation non
significative du MCV chez les souris males et femelles (p> 0,05), ainsi que des

changements non significatifs de la MCH et la MCHc.

L’analyse hématologique des souris traitées par la forte dose d’ACMP indiquent
une augmentation significative des GB (p< 0,05) ainsi que des PLT chez les méles (p<
0,01). Des résultats similaires ont été également observés par Chakroun et ses
collaborateurs [103]. L’augmentation du taux des GB peut indiquer une activation du
mécanisme de défense du systéme immunitaire de I'animal [274]. Le taux de globules
blancs est directement proportionnel a la gravité du stress, et peut attribuée a une
augmentation de la mobilisation des leucocytes [275] [276]. Ces résultats sont en
accord avec la conclusion de Youcef et ses collaborateurs, qui ont trouvé que certains
pesticides augmentent le taux des globules blancs [274]. L’augmentation du nombre
de PLT pourrait indiquer un effet possible de 'ACMP sur les systémes de coagulation

sanguine [103].



Tableau 3.15 : Paramétres hématologique des souris témoins et traitées par le biopesticide et ' ACMP

Méle Femelle
Témoin | BD1 BD2 BD3 PD1 PD2 |PD3 [Témoin | BD1 BD2 BD3 PD1 PD2 PD3

GB (10%/l) 56+ | 88+ | 84+ | 82+ | 94+ | 74+ |[53+| 55+ | 81+ | 67+ | 6,7 | 925+ | 71+ | 6,1%
H 061 | 163" |082" |095"™ | 147* |0,60™ |0,51™| 0,68 | 065" |1,22" |1,02™ | 0,66* | 0,80 | 0,60

GR (108/ pl) 822+ | 825+ |828+ 843+ |680+|784+|838+| 866+|8,17+|845+|867+|7,15+ 837+ |848+
H 0,18 |0,47"™|0,09™ | 0,18 | 0,21* | 0,65 |0,176™| 0,34 | 0,46 | 0,22 | 0,16 | 0,33 ** | 0,28™ | 0,15

HB (g/dL) 12,6+ | 13,0+ [ 1256+ | 13,3+ | 10,7+ | 11,7+ (12,8+| 139+ | 129+ | 13,2+ | 140+ | 116+ | 13,0+ | 13,6
9 0,28 |0,73™ |0,28™ | 0,22" | 0,27 * | 0,83 |0,21"| 0,38 |0,58"™ | 0,47 | 0,20 0,50 ***| 0,35" | 0,12"¢
HCT (%) 426+ | 420+ | 423+ | 43,9+ 376+ | 41,4+ (42,7+| 446+ | 41,2+ | 455+ | 46,2+ | 39,0+ | 423+ | 426+
0 0,57 |2,29™ | 0,64" | 1,22™ | 1,12™ | 2,24 |0,70™| 1,41 | 2,06™ | 1,15™ | 1,49™ | 1,21* | 1,30 | 0,65

MCV (fL) 520+ | 51,3+ | 524+ 521+ |554+|534+|51,0+| 516+ |505+|539+|533+|548+|506+|503=*
0,46 |0,17™|0,83" | 0,69™ | 1,31™|1,90" |0,35"| 0,70 | 0,43"™ | 0,86" | 1,69™ | 2,14 | 0,29™ | 0,85

MCH (pg) 155+ | 15,7+ | 1556+ | 159+ | 157+ | 152+ (153 +| 16,1+ | 159+ | 156+ | 16,1+ | 16,2+ | 155+ | 16,0 £
P9 0,32 |0,15™ | 0,28" | 0,36 | 0,72 | 0,98 |0,21"™| 0,19 | 0,33"™ | 0,25 | 0,20™ | 0,52" | 0,24™ | 0,21
MCHc (g/dL) 29,7+ | 30,8+ | 29,7+ | 30,6+ | 28,4+ | 282+ 30,0+ 31,3+ |31,4+|290+|30,4+|298+|306+|320%
9 0,64 |0,13™ | 045" 0,80 | 1,12 | 1,53 |0,22"| 0,27 | 0,45™ | 0,53™ | 0,81 | 1,18 | 0,32" | 0,57 "

PLT (103 ul) 645+ | 798+ | 610+ | 719+ [ 1269+ | 1095+ |954 +| 1020+ | 1111+ | 904 + | 1031+ | 1150+ | 1036 £ | 927 +
MU 453 147,07 55,1 [122,475|192,8 **|216,0|34,8"| 65,16 | 70,9™ |171,5"| 95,87 | 58,37 [172,7"[178,6"

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
ANOVA/ test de Dunnett : ns : non significatif (p>0,05),*(p< 0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001), ****(p<0,0001)

L1l
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3.6.6. Analyse des paramétres biochimiques

Les effets de 'administration orale subaigué du biopesticide et de TACMP sur
les paramétres biochimiques plasmatique sont représentés dans le Tableau 3.16 et
la Figure 3.21.

Les concentrations de la glycémie, de l'urée, de la créatinine, de la
phosphatase alcaline (ALP), des protéines totales et de I'albumine chez les souris
males et femelles traitées par les différentes doses de biopesticide, a savoir BD1,
BD2 et BD3 ne présentaient pas de différence significative (p> 0,05) par rapport a
ceux des témoins (détail en Appendice E).

De nombreux composés de plantes s'accumulent dans le foie ou ils sont
détoxifiés [277]. Une évaluation du taux des transaminases pourrait s’avérer utile
pour déterminer les effets toxiques des plantes médicinales sur le foie [278].
Cependant, nous avons observé une légere variation non significative de la
concentration des ASAT chez les deux sexes traités par le dose moyenne (BD2) et
des ALAT chez les femelles traitées par les différentes doses du biopesticide par
rapport au témoin. Les analyses obtenues montrent qu’aucune modification
significative des concentrations de ces enzymes , de I'urée et de la créatinine n’est
pas enregistré . Ces parameétres sont respectivement de bons indicateurs de la
fonction hépatique et rénale. Selon Hilaly et ses collaborateurs, il est raisonnable de
déduire que le biopesticide formulé a 6% n'a pas endommagé le foie et les reins
[279].

La présente étude révéle des variations non significatives (p> 0,05) de la
concentration du glucose plasmatiques chez les souris méles et femelles traitées
par les différentes doses du pesticide chimique, a savoir 1/4, 1/8 et 1/16 de la DLso.
Toutefois nous avons noté des changements significatifs de certains paramétres
biochimiques chez les souris traitées par PD1 par rapport au groupe témoin.
L'augmentation significative des concentrations sanguines de l'urée et de la
créatinine chez les souris traitées par PD1 est en accord avec les résultats obtenus
par Zhang et al. [125]. L'urée et la créatinine sont considérée comme des marqueurs

significatifs de la fonction rénale [280] .
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Figure 3.21 : Paramétres biochimiques des souris témoins et traités par le
biopesticide et TACMP en fonction des doses et du sexe : a : Glycémie, b : Urée, ¢
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Il ressort clairement de notre observation que, lors du traitement des souris par
FTACMP a la plus forte dose, les concentrations des ASAT, ALAT et PAL ont
augmenté significativement de ceux des témoins a I'exception du PAL des méle (p=
0,053) (Figure 3.21). Ces résultats sont en accord avec des études antérieures sur
la toxicité par TACMP chez les souris et les rats [126] [35] [103]. Des résultats
similaires ont été rapporté aprés l'administration orale pendant 4 semaines
d'imidaclopride chez les rats [281] [282].

Le foie est le premier organe a faire face a toute molécule étrangére transporté
et qui subit plus de dommages. Lorsque la membrane plasmique des hépatocytes
est endommagée, une variété d'enzymes sont libérées dans le flux sanguin [283].
Ces lésions sont caractérisées par une fuite du contenu cytoplasmique provoquant
une augmentation relativement plus importante des ALAT que des ASAT. Toutefois,
une augmentation proportionnellement plus importante des ASAT indique que les

membranes mitochondriales et cytoplasmiques sont endommagées [284].

L’augmentation significative de ces enzymes montre que 'administration orale
quotidienne I’ACMP a affecté le foie [285] [286]. Selon Chakroun et al., I'élévation
de l'activité des enzymes sanguines de la présente étude peut étre causée par la
perte de l'architecture de la membrane des hépatocytes et par les dommages
hépatocellulaires observés chez les animaux traités par la plus forte dose, ce qui a
contribué a la fuite des enzymes intracellulaires dans le sang [103]. En outre,
Rahman et ses collaborateurs suggérent que I'augmentation de I'activité de la PAL
dans le plasma pourrait étre due a l'augmentation de la perméabilité de la membrane

plasmique ce qui montre I'état de stress des animaux traités par TACMP [287].



Tableau 3.16 : Paramétres biochimiques des souris témoins et traitées par le biopesticide et TACMP

Male Femelle
Témoin| BD1 | BD2 | BD3 PD1 PD2 PD3 |Témoin| BD1 | BD2 BD3 PD1 PD2 PD3
192 1,22 1,37 1,34 1,27 1,32 1,30 195 1,22 1,24 1,28 1,30 1,27 1,32
Glycémie 4 (’) 04 +0,09+0,12|+0,08| +0,05| +0,10 | +0,05 + b 05 +0,12|+0,06 | +0,06 | £0,07 | £0,12 | £ 0,08
0.32 0,31 0,30 | 0,33 0,54 0,46 0,35 028 0,32 | 0,31 0,29+ | 0,46+ | 0,38 0,30
Urée + ’0 03 +0,03(+0,03|+0,01| £0,04 | £0,04 | £0,02 + 6 01 +0,01 | £ 0,01 0,03 0,02 | £+0,02| +0,05
- 7 ns ns ns *kk * ns - 7 ns ns ns *k% ns ns
6.8 6,5 6,6 6,8 9,3 7.1 7,0 6.8 6,5 7.8 6,8 9,4 8,4 7.8
Créatinine 4 0’ 92 +0,29 (+0,40| +0,48| £0,25 | +0,43 | +0,49 + 0’ 58 +0,65[+0,58| +0,25 | +0,34 | £0,26 | + 0,39
163 158 175 159 223 189 166 120 133 145 150 194 172 150
ASAT +14.1 +72 | £10,8 | +22,2 | +149 | £9,0 | +8,3 + 492 +13,2 | +12,0 | 12,5 | +14,1 | +23,1 +9.,8
- ’ ns ns ns * ns ns - I ns ns ns *% ns ns
26 28 29 29 49 25 24 31 43 41 38 62 49 30
ALAT +33 +32 |£29 +38 | £+59 | +20 | £1,9 +33 +43 | +4,0 +52 +46 | +8,0 | +8,5
264 266 270 269 364 311 272 306 303 312 308 387 302 300
PAL + 9275 +44 2 | +21 +174 | +38,6 | +10,1 | £9,3 +175 +12,0 | +16,6 +27.8 | +43,5 | +27,1 | +18,4
- ’ ns ns ns ns ns ns - ’ ns ns ns *% ns ns
55 51 53 54 45 49 56 43 45 43 43,3 56 51 48
PT +23 +41 | £+19 | +19 | +20 | £+1,3 | +1,9 +21 +26 | +2,8 + 3,1 +19 | £+1,9 | £1,2
- ’ ns ns ns * ns ns - ’ ns ns ns ns ns ns
30 31 31 30 28 29 31 31 31 31 31 35 35 32
Albumine +16 +13 | +10 | +0,8 | +1,4 +1,3 +1,0 +06 +15 | £1,0 +1,3 +00 | 22 | +1,2

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
ANOVA/ test de Dunnett : ns : non significatif (p>0,05),*(p< 0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001), ****(p<0,0001)

LZL
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Dans la présente étude, nous remarquons d’une part que I'administration orale
de la dose élevé d’ACMP chez les souris méales a réduit les taux de protéines totales
et de l'albumine (Figure 3.21). Cette diminution significative est en accord avec les
résultats obtenus par Chakroun et al. sur des rats méles exposés a 'ACMP [103].
Ce pesticide néonicotinoide est connu pour produire un stress oxydatif en inhibant
les enzymes antioxydante et en induisant la génération de dérivés réactifs de
l'oxygéne (DRO) [126] [125] [103]. La raison de la diminution des protéines totales
pourrait étre due aux effets néfastes des DRO, généré par I'exposition a 'ACMP sur

les protéines par oxydation dans le foie [103].

D’autre part, d’aprés les résultats précédemment obtenus sur la diminution de
la consommation hydrique (Figure 3.17) chez les souris femelles traitées par PD1 et
PD2, nous remarquons que ces animaux présentent des taux élevés en protéines
totales et albumine plasmatique (Figure 3.21). Des résultats similaires ont été
eégalement observés chez des rats femelles traités par TACMP en suspension dans
une solution saline normale pendant 28 jours. Ces auteurs ont montré que cette
augmentation est peut-étre due a la déshydratation consécutive et du refus des

animaux de boire de I'eau suite a I'administration d'ACMP [10] .

Les valeurs moyennes des paramétres hématologiques et biochimique des
souris des groupes satellites témoin et traités par le biopesticide et TACMP sont

respectivement rapportées dans les Tableaux 3.17 et 3.18.

Apres 14 jours d’interruption du traitement, aucune modification significative
des parametres hématologique et biochimique dans le groupe satellite traité par la
forte dose du biopesticide n’est enregistrée (Figures 3.22 et 3.23). Ces résultats
indiquent que cette formulation a base d’'HE de P. aquilinum n'a montré aucun effet

toxique tardif chez les animaux d'essai.



Tableau 3.17 :

témoins et traités par le biopesticide et TACMP
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Parameétres hématologiques des souris des groupes satellites

Male Femelle
TémoinS| BD1S | PD1S | TémoinS | BD1S | PD1S
54+ | 68% | 89+ 56+ 651 74t
3 ’ ) ’ ’ ’ ’
GB(10°M) | 555 | 0a8™ | 176™ | 047 | 058" | 176
815+ | 826+ | 777« | 836< | 832¢ | 7.75¢
6 1 ) ) ] ) )
GROAOYW) | "956 | 024m | 031 | 023 | 0257 | 021w
120+ | 126% | 117¢ | 132+ | 133+ | 126¢
HB (g/dL) 043 | 057 | 051™ | 030 | 030" | 022
420+ | 417+ | 408+ | 433+ | 430+ | 400+
0 ’ ’ ’ ’ ’ ’
HCT (%) 138 | 152 | 153~ | 076 | 082m | 087"
523+ | 521+ | 525+ | 518+ | 517+ | 516¢
MCV (iL) 040 | 056" | 079" | 071 083" | 065
MCH (6g) 162+ | 1568< | 151+ | 158% | 160+ | 162¢
P9 0,27 0,35 | 0,920 0,30 027" | 0,230
307+ | 303¢ | 288+ | 304+ | 300t | 3141
MCHc(a/idL) | "9'37° | 060 | 179 | 034 | 035™ | 033
662+ | 681+ | 1237+ | 1003+ | 1045+ | 1055+
3
PLT(10MD | 406 | 51,9 | 1426* | 615 | 508" | 135m

Les données sont exprimées en moyenne+SEM (n=5), ns(p>0,05),*(p< 0,05),**(p<0,01)

Tableau 3.18 : Parameétres biochimiques des souris des groupes satellites témoins

et traités par le biopesticide et TACMP

Male Femelle

TémoinS | BD1S | PD1S | Témoin S | BD1S PD1S

Glycémie 1,23 + 1,29+ | 1,21+ 1,29 + 1,31 1,24 +
0,03 0,04 | 0,04ns 0,07 0,05 0,09ns

Urée 0,38 = 0,36 + | 0,38 0,31+ 0,3+ 0,35+
0,01 0,02 | 0,05" 0,03 0,02ns 0,03ns

Créatinine 6,8 £ 6,4+ | 8,73+ 7,8+ 7,86 74+
0,73 0,51 | 0,37 0,42 0,34 s 0,55ns

ASAT 167 + 169 + 189 + 149 + 142 + 196 +
13,00 20,09 | 11,11 s 16,23 13,68™ | 10,65

24 + 22 + 25+ 37 + 32 + 41 +

ALAT 3,32 436" | 2,24ns 4,64 406" 6,78 s
PAL 277 + 257+ | 272+ 329 + 302 + 272 +

30,93 25,22rs | 14,71 s 28,0 18,03 8,7

PT 55+ 52 + 47 + 52 + 50 £ 58 +
2,24 1,23 | 1,23** 2,00 1,58 s 1,23*

Albumine 30 £ 31+ 32+ 32+ 31+ 32+
2,74 1,87 | 1,23" 1,23 1,00 1,23 s

Les données sont exprimées en moyenne+SEM (n=5), ns(p>0,05),*(p< 0,05),**(p<0,01)
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Les parameétres hématologiques du groupe satellite traité par la forte dose
d’ACMP sont comparables a ceux du groupe satellite t¢moin (p> 0,05) a I'exception
du taux des plaquettes chez les souris males (p< 0,01). Le taux de GR ainsi que le
pourcentage d’HCT a augmenté par rapport au PD1 mais avec des valeurs inferieur
a celles du témoin. L’analyse de variance révéle qu’aucune différence significative
n’est enregistrée (p> 0,05) (détail en Appendice E).

L'arrét du traitement par le pesticide chimique chez les souris du groupe
satellite, a induit une diminution de la concentration de l'urée, de la créatinine, des
transaminases ainsi que du PAL. Aucune différence significative entre ces
paramétres avec ceux du lot satellite témoin n’est enregistré par I'analyse de
variance.

Toutefois, le taux des protéines totales est statistiquement différent avec une
diminution chez les méles et une augmentation chez les femelles traitées par PD1
(Tableau 3.18).
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Figure 3.22 : Paramétres hématologiques des souris des groupes satellites

témoins et traités par le biopesticide et TACMP en fonction du sexe : a : GB, b :
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Figure 3.23 : Paramétres biochimiques des souris des groupes satellites témoins
et traités par le biopesticide et TACMP en fonction du sexe : a : Glycémie, b : Urée,
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3.6.7. Examen histo-pathologique

L'évaluation des altérations pathologiques induites chez les animaux du
laboratoire par les xénobiotiques représente la pierre angulaire de I'évaluation de
leur sécurité. Cette évaluation préliminaire, qui repose largement sur des techniques
histo-pathologiques conventionnelles, représente une contribution majeure au

développement des produits [288].

3.6.7.1. Examen histo-pathologique du foie

Nous avons examiné sous microscope optique les sections colorées
(hématoxyline — éosine) des tissus hépatiques obtenues a partir des souris males et
femelles traités avec différentes doses du biopesticide formulé (400, 200 et 100
mg/kg du poids corporel) et d’ACMP (1/4, 1/8 et 1/16 de la DLso). Pour cela, nous
avons compareé ces lames avec celles des animaux du groupe témoin.

Les sections colorées du foie des animaux des groupes témoin et satellite
témoin ont montré des lobules normaux avec la veine centrolobulaire au milieu. Aux
coins, nous avons observé des triades portales, constituées de l'artere hépatique,
de la veine porte et du canal biliaire. Des hépatocytes, avec des noyaux centraux et
séparées par des sinusoides étroites. Cependant, nous notons l'absence de
nécrose et de conditions dégénératives des hépatocytes (Figure 3.24).

Chez les animaux traités avec les trois doses du biopesticide ainsi que ceux
de son groupe satellite, une architecture normale des veines centrales, des triades
portales et des hépatocytes ont été observée lors de I'examen histo-pathologique
du foie. Aucun signe de nécrose et de conditions dégénératives dans les

hépatocytes (Figure 3.24).
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Figure 3.24 : Etude histologique du foie des souris témoins, traitées par les trois
doses du biopesticide et les satellites de I'étude de la toxicité subaigué (H.E,
GrX40),D1=400mg/kg, D2=200mg/kg, D3=100mg/kg, S :satellite, M :male, F : femelle,
H :hépatocyte, VCL :veine centrolobulaire, HBN :hépatocyte binucléé, S :sinusoide



129

L’analyse histologique du foie de souris, des deux sexes, traitées par les trois
doses de 'ACMP (1/4, 1/8 et 1/16 de la DLso) a révélé des altérations doses-
dépendantes.

L’histopathologie hépatique des souris males et femelles traitées par la forte
dose a indiqué des altérations marquées par une dilatation sévére de la veine
centrolobulaire (Figure 3.25 a,b), ainsi que la triade portale (Figure 3.25 c,d) et
augmentation de l'infiltration inflammatoire péri-vasculaire (Figure 3.25 e.g) et intra-
parenchymateuse (Figure 3.25 f.h). Une dilatation des capillaires sinusoides a été
aussi observé (Figure 3.25 c,f,h). Ces mémes observations histo-pathologiques
hépatiques ont été marques pour le groupe satellite traité par la forte dose d’ACMP
chez les deux sexes. Ces observations sont conformes avec celles obtenues avec
d'autres résultats précédemment publiés [103]. De plus, une dilatation de la veine
centrale et des capillaires sinusoides et une infiltration leucocytaire ont été
observées dans le tissu hépatique des rats exposeés a I'imidaclopride a raison de 45
mg / kg pendant 4 semaines [282]. Les infiltrations lymphocytaires observés sont un
indicateur de l'irritabilité et de l'inflammation des cellules [103]. Par conséquent, la
raison de 'augmentation des GB chez les souris de ces lots pourrait étre expliquée
par l'activation du systéme immunitaire et la présence de l'inflammation dans les
tissus hépatiques [274].

Des altérations histo-pathologiques modérées incluant une inflammation péri-
vasculaire et intra-parenchymateuse modéré, une dilatation modérée de la veine
centrolobulaire ainsi qu’une dilatation des sinusoides sont enregistrées aprés
'administration de la moyenne et la faible dose d’ACMP chez les souris méles et

femelles (Figure 3.26 ).
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Figure 3.25 : Etude histologique du foie des souris traitées par PD1 et PD1S de
I'étude de la toxicité subaigué (H.E, GR :X10 (a) GR :X40 (b,c,d,e,f,g,h))
Inflammation intra-parenchymateuse (1.I.P.), dilatation des capillaires sinusoides (D.S.),
inflammation péri-vasculaire (IPV) dilatation sévere de la triade portale (DT), dilatation
sévére de la veine centrolobulaire (DSVCL), cogestion (c), hépatocyte (H), veine

centrolobulaire (VCL)
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Figure 3.26 : Etude histologique du foie des souris traitées par PD2 et PD3 de
I'étude de la toxicité subaigué : inflammation intra-parenchymateuse (lIP),
dilatation des capillaires sinusoides (D.S.), inflammation péri-vasculaire (IPV),
dilatation modérée de la veine centrolobulaire (DMVCL), congestion (C),
hépatocyte (H) (H.E, GR :X40)
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3.6.7.2. Examen histo-pathologique des reins

Les sections colorées des tissus rénaux obtenus a partir des souris males et
femelles traitées avec le biopesticide et TACMP ont été examinées au microscope
optique ainsi que les groupes témoins et satellites.

En conséquence, I'histo-pathologie rénale des animaux des groupes témoin et
satellite traités avec de I'eau physiologique présentent des corpuscules rénaux ayant
un espace urinaire de taille normale, un glomérule normal et des structures
tubulaires (Figure 3.27).

Des corpuscules rénaux normaux présentant un glomeérule normal, un espace
urinaire et des systemes tubulaires ont été observés lors de l'examen histo-
pathologique du tissu rénal chez les souris traitées avec les trois doses du
biopesticide formulé ainsi que celles du groupe satellite. Aucun signe de nécrose
n’est observé (Figure 3.27).

En comparaison avec ceux des témoins, la structure des reins chez les souris
traitées par la forte dose d’ACMP et les satellites, présente des altérations au niveau
du parenchyme rénal: les glomérules sont atrophiés et désintégrés, l'espace
capsulaire s'est élargi de maniére évidente, une congestion, une hémorragie
interstitielle, une perte de I'architecture de certains tubules avec un aplatissement
des cellules épithéliales des tubules distaux et une restriction des lumiéres des
tubules proximaux, une infiltration inflammatoire péri-vasculaire et intra-
parenchymateuse (Figure 3.28). La créatinine sérique détermine le taux de filtration
glomérulaire. Selon Tiez, les taux de créatinine augmentent dans le sérum lorsque
le cortex et/ ou les glomérules sont endommagés [289]. De graves Iésions rénales
entraineront une augmentation des taux de la créatinine [121]. L'augmentation dose-
dépendante du taux de créatinine dans la présente étude révéle une atteinte
éventuelle des reins suite a I'administration de TACMP [289].

L’administration de PD2 et PD3 a induit une infiltration inflammatoire intra-
parenchymateuse et péri-vasculaire, une congestion et une restriction des lumiéres
des tubules proximaux chez les souris males et femelles traitées pendant 28 jours
(Figure 3.29)
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Figure 3.27 : Etude histologique des reins des souris témoins, traitées par les trois
doses du biopesticide et les satellites de I'étude de la toxicité subaigué : D1=400
mg/kg, D2=200 mg/kg, D3=100mg/kg (H.E, GrXx40)

S :satellite, M :méle, F :femelle, G : glomérule, TD :tubule distale et TP : tubule proximal



134

Figure 3.28 : Etude histologique des reins des souris traitées par la forte dose
d’ACMP et les satellites de I'étude de la toxicité subaigué (H.E, GrX40 e,f et
GrX100 a,b,c,d,g,h)

AC : atrophie des capillaires glomérulaires, C: congestion, DG : Désintégration
glomérulaire, ECE : espace sous capsulaire élargi, I.I : infiltration inflammatoire, ACET :
aplatissement des cellules épithéliales tubulaires distales, RLTP : restriction des lumiéres

des tubules proximaux, H : hémorragie
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Les reins sont fréquemment sensibles aux effets néphrotoxiques de nombreux
xénobiotiques [119]. Actuellement, il existe peu de documentation sur les effets
néphrotoxiques des pesticides. Le peu de travaux provient d'études sur des animaux
et de rapports de cas d'individus empoisonnés par des pesticides [290].

Les résultats obtenus dans la présente étude sont en accord avec ceux trouvés
par des études antérieures [10] [125] [121]. D’autres travaux ont aussi rapporté la

néphrotoxicité par les pesticides chez les souris [119] et chez les rats [291].

Figure 3.29 : Etude histologique des reins des souris traitées par PD2 et PD3 de
I'étude de la toxicité subaigué (H.E, GrX40 a,b,d et GrX100 c)

IIP: inflammation intra-parenchymateuse et [PV :péri-vasculaire, C: congestion,
RLTP :restriction des lumiéres des tubules proximaux
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CONCLUSION

Les travaux de recherches entrepris au cours de cette étude nous ont permis
d’évaluer et de comparer la toxicité d’'un biopesticide formulé a base de 'HE de P.
aquilinum et d’'un pesticide néonicoténoique a savoir, TACMP sur des souris, ainsi
que l'extraction et la caractérisation de cette HE et I'évaluation de ses activités dans

la lutte biologique.

Le criblage phytochimique des frondes de la fougére aigle a montré une
composition riche et variée en métabolites secondaires représentés essentiellement

par les tanins, les flavonoides, les stérols / terpénoides et les saponines.

L’analyse chimique des composés volatils des frondes de P. aquilinum par
GC/SM a permis d’identifier 58 composants, représentant 69,44 % de la composition
totale, dont les monoterpénes oxygénés a 32.86 %. Ces analyses ont permis de
mettre en évidence la prédominance du linalool et du carvacrol. Nous avons noté
une variabilité chimique importante des constituants de I'HE analysé par rapport a

celles du Nigeria et de la Pologne.

Sur la base de l'analyse chromatographique de I'huile volatile de la fougére
aigle, des tests antimicrobiens et insecticides ont été effectués respectivement sur
des souches phytopathogenes a savoir, Erwinia amylovora, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi et
Aspergillus niger, ainsi que sur le puceron de la féve Aphis fabae. Les resultats
obtenus ont dévoilés une activité biocide remarquable et puissante de I'HE de la

plante testée contre les différents ravageurs ciblés.

De méme le biopesticide formulé , a base de 'HE de P. aquilinum , a présenté
une efficacité importante sur les populations du puceron de la féeve A. fabae. Son
effet insecticide était comparable a celui du pesticide chimique « ACMP » a une

concentration de 4% a partir de 24h.
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Sur le plan toxicologique, la DLso de 'HE et du biopesticide chez les souris

femelles a été supérieure a 2000 mg/kg et aucune altération histologique hépatique

et rénale n’est constatée.

A la lumiére des résultats obtenus sur la comparaison de I'effet toxique subaigu

des trois doses testées du biopesticide (400, 200 et 100 mg/kg) et de TACMP (1/4 ,

1/8, et 1/16 de la DLso) durant 28 jours, on peut conclure que :

Le gavage des souris males et femelles par TACMP et le biopesticide n’a pas
induits des perturbations dans leur comportement ;

Une diminution significative du pourcentage du gain du poids relatif des souris
traitées par la forte dose du biopesticide et les trois doses ’ACMP ;

Une augmentation du poids relatif du foie a été observée chez les souris
males et femelles traitées par la forte dose d’ACMP ;

L’évaluation des paramétres hématologiques et biochimiques montre
également une perturbation aprés l'administration subaigué de I'ACMP.
Toutefois, le traitement par le biopesticide n’a pas affecté significativement
ces parametres ;

Une diminution des niveaux des GR, de HGB et de HCT et une augmentation
du MCV et GB chez les souris males femelles traitées par PD1, ainsi qu'une
augmentation des PLT chez les males ;

Une augmentation des taux de l'urée, créatinine, ASAT, ALAT et PAL chez
les souris traitées par PD1 ;

Une diminution des protéines totales chez les souris males et une
augmentation chez les femelles traitées par PD1 ainsi que le groupe satellite
PD1S;

L’étude anatomo-pathologique du foie et des reins a révélé que le
biopesticide n’a causé aucune altération tissulaire. Tandis qu’une exposition
a 'ACM a entrainé une hépatotoxicité et une néphrotoxicité dose -
dépendante.

L’histopathologie hépatiques des souris traitées par la forte dose d’ACPM et
celles du groupe satellite a montré des altérations marquées par une

dilatation sévére de la veine centrolobulaire et de la triade portale, une
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infiltration inflammatoire péri-vasculaire et intra-parenchymateuse ainsi
gu’une dilatation des capillaires sinusoides ;

- Une infiltration inflammatoire péri-vasculaire et intra-parenchymateuse, une
perte de I'architecture de certains tubules ave un aplatissement des cellules
épithéliales des tubules distaux et une restriction des lumiéres des tubules
proximaux, une congestion, une hémorragie interstitielle, un élargissement
de I'espace capsulaire ainsi que I'atrophie des glomérules, sont révélés dans

I'étude histo-pathologique du parenchyme rénal.

Les résultats ci-dessus suggerent que le foie et le rein sont affectés par
'administration subaigué de TACMP. D’autres études toxicologiques pourront étre
envisagées. Il serait intéressant d’évaluer la toxicité subchronique de ce pesticide

chez les rats ainsi que ses effets sur le systéme nerveux.

Trés peu de travaux ont été réalisé sur 'HE de P. aquilinum comme
biopesticide. Sur la base des résultats obtenus, les doses testées chez les souris
n'ont montré aucun signe de toxicité biochimique, hématologique et histologique.
Nos résultats obtenus sont des travaux préliminaires et initiatives en Algérie sur cette
espece ; il serait souhaitable de poursuivre ces travaux en évaluant :

- les autres activités biocides du biopesticide afin de déterminer son spectre
d'action;

- son efficacité sur le terrain qui viserait a préciser sa stabilité ;

- sa toxicité subchronique de 90 jours chez les rats,

- ses effets secondaires sur la faune auxiliaire,

ce qui ouvre d’intéressantes perspectives de recherche pour les années a venir.



ACh
AChE
ACI
ACMP
BD1
BD2
BD3
BD1S
CG/SM
CwmI
DLso
DLso
DMSO
DRO
ENSA
FAO
GB
GPR
GR
HCT
HGB
INPV

LOAEL
LPGA
MC
MCH
MCHc
MCV
nAChR
NMRI
NOAEL
OCDE

APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

: Acétylcholine

: Acétylcholinestérase

: Agro Consulting International

: Acétamipride

: Forte dose du biopesticide (400 mg/kg du poids corporel)

: Moyenne dose du biopesticide (200 mg/kg du poids corporel)

: Faible dose du biopesticide (100 mg/kg du poids corporel)

: Forte dose du biopesticide du groupe satellite

: Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
: Concentration minimale inhibitrice

: Dose létale qui tue 50% de la population
: Dose létale qui tue 90% de la population

: Diméthylsulfoxyde

: Dérivés réactifs de I'oxygene

: Ecole National Supérieur d’Agronomie

: Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture
: Globules blancs

: Gain du poids relatif

: Globules rouges

: Hématocrite

: Hémoglobine

: Institut National de Protection des Végétaux

: Indice de rétention

: dose minimale avec effet nocif observe

: Levure Peptone Glucose Agar

: Mortalité corrigée

: teneur corpusculaire en Hémoglobine

: Concentration corpusculaire moyenne en Hémoglobine
: Volume globulaire moyen

: récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine

: Naval Médical Research

: Dose sans effet nocif observe

: Organisation de Coopération et de Développement Economique



OoMS
ONAB
PD1
PD2
PD3
PD1S
PDA
PI
PLT

SEM
SM
SNC
TR

: Organisation mondiale de la santé

: Office National des Aliments du Bétail

: Forte dose du pesticide (1/4 de DLso)

: Moyenne dose du pesticide (1/8 de DLso)
: Faible dose du pesticide (1/16 de DLso)
: Forte dose du pesticide groupe satellite
: Agar Dextrose de Pomme de terre

: Pourcentage d'inhibition

: Plaquettes

: Rendement de I'HE

: Erreur standard de la moyenne

: Spectre de masse

: Systéme nerveux central

: Temps de rétention



APPENDICE B

SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Test des alcaloides

» Solution a analyser

10 g de la poudre végétale a été mélangé a 50 ml de I'acide sulfurique H2SO4
dilué au 1/10. Cette préparation a été agité et laissé macérer pendant 24 heures a
température ambiante du laboratoire. Nous 'avons filtré sur papier et lavé a I'eau
distillée de maniere a obtenir environ 50 ml de filtrat.

» Caractérisation

1 ml du filtrat est introduit dans deux tubes a essai auxquels nous ajoutons :
Tube n°1 : 5 gouttes de réactif de Mayer (solution aqueuse de mercuri-iodure de
potassium).

Tube n°2 : 5 gouttes de réactif de Dragendorff (solution aqueuse d’iodobismuthite
de potassium).

La présence d’alcaloides a été caractérisée par les précipités dans les tubes a
essai. Les résultats ont été classés comme suit : test positif : + test négatif : 0

Les substances polyphénoliques

> Solution a analyser

Un infusé a 5% a été préparé par I'ajout de 5 g de la poudre végétale a 100
ml de I'eau distillée bouillante. Nous L4avons filtré sur papier et rincé avec un peu
d’eau chaude de maniére a obtenir 100 ml de filtrat.

> Caractérisation

Tanins

Une quantité de 1 ml d’une solution aqueuse diluée de FeCI3 a 1% a été a 5
ml d’'infusé a 5% dans un tube a essai. En présence de tanins il se développe une
coloration verdatre ou bleu noiratre.



Tanins catéchiques (réaction de Stiasny)

A 30 ml d'infusé a 5%, nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml
de formol a 40% et 5 ml HCI concentré) et chauffé au bain-marie a 90°C pendant
15 mn. L’obtention d’'un précipité montre la présence de tanins catéchiques.

Tanins galliques

Filtrer et saturer le filtrat d’acétate de sodium pulvérisé. Ajouter 1 ml d’'une
solution de FeCls a 1%. Le développement d’une teinte bleu noire indique la
présence de tanins non précipités par le réactif de Stiasny : ce sont les tanins
galliques.

Flavonoides

Anthocyanes

A 5 ml d’infusé, ajouter 5 ml d’acide sulfurique puis 5 ml de NH4OH. Si la
coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique,
on peut conclure la présence d’anthocyane.

Flavonoides libres ou génines (a la réaction a la cyanidine)

Introduire dans un tube a essai 5 ml d’infusé, ajouter 5 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en
volume), 1 ml d’alcool isoamylique puis quelques copeaux de magnésium.

Sur la couche surnageante d’alcool isoamylique, I'apparition d’'une coloration : rose
orangée (flavones), rose- violacée (flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols)
Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques.

Cette réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones,
les catéchines et les isoflavones.

Tests des stérols — triterpénes- coumarines

» Solution a analyser
Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 g de poudre et 20 ml d’éther.
Boucher, agiter et laisser au réfrigérateur pendant 24 heures ; puis filtrer sur papier
filtre, ensuite compléter a 20 ml avec de I'éther




» Caractérisation

Stérols- Triterpénes (Réaction de Lieberman-Burchard)

Dans une capsule, évaporer a sec 10 ml de I'extrait. Dissoudre le résidu dans 1 ml
d’anhydride acétique et 1 ml de chloroforme (CHCI3). Répartir le mélange dans
deux tubes a essai dont I'un servira de référence. A I'aide d’'une pipette, déposer 1
a 2 ml de l'acide sulfurique concentré (H2SO4) au fond du tube a essai sans
agitation. A la zone de contact des deux liquides il y a formation d’'un anneau rouge
brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte ou violette révéle la
présence de stérols et de triterpénes.

Coumarines

Ajouter a 5 ml d’extrait éthéré évaporé a sec ,2 ml d’eau chaude. Partager la
solution entre deux tubes a essai. Ajouter au contenu de l'un 0,5 ml de
Fammoniaque diluée a 25 %. Observer la fluorescence sous UV 366 nm. La
présence de fluorescence dans le tube ou il a été ajouté de 'ammoniaque indique
la présence des coumarines.

Test des saponosides

» Solution a analyser
Mélanger 1 g de poudre avec 100 ml d’eau distillée. Maintenir a ébullition pendant
15 mn. Filtrer et aprés refroidissement ajuster a 100 ml.

» Caractérisation
Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire
successivement 1,2, 3, ...,10 ml de décocté. Ajuster le volume de chaque tube a
10 ml avec de l'eau distillée. Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du
tube pendant 15 secondes a raison de 2 agitations par seconde. Laisser reposer
15 mn et mesurer la hauteur de la mousse. Si celle-ci est inférieure a 1 cm dans
tous les tubes l'indice est moins de 100. La dilution dans le tube ou la hauteur de la
mousse est égale a 1 cm représente l'indice recherché. Si la hauteur de la mousse
est supérieure a 1 cm dans les tubes, dans ce cas il est nécessaire de préparer
une nouvelle série de dilution de la décoction et recommencer le processus de
détermination.

Indice de mousse =100 / n° du tube ou la hauteur de mousse est de 1cm



REALISATION DES COUPES HISTOLOGIQUES

- Fixation et rincage : Le foie et les reins déposés dans des cassettes

d’inclusion, ont été lavés plusieurs fois avec de I'eau du robinet pour éliminer
I'excés de fixateur aprés 48h de fixation dans une solution du formol a 10 %. Le
but de cette étape est de figer le tissu dans I'état le plus proche de son état initial

et de garder sa structure morphologique et son intégrité chimique.

- Déshydratation et éclaircissement : ils permettent d’éliminer I'eau a partir

des tissus pour les l'imprégner a la paraffine. La déshydratation est réalisée dans
trois bains d’éthanol a concentration croissante 70, 95 et 100%,respectivement
pendant une heure chacun. L’éclaircissement est ensuite effectué dans un bain de

xyléne pendant 1 heure. Cette étape permet d’éliminer I'alcool a partir des tissus.

- Imprégnation : les tissus sont ensuite imprégnés dans deux bains successifs

dont le premier contient 50 % de xyléne et 50 % de paraffine et le second contient

la paraffine pure durant une heure chacun dans une étuve réglée a 58 °C.

- Inclusion et mise en bloc : elle est réalisée dans des cassettes en plastique

selon les étapes suivantes: écoulement de la paraffine dans des moules
métalliques, inclusion et orientation des pieces dans la paraffine et refroidissement

des blocs sur une plaque métallique réfrigérée environ 10 minutes.

- Confection des coupes: Les blocs de tissu ont été sectionnés a une

épaisseur de 3 a 5 ym. les rubans sont étalés dans un bain marie (37 °C) puis
récupérés et collés sur des lames propres. Ces derniéres sont séchées dans une

etuve réglée a 25 °C pendant 24 heures.

- Déparaffinage et réhydratation : cette étape sert a retirer la paraffine du

tissu et la remplacer par I'eau pour permettre la pénétration des colorants. Les
coupes sont passées dans un bain de xyléne pendant 30 minutes. Cependant, la
réhydratation a pour but de retirer le xyléene du tissu et de le remplacer par 'eau.

Les organes sont imprégnés dans un bain d’alcool 100 ° pendant 10 minutes.



- Coloration : elle permet de visualiser les différents composants tissulaires et
cellulaires. Dans notre étude, nous avons appliqué la technique de coloration
d’hématoxyline-éosine : C’est une coloration topographique qui permet de
visualiser la morphologie des cellules (noyau bleu et cytoplasme rose violacé) afin

de déterminer leur répartition, architecture et structure.

- Montage et observation: les lames sont prolongées dans un bain de xyléne

pour I'éclaircissement. Une lamelle est fixée sur chaque lame par I'Eukitt. A la fin,
les lames sont nettoyées au xyléne puis séchées et observées au microscope
optique Leica (DM1000, Allemagne) aux différents grossissements (G x10, G x40
et G x100).

APPENDICE C

Tableau C1 : Teneur en eau des frondes de P. aquilinum

M1 M2 PE H% MS %

1°" essai 1,5139 0,6474 1,1252 77 23
2°me essai | 1,9842 0,6801 1,6811 77,57 22,43
3¢me gssai 0,9675 0,4580 0,6821 74,7 25,3
Moyenne / / / 76,42 23,58
Ecart-type / / / 1,52 1,52

Tableau C2: Teneur en huile essentielle des frondes de P. aquilinum

Poids des Poids de I'huile | Rendement
frondes secs (g) |essentielle (g) %
1°" essai 150g 0,030 0,02
2°me essai 1509 0,045 0,03
3eme essai 1509 0,036 0,024
Moyenne / / 0,025
Ecart-type / / 0,005




APPENDICE D

1. Etude statistique de I'activité antibactérienne de 'HE de P. aquilinum contre les

bactéries phytopathogéenes

Tableau D1:

Analyse de variance (ANOVA a un facteur) de

antibactérienne de 'HE de P. aquilinum contre Erwinia amylovora

activité

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : HEF, B: B: STREPTOMICINE, C : DMSO

F 784,5

Valeur du p <0,0001

Degré de significativité du p R

Diff significative entre les moyennes (P Oui

<0,05)

R Carré 0,9962

Tableau D2: Comparaison des moyennes (test de Tukey ) de [lactivité
antibactérienne de 'HE de P. aquilinum contre Erwinia amylovora

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 3

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Significatif D.eg.re.': dg N zjustée
Tukey moyenne | 95,00% significativité

HEF vs. STREPTOMICINE 17 | 14,95 to 19,05 | Oui b <0,0001
HEF vs. DMSO 26 (23,95 to 28,05 | Oui bl <0,0001
STREPTOMICINE vs. DMSO 916,954 to 11,05 | Oui b <0,0001

Tableau D3 : Tableau : Analyse de variance (ANOVA a un facteur) de l'activité
antibactérienne de I'HE de P. aquilinum contre Pectobacterium carotovorum

subsp. Carotovorum

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : HEF, B: B: STREPTOMICINE, C : DMSO
F 648,4

Valeur du p <0,0001

Degré de significativité du p il

Diff significative entre les moyennes (P Oui

<0,05)

R Carré 0,9954




Tableau D4: Comparaison des moyennes (test de Tukey ) de [lactivité
antibactérienne de I'HE de P. aquilinum contre Pectobacterium carotovorum
subsp. Carotovorum

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 3

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Sianificatif Degre de g’ustée
Tukey moyenne | 95,00% 9 significativité I

HEF vs. STREPTOMICINE 12,339,971 to 14,7 | Oui bl <0,0001
HEF vs. DMSO 27,67 125,310 30,03 |OQui bl <0,0001
STREPTOMICINE vs. DMSO 15,33]12,97 to 17,7 | Qui el <0,0001

Tableau D5: Tableau : Analyse de variance (ANOVA a un facteur) de lactivité
antibactérienne de I'HE de P. aquilinum contre Pseudomonas Savastanoi pv.
Savastanoi.

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : HEF, B: B: STREPTOMICINE, C : DMSO
F 1263

Valeur du p <0,0001

Degré de significativité du p i

Diff significative entre les moyennes (P Oui

<0,05)

R Carré 0,9976

Tableau D6: Comparaison des moyennes (test de Tukey ) de [lactivité
antibactérienne de I'HE de P. aquilinum contre Pseudomonas Savastanoi pv.
Savastanoi.

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 3

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Sianificatif Degré de :'ustée
Tukey moyenne | 95,00% 9 significativité I

HEF vs. STREPTOMICINE 17,33 15,66 to 19 Oui bl <0,0001
HEF vs. DMSO 27 |25,33 to 28,67 Oui il <0,0001
STREPTOMICINE vs. DMSO 9,667 | 7,997 to 11,34 Oui el <0,0001




2. Etude statistique de I'activité antifongique de 'HE de P. aquilinum contre A.

niger.
Tableau D7: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) de l'effet des différentes

concentrations de I'HE de P. aquilinum sur la croissance mycélienne d’A. niger.

Tableau analysé ANOVA a un facteur

A : Témoin, B: HE 2% , C : HE 1%, D: HE

Données analysés 1/2%. E: HE 1/4%

F 3664

Valeur du p <0,0001

Degré de significativité du p s

Diff significative entre les moyennes oui
(P <0,05)?

R Carré 0,9993

Tableau D8: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de I'effet des différentes
concentrations de I'HE de P. aquilinum sur la croissance mycélienne d’A. niger.

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 4

Alpha 0,05

Test de comparaison | Diff IC de la diff Degré de P ajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% Significatif | significativité

Témoin vs. HE 2% 63,67 | 61,84 to 65,49 Oui il <0,0001
Témoin vs. HE 1% 63,67 | 61,84 to 65,49 Oui i <0,0001
Témoin vs. HE 1/2% 57,33 55,51 to 59,16 Oui e <0,0001
Témoin vs. HE 1/4% 55153,17 to 56,83 Oui e <0,0001

3. Etude statistique de I'activité aphicide de 'HE de P. aquilinum contre A. fabae.

Tableau D9: Analyse de la variance (Aprés 12h)

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
Modéle 4 9228,133 2307,033 77,742 < 10,0001
Erreur 20 593,507 29,675
Total

corrigé 24 9821,640




Tableau D10: Analyse de la variance (Aprés 24h)

Source DDL Somme des carrés  Moyenne des carrés F Pr>F
Modele 4 7081,059 1770,265 47,459 < 0,0001
Erreur 20 746,016 37,301
Total
corrigé 24 7827,076
Tableau D11: Analyse de la variance (Aprés 36h)

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
Modele 4 3278,776 819,694 22,277 <0,0001
Erreur 20 735,927 36,796
Total
corrigé 24 4014,703
Tableau D12: Analyse de la variance (Aprés 48h)

Source DDL Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr>F
Modeéle 4 1475,879 368,970 10,993 < 10,0001
Erreur 20 671,289 33,564
Total
corrigé 24 2147,168

Tableau D13: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Aprés 12h) :

Difféerence  Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
ACMP vs 5 pl/ml 58,366 17,838 2,317 < 10,0001 0,226 Oui
ACMP vs 10 pl/ml 47,730 14,588 2,281 <0,0001 0,185 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 45,072 13,775 2,234 <0,0001 0,143 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 21,346 6,524 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
ACMP vs 80 pl/ml 5,812 1,776 2,064 0,088 0,050 Non
80 ul/ml vs 5 pl/ml 52,554 16,062 2,281 <0,0001 0,185 Oui
80 pl/ml vs 10 pl/ml 41,918 12,811 2,234 <0,0001 0,143 Oui
80 pl/ml vs 20 pl/ml 39,260 11,999 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
80 pl/ml vs 40 pl/ml 15,534 4,748 2,064 <0,0001 0,050 Oui
40 pl/ml vs 5 pl/ml 37,020 11,314 2,234 <0,0001 0,143 Oui
40 pl/ml vs 10 pl/ml 26,384 8,064 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 23,726 7,251 2,064 <0,0001 0,050 Oui
20 pl/mlvs 5 pl/ml 13,294 4,063 2,168 0,001 0,098 Oui
20 pl/ml vs 10 pl/ml 2,658 0,812 2,064 0,425 0,050 Non
10 pl/ml vs 5 pl/ml 10,636 3,251 2,064 0,003 0,050 Oui




Tableau D14: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec
un intervalle de confiance a 95% (Apres 24h) :

Différence  Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr > Diff (Modifié¢) Significatif
ACMP vs 5 pl/ml 45,202 12,689 2,317 <0,0001 0,226 Oui
ACMP vs 10 pl/ml 38,742 10,876 2,281 < 0,0001 0,185 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 35,624 10,000 2,234 < 0,0001 0,143 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 14,688 4,123 2,168 0,001 0,098 Oui
ACMP vs 80 pl/ml 0,146 0,041 2,064 0,968 0,050 Non
80 pl/ml vs 5 pl/ml 45,056 12,648 2,281 <0,0001 0,185 Oui
80 pl/mlvs 10 pl/ml 38,596 10,835 2,234 < 0,0001 0,143 Oui
80 pl/ml vs 20 pl/ml 35,478 9,959 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
80 pl/ml vs 40 pl/ml 14,542 4,082 2,064 0,000 0,050 Oui
40 pl/ml vs 5 pl/ml 30,514 8,566 2,234 < 0,0001 0,143 Oui
40 pl/ml vs 10 pl/ml 24,054 6,752 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 20,936 5,877 2,064 <0,0001 0,050 Oui
20 pl/mlvs 5 pl/ml 9,578 2,689 2,168 0,033 0,098 Oui
20 pl/mlvs 10 pl/ml 3,118 0,875 2,064 0,390 0,050 Non
10 pl/ml vs 5 pl/ml 6,460 1,813 2,064 0,082 0,050 Non

Tableau D15: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec
un intervalle de confiance a 95% (Aprés 36h) :

Différence  Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
80 pl/ml vs 5 pl/ml 31,704 8,521 2,317 <0,0001 0,226 Oui
80 pl/ml vs 10 pl/ml 25,686 6,904 2,281 <0,0001 0,185 Oui
80 pl/ml vs 20 pl/ml 21,424 5,758 2,234 <0,0001 0,143 Oui
80 pl/ml vs 40 pl/ml 9,410 2,529 2,168 0,047 0,098 Oui
80 pl/ml vs ACMP 2,246 0,604 2,064 0,552 0,050 Non
ACMP vs 5 pl/ml 29,458 7,917 2,281 <0,0001 0,185 Oui
ACMP vs 10 pl/ml 23,440 6,300 2,234 <0,0001 0,143 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 19,178 5,154 2,168 < 10,0001 0,098 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 7,164 1,925 2,064 0,066 0,050 Non
40 pl/ml vs 5 pl/ml 22,294 5,992 2,234 <0,0001 0,143 Oui
40 pl/ml vs 10 pl/ml 16,276 4,375 2,168 0,001 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 12,014 3,229 2,064 0,004 0,050 Oui
20 pl/ml vs 5 pl/ml 10,280 2,763 2,168 0,028 0,098 Oui
20 pl/ml vs 10 pl/ml 4,262 1,145 2,064 0,263 0,050 Non

10 pl/ml vs 5 pl/ml 6,018 1,617 2,064 0,119 0,050 Non




Tableau D16: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec
un intervalle de confiance a 95% (Aprés 48h) :

Différence Valeur alpha
Contraste Différence standardisée  critique  Pr> Diff (Modifié) Significatif
ACMP vs 5 pl/ml 23,490 6,215 2,317 <0,0001 0,226 Oui
ACMP vs 10 pl/ml 22,164 5,864 2,281 <0,0001 0,185 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 14,780 3,910 2,234 0,003 0,143 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 12,522 3,313 2,168 0,008 0,098 Oui
ACMP vs 80 pl/ml 2,132 0,564 2,064 0,578 0,050 Non
80 pl/ml vs 5 pl/ml 21,358 5,651 2,281 <0,0001 0,185 Oui
80 pl/mlvs 10 pl/ml 20,032 5,300 2,234 0,000 0,143 Oui
80 pl/ml vs 20 pl/ml 12,648 3,346 2,168 0,007 0,098 Oui
80 pl/ml vs 40 pl/ml 10,390 2,749 2,064 0,011 0,050 Oui
40 pl/ml vs 5 pl/ml 10,968 2,902 2,234 0,037 0,143 Oui
40 pl/ml vs 10 pl/ml 9,642 2,551 2,168 0,045 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 2,258 0,597 2,064 0,556 0,050 Non
20 pl/mlvs 5 pl/ml 8,710 2,304 2,168 0,074 0,098 Oui
20 pl/mlvs 10 pl/ml 7,384 1,954 2,064 0,063 0,050 Non
10 pl/ml vs 5 pl/ml 1,326 0,351 2,064 0,729 0,050 Non

4. Etude statistique de I'activité aphicide du biopesticide contre A. fabae.

Tableau D17: Analyse de la variance (Aprés 12h)

Moyenne des

Source DDL  Somme des carrés carrés F Pr>F
Modele 2 1366,083 683,042 57,320 <0,0001
Erreur 12 142,996 11,916
Total corrigé 14 1509,080
Tableau D18: Analyse de la variance (Aprés 24h)

Moyenne des

Source DDL Somme des carrés carrés F Pr>F
Modele 2 1192,329 596,165 46,983 <0,0001
Erreur 12 152,268 12,689
Total corrigé 14 1344,598




Tableau D19: Analyse de la variance (Aprés 36h)

Moyenne des

Source DDL Somme des carrés carrés F Pr>F
Modele 2 977,561 488,781 47,374 < 0,0001
Erreur 12 123,809 10,317
Total corrigé 14 1101,371
Tableau D20: Analyse de la variance (Aprés 48h)

Moyenne des

Source DDL Somme des carrés carrés F Pr>F
Modele 2 912,501 456,251 31,103 <0,0001
Erreur 12 176,026 14,669
Total corrigé 14 1088,528

Tableau D21: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Aprés 12h) :

Différence Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr>Diff  (Modifié) Significatif
ACMP vs 10 pl/ml 28,362 12,951 2,287 < 0,0001 0,143 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 11,114 5,075 2,223 0,000 0,098 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 6,074 2,774 2,120 0,014 0,050 Oui
40 pl/ml vs 10 pl/ml 22,288 10,178 2,223 < 0,0001 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 5,040 2,301 2,120 0,035 0,050 Oui
20 pl/ml vs 10 pl/ml 17,248 7,876 2,120 < 0,0001 0,050 Oui

Tableau D22: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Aprés 24h) :

Différence Valeur alpha
Contraste Différence standardisée  critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
ACMP vs 10 pl/ml 22,038 10,765 2,287 <0,0001 0,143 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 7,356 3,593 2,223 0,006 0,098 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 0,696 0,340 2,120 0,738 0,050 Non
40 pl/ml vs 10 pl/ml 21,342 10,425 2,223 < 0,0001 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 6,660 3,253 2,120 0,005 0,050 Oui
20 pl/ml vs 10 pl/ml 14,682 7,172 2,120 < 0,0001 0,050 Oui




Tableau D23: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec
un intervalle de confiance a 95% (Aprés 36h) :

Différence Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
40 pl/ml vs 10 pl/ml 19,674 8,418 2,287 < 0,0001 0,143 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 8,114 3,472 2,223 0,008 0,098 Oui
40 pl/ml vs ACMP 2,530 1,083 2,120 0,295 0,050 Non
ACMP vs 10 pl/ml 17,144 7,336 2,223 < 0,0001 0,098 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 5,584 2,389 2,120 0,030 0,050 Oui
20 pl/ml vs 10 pl/ml 11,560 4,946 2,120 0,000 0,050 Oui

Tableau D24: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec
un intervalle de confiance a 95% (Aprés 48h) :

Différence Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr> Diff (Modifié) Significatif
ACMP vs 10 pl/ml 20,154 6,700 2,287 < 0,0001 0,143 Oui
ACMP vs 20 pl/ml 10,046 3,340 2,223 0,011 0,098 Oui
ACMP vs 40 pl/ml 1,060 0,352 2,120 0,729 0,050 Non
40 pl/ml vs 10 pl/ml 19,094 6,348 2,223 < 0,0001 0,098 Oui
40 pl/ml vs 20 pl/ml 8,986 2,987 2,120 0,009 0,050 Oui
20 pl/ml vs 10 pl/ml 10,108 3,360 2,120 0,004 0,050 Oui

Tableau D25: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Aprés 12h)

Différence Valeur alpha
Contraste Différence standardisée critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
BIO 40 pl/ml vs HE 10 pl/ml 41,656 15,158 2,317 < 0,0001 0,226 Oui
BIO 40 pl/ml vs HE 20 pl/ml 38,998 14,191 2,281 < 0,0001 0,185 Oui
BIO 40 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 22,288 8,110 2,234 < 0,0001 0,143 Oui
BIO 40 pl/ml vs HE 40 pl/ml 15,272 5,557 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
BIO 40 pl/ml vs BIO 20 pl/ml 5,040 1,834 2,064 0,079 0,050 Non
BIO 20 pl/ml vs HE 10 pl/ml 36,616 13,324 2,281 < 0,0001 0,185 Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 20 pl/mi 33,958 12,357 2,234 < 0,0001 0,143 Oui
BIO 20 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 17,248 6,276 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 40 pl/ml 10,232 3,723 2,064 0,001 0,050 Oui
HE 40 pl/ml vs HE 10 pl/ml 26,384 9,601 2,234 < 0,0001 0,143 Oui
HE 40 pl/ml vs HE 20 pl/ml 23,726 8,633 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
HE 40 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 7,016 2,553 2,064 0,017 0,050 Oui
BIO 10 pl/ml vs HE 10 pl/ml 19,368 7,048 2,168 < 0,0001 0,098 Oui
BIO 10 pl/ml vs HE 20 pl/ml 16,710 6,080 2,064 < 0,0001 0,050 Oui
HE 20 pl/ml vs HE 10 pl/ml 2,658 0,967 2,064 0,343 0,050 Non




Tableau D26: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Apres 24h) :

Différence

Valeur

alpha

Contraste Différence standardisée  critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
BIO 40 pl/ml vs HE 10 pl/ml 38,046 12,17 2,317 <0,0001 0,226 Oui
BIO 40 pl/ml vs HE 20 pl/ml 34,928 11,172 2,281 <0,0001 0,185 Oui
BIO 40 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 21,342 6,827 2,234 <0,0001 0,143 Oui
BIO 40 pl/ml vs HE 40 pl/ml 13,992 4,476 2,168 0,000 0,098 Oui
BIO 40 pl/ml vs BIO 20 pl/ml 6,66 2,13 2,064 0,044 0,05 Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 10 pl/ml 31,386 10,039 2,281 <0,0001 0,185 Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 20 pl/ml 28,268 9,042 2,234 <0,0001 0,143 Oui
BIO 20 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 14,682 4,696 2,168 0,000 0,098 Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 40 pl/ml 7,332 2,345 2,064 0,028 0,05 Oui
HE 40 pl/ml vs HE 10 pl/ml 24,054 7,694 2,234 <0,0001 0,143 Oui
HE 40 pl/ml vs HE 20 pl/ml 20,936 6,697 2,168 <0,0001 0,098 Oui
HE 40 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 7,35 2,351 2,064 0,027 0,05 Oui
BIO 10 pl/ml vs HE 10 pl/ml 16,704 5,343 2,168 <0,0001 0,098 Oui
BIO 10 pl/ml vs HE 20 pl/ml 13,586 4,346 2,064 0,000 0,05 Oui
HE 20 pl/ml vs HE 10 pl/ml 3,118 0,997 2,064 0,329 0,05 Non

Tableau D27: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec

un intervalle de confiance a 95% (Aprés 36h) :

Différence

Valeur

alpha

Contraste Différence standardisée  critique Pr > Diff (Modifié) Significatif
BIO 40 pl/ml vs HE 10 pl/ml 25,97 9,953 2,317 <0,0001 0,226 Oui
BIO 40 ul/ml vs HE 20 pl/ml 21,708 8,319 2,281 <0,0001 0,185 Oui
BIO 40 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 19,674 7,54 2,234 <0,0001 0,143 Oui
BIO 40 pl/ml vs HE 40 pl/ml 9,694 3,715 2,168 0,003 0,098 Oui
BIO 40 ul/ml vs BIO 20 pl/ml 8,114 3,11 2,064 0,005 0,05 Oui
BIO 20 ul/ml vs HE 10 pl/ml 17,856 6,843 2,281 <0,0001 0,185 Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 20 pl/ml 13,594 521 2,234 0,000 0,143 Oui
BIO 20 ul/ml vs BIO 10 pl/ml 11,56 443 2,168 0,001 0,098 Oui
BIO 20 ul/ml vs HE 40 pl/ml 1,58 0,606 2,064 0,551 0,05 Non
HE 40 pl/ml vs HE 10 pl/ml 16,276 6,238 2,234 <0,0001 0,143 Oui
HE 40 pl/ml vs HE 20 pl/ml 12,014 4,604 2,168 0,000 0,098 Oui
HE 40 pl/ml vs BIO 10 pl/ml 9,98 3,825 2,064 0,001 0,05 Oui
BIO 10 pl/ml vs HE 10 pl/ml 6,296 2413 2,168 0,06 0,098 Oui
BIO 10 pl/ml vs HE 20 pl/ml 2,034 0,78 2,064 0,443 0,05 Non
HE 20 pl/ml vs HE 10 pl/ml 4,262 1,633 2,064 0,115 0,05 Non




Tableau D28: Doses / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec
un intervalle de confiance a 95% (Aprés 48h) :

Contraste Différence Stg'r‘:ze;f(;‘igge ;ﬁ:gﬂ; Pr > Diff (,\7(')%?%) Significatif
BIO 40 pl/mlvs HE 10 giml 21,104 7737 2317 <00001 0226  Ou
BIO 40 pl/ml vs BIO 10 wiiml 19,094 7 2281 <00001 0185  Oui
BIO 40 pl/ml vs HE 20 pl/m 13,72 503 2234 0000 0143  Oui
BIO 40 pl/mlvs HE 40 yliml 11,462 4202 2168 0001 0098  Oui
BIO 40 pl/ml vs BIO 20 pl/ml 8,986 3204 2064 0,003 0,05  Oui
BIO 20 pl/mlvs HE 10 yiml 12,118 4443 2281 0001 0185  Oui
BIO 20 pl/mi vs BIO 10 wi/ml 10,108 3706 2234 0006 0143  Oui
BIO 20 pl/ml vs HE 20 plim 4,734 1736 2168 0213 0098  Non
BIO 20 pl/ml vs HE 40 pl/m 2,476 0,908 2064 0373 0,05  Non
HE 40 ul/ml vs HE 10 pl/ml 9,642 3535 2234 0009 0143  Oui
HE 40 ul/ml vs BIO 10 pl/m 7,632 2798 2168 0026 0098 Oui
HE 40 pl/ml vs HE 20 pl/ml 2,258 0,828 2064 0416 0,05  Non
HE 20 ul/ml vs HE 10 pl/ml 7,384 2707 2168 0032 0098 Oui
HE 20 ul/ml vs BIO 10 pl/m 5,374 197 2,064 0,06 0,05  Non
BIO 10 pl/ml vs HE 10 pl/m 2,01 0,737 2064 0468 0,05  Non




APPENDICE E

1. Evaluation de la toxicité aiqué de 'HE de P. aquilinum et du biopesticide

Tableau E1 : Poids absolus et relatifs des organes des souris traitées et témoins

de I'étude de la toxicité aigué

Foie Reins Rate Poumons Coeur

PAO | PRO | PAO | PRO | PAO | PRO | PAO | PRO | PAO | PRO

1,685 | 5,373 0,356 | 1,136 | 0,136 | 0,433 | 0,202 | 0,645 | 0,172 | 0,548

Témoin + + + + + + + + + +

0,047 | 0,101 | 0,004 | 0,003 | 0,010 | 0,027 | 0,003 | 0,004 | 0,002 | 0,004

1,651 5,382 0,348 | 1,135 | 0,132 | 0,431 0,199 | 0,649 | 0,168 | 0,546

HE/iOO . . + . + + + . . +
maikg 0,028 | 0,065 | 0,004 | 0,003 | 0,002 | 0,011 | 0,001 | 0,009 | 0,004 | 0,011
HE 2000 1,688 | 5,383 | 0,355 | 1,134 | 0,134 | 0,427 | 0,203 | 0,646 | 0,172 | 0,548
Ik . + + + + s + + t +
moikg 0,054 | 0,121 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,010 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,008

1,774 15,380 | 0,375 | 1,136 | 0,145 | 0,439 | 0,213 | 0,645 | 0,180 | 0,544
Témoin + + + + + + + + + +

0,047 | 0.164 | 0,005 | 0,010 | 0,005 | 0,014 | 0,002 | 0,009 | 0,002 | 0,005

BIO 1,717 | 5,368 | 0,364 | 1,137 | 0,142 | 0,445 | 0,206 | 0,644 | 0,174 | 0,545
2000 + + + + + + + + + +

mg/kg | 0,015 | 0,041 | 0,005 | 0,005 | 0,004 | 0,011 | 0,003 | 0,008 | 0,002 | 0,013

PAO (g) : poids absolu de I'organe. Les données sont exprimées en moyenne + SEM(n=6)
PRO (%) : poids relatif de 'organe. Les données sont exprimées en moyenne + SEM(n=6)

Tableau E2: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du poids corporel du jour 0
des souris de I'étude de la toxicité aigué

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin, B : 300 mg/kg, C : 2000 mg/kg
F 0,5303

Valeur du p 0,5991

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes (P

<0,05) Non

R Carré 0,06604




Tableau E3: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du poids corporel du 14éme

jour des souris de I'étude de la toxicité aigué

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin, B : 300 mg/kg, C : 2000 mg/kg

F 0,8333
Valeur du p 0,4538
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes (P

<0,05) Non

R Carré 0,1

Tableau E4: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du gain du poids relatif
(GPR) des souris de I'étude de la toxicité aigué

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin, B : 300 mg/kg, C : 2000 mg/kg

F 0,008131
Valeur du p 0,9919
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes (P

<0,05) Non

R Carré

0,001083




2. Evaluation de la toxicité subaigué du biopesticide et de TACMP

Tableau E5: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids corporel des
souris males témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide chimique

Nombre des groupes 5

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

P
Test de comparaison Diff IC de la diff Degré de ajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% Significatif | significativité
Jour O
Témoin Male vs. BD1M | 0,6 -1,184 to 2,384 Non ns 0,8898
Témoin Male vs. BD2M |0 -1,784t0 1,784 | Non ns >0,9999
Témoin Méale vs. BD3M |0 -1,784 t0 1,784 Non ns >0,9999
Témoin Male vs. PD1M |0 -1,784 t0 1,784 Non ns >0,9999
Témoin Male vs. PD2M |-0,4 -2,184t0 1,384 |Non ns 0,9817
Témoin Male vs. PD3M |-0,6 -2,384t0 1,184 |Non ns 0,8898
7°™e jour
Témoin Male vs. BD1M | 1,6 -0,1836 to 3,384 |Non ns 0,096
Témoin Male vs. BD2M |0,6 -1,184 t0 2,384 |Non ns 0,8898
Témoin Male vs. BD3M |1 -0,7836 t0 2,784 |Non ns 0,4968
Témoin Male vs. PD1M |2,2 0,4164 to 3,984 | Oui o 0,009
Témoin Male vs. PD2M | 1,6 -0,1836 to 3,384 |Non ns 0,096
Témoin Méale vs. PD3M |0,8 -0,9836 to 2,584 |Non ns 0,7082
14°me jour
Témoin Méale vs. BD1M |2 0,2164 to 3,784 | Oui * 0,0213
Témoin Méale vs. BD2M | 1,6 -0,1836 to 3,384 |Non ns 0,096
Témoin Male vs. BD3M |0,4 -1,384t02,184 |Non ns 0,9817
Témoin Male vs. PD1M | 3,4 1,616 to 5,184 Oui rHE <0,0001
Témoin Male vs. PD2M |2,2 0,4164 to 3,984 | Oui ** 0,009
Témoin Male vs. PD3M |0,2 -1,584t0 1,984 |Non ns 0,9996
21éMe jour
Témoin Male vs. BD1M | 3,6 1,816 to 5,384 Oui rEE <0,0001
Témoin Male vs. BD2M |3,4 1,616 to 5,184 Oui rHE <0,0001
Témoin Male vs. BD3M |1 -0,7836 to0 2,784 |Non ns 0,4968
Témoin Male vs. PD1M |5,2 3,416 to 6,984 Oui el <0,0001
Témoin Male vs. PD2M |4,6 2,816 to 6,384 Oui ok <0,0001
Témoin Méale vs. PD3M |1,2 -0,5836 to0 2,984 |Non ns 0,3138
28°me jour
Témoin Male vs. BD1M |2,4 0,6164 to 4,184 | Oui ** 0,0035
Témoin Male vs. BD2M |2 0,2164 to 3,784 | Oui * 0,0213
Témoin Male vs. BD3M |1 -0,7836 to0 2,784 |Non ns 0,4968
Témoin Male vs. PD1M |7,2 5,416 to 8,984 Oui el <0,0001
Témoin Male vs. PD2M |6,4 4,616 to 8,184 Oui ok <0,0001
Témoin Méale vs. PD3M | 1,6 -0,1836 to 3,384 |Non ns 0,096




Tableau E6: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids corporel des
souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide chimique

Nombre des groupes 5
Nombre de comparaison entre
groupe 6
Alpha 0,05
Test de comparaison Diff IC de la diff Sianificatif Degré de a'uZtée
multiple Dunnett moyenne 95,00% 9 significativité J
Jour O
Témoin Femelle vs. BD1F |0,6 -0,6287 to 1,829 Non ns 0,633
Témoin Femelle vs. BD2 F |0,4 -0,8287 to 1,629 Non ns 0,9031
Témoin Femelle vs. BD3 F |0 -1,229 to 1,229 Non ns >0,9999
Témoin Femelle vs. PD1F |0 -1,229 to 1,229 Non ns >0,9999
Témoin Femelle vs. PD2 F |0,6 -0,6287 to 1,829 Non ns 0,633
Témoin Femelle vs. PD3 F |-0,2 -1,429 to 1,029 Non ns 0,9958
7¢me jour
Témoin Femelle vs. BD1F |0,2 -1,029 to 1,429 Non ns 0,9958
Témoin Femelle vs. BD2 F |0 -1,229t0 1,229 Non ns >0,9999
Témoin Femelle vs. BD3 F |0 -1,229 to 1,229 Non ns >0,9999
Témoin Femelle vs. PD1F |1,6 0,3713 to 2,829 Oui o 0,0051
Témoin Femelle vs. PD2 F |0,6 -0,6287 to 1,829 Non ns 0,633
Témoin Femelle vs. PD3 F |-0,2 -1,429 to 1,029 Non ns 0,9958
14°me jour
Témoin Femelle vs. BD1 F | 1,8 0,5713 to 3,029 Oui > 0,0012
Témoin Femelle vs. BD2 F |1,2 -0,02875t0 2,429 |Non ns 0,0583
Témoin Femelle vs. BD3 F |0,2 -1,029 to 1,429 Non ns 0,9958
Témoin Femelle vs. PD1 F | 3,4 2,171 to 4,629 Oui ok <0,0001
Témoin Femelle vs. PD2 F | 3,2 1,971 to 4,429 Oui e <0,0001
Témoin Femelle vs. PD3F |1,2 -0,02875t0 2,429 |Non ns 0,0583
21éme jour
Témoin Femelle vs. BD1F |2 0,7713 to 3,229 Oui ol 0,0003
Témoin Femelle vs. BD2 F |1,4 0,1713 to 2,629 Oui * 0,0187
Témoin Femelle vs. BD3 F | 0,6 -0,6287 to 1,829 Non ns 0,633
Témoin Femelle vs. PD1 F |4,2 2,971 to 5,429 Oui ol <0,0001
Témoin Femelle vs. PD2 F | 3,8 2,571 to 5,029 Oui b <0,0001
Témoin Femelle vs. PD3F |1,8 0,5713 to 3,029 Oui ** 0,0012
28eme jour
Témoin Femelle vs. BD1F |2,2 0,9713 to 3,429 Oui il <0,0001
Témoin Femelle vs. BD2 F |1,4 0,1713 to 2,629 Oui * 0,0187
Témoin Femelle vs. BD3 F |0,4 -0,8287 to 1,629 Non ns 0,9031
Témoin Femelle vs. PD1F |6,2 4971 to 7,429 Oui b <0,0001
Témoin Femelle vs. PD2 F |3 1,724 to 4,276 Oui il <0,0001
Témoin Femelle vs. PD3 F |1 -0,2287 to 2,229 Non ns 0,1549




Tableau E 7: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids corporel des
souris males satellites témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide chimique

Nombre des groupes 7

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Significatif Qegre:z dg N aP1justée
Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Jour 0

Témoin male satellite vs. BD1MS | 0,4 -1,032t0 1,832 |Non ns 0,7517
Témoin male satellite vs. PD1MS | 0 -1,432t0 1,432 |Non ns >0,9999
7°Mme jour

Témoin male satellite vs. BD1MS | 0,4 -1,084 to 1,884 |Non ns 0,7517
Témoin male satellite vs. PD1MS | 1,8 0,3161 to 3,284 | Oui * 0,0151
14°me jour

Témoin male satellite vs. BD1MS | 1,8 0,3632 to 3,232 | Oui * 0,0115
Témoin male satellite vs. PD1MS | 4 2,568 to 5,432 |Oui bk <0,0001
21é™e jour

Témoin male satellite vs. BD1MS | 2,4 0,9682 to 3,832 | Oui ** 0,0007
Témoin male satellite vs. PD1MS |4 2,568 to 5,432 |Oui ki <0,0001
28eme jour

Témoin male satellite vs. BD1MS | 2,2 0,7682 to 3,632 | Oui ** 0,0019
Témoin male satellite vs. PD1MS | 6,6 5,168 to 8,032 |Oui hka <0,0001
358me jour

Témoin male satellite vs. BD1MS | 2,2 0,7682 to 3,632 | Oui % 0,0019
Témoin male satellite vs. PD1MS | 5,2 3,768 t0 6,632 |Oui hka <0,0001
42°™¢ jour

Témoin male satellite vs. BD1MS | 1,6 0,1682 to 3,032 | Oui * 0,0263
Témoin male satellite vs. PD1MS | 3,8 2,368 t0 5,232 | Oui ki <0,0001




Tableau E 8: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids corporel des
souris femelles satellites témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre des groupes 7

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Significatif Deg_r{e dq N P_ ’
Dunnett moyenne | 95,00% significativité | ajustée
Jour 0

Témoin femelle satellite vs. BD1FS |0,4 -1,211 to 2,011 Non ns 0,7969
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |0,6 -1,011 to 2,211 Non ns 0,6091
7¢me jour

Témoin femelle satellite vs. BD1FS | 1,2 -0,4409 to 2,841 |Non ns 0,179
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |2,6 0,9591t0 4,241 | Oui * 0,0014
14°me jour

Témoin femelle satellite vs. BD1FS |2,6 0,9591 to 4,241 Oui ** 0,0014
Témoin femelle satellite vs. PD1FS | 3,6 1,959 to 5,241 Oui e <0,0001
218me jour

Témoin femelle satellite vs. BD1FS |2,4 0,7591 to 4,041 Oui ** 0,0031
Témoin femelle satellite vs. PD1FS | 3,8 2,159 to 5,441 Oui e <0,0001
28°me jour

Témoin femelle satellite vs. BD1FS |3 1,359 to 4,641 Oui ol 0,0002
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |4,2 2,559 to 5,841 Oui i <0,0001
35%™e jour

Témoin femelle satellite vs. BD1FS |2,4 0,7591 to 4,041 Oui ** 0,0031
Témoin femelle satellite vs. PD1FS | 3,8 2,159 to 5,441 Oui i <0,0001
42°me jour

Témoin femelle satellite vs. BD1FS | 2,2 0,5591 to 3,841 Oui ** 0,0069
Témoin femelle satellite vs. PD1FS | 3,4 1,759 to 5,041 Oui il <0,0001




Tableau E 9: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du gain du poids relatif
(GPR) des souris males témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Méle, B : BD1M, C : BD2M, D : BD3M, E :

PD1M, F: PD2M, G: PD3M

F 79,85
Valeur du p <0,0001
Degré de N
significativité du p

Diff significative entre

les moyennes (P Oui
<0,05)

R Carré 0,9448

Tableau E 10: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du gain du poids relatif
(GPR) des souris males témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Diff Degré de
Test de comparaison moyenn | IC de la diff Significati | significativit | P ajustée
multiple Dunnett e 95,00% f é
Témoin Male vs. BD1M | 6,832 0,08704 to 13,58 | Oui * 0,0462
Témoin Male vs. BD2M | 6,596 -0,149t0 13,34 |Non ns 0,0571
Témoin Male vs. BD3M | 5,21 -1,535t0 11,95 |Non ns 0,1789
Témoin Male vs. PD1M | 37,88 31,14 to 44,63 | Oui whkk <0,0001
Témoin Male vs. PD2M | 36,88 30,14 to 43,63 | Oui whkk <0,0001
Témoin Male vs. PD3M | 14,04 7,297 to 20,79 Oui o <0,0001




Tableau E 11: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du gain du poids relatif
(GPR) des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin femelle, B : BD1F, C : BD2F, D : BD3F, E :

PD1F, F: PD2F, G: PD3F

F 62,2
Valeur du p <0,0001
Degré de significativité | e
dup

Diff significative entre Ovi

les moyennes (P <0,05)

R Carré 0,9302

Tableau E 12: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du gain du poids relatif
(GPR) des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Test de comparaison alg enn IC de la diff Significatif gegirf?c:(;vit :'ustée
multiple Dunnett . y 95,00% 9 ég J
Témoin femelle vs. BD1F | 5,732 ?’()9;23 to Oui . 0,0149
Témoin femelle vs. BD2F | 3,5 -1,316 t0 8,316 | Non ns 0,2244
Témoin femelle vs. BD3F |1,6 -3,216 t0 6,416 | Non ns 0,8713
Témoin femelle vs. PD1F |24.93  [20,11t0 29.74 | Oui <0,0001
Témoin femelle vs. PD2F |20,6 15,78 to 25,41 | Oui ek <0,0001
Témoin femelle vs. PD3F | 5,066 8’%223 to Oui . 0,0363

Tableau E 13: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du gain du poids relatif
(GPR) des souris males satellites témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Tableau analysé ANOVA a un facteur
Données analysés A : Témoin méle S, B: BD1MS, C: PD1MS
F 68,11

Valeur du p <0,0001

Degré de significativitt dup | ****

Diff significative entre les Oui

moyennes (P <0,05)?

R Carré 0,919




Tableau E 14: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du gain du poids relatif
(GPR) des souris males satellites témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05
Test de comparaison fl:\)“lg enn IC de la diff Significatif Eie?\ir;cg?ivit :'ustée
multiple Dunnett o y 95,00% g ég J
Témoin male S vs.

BD1MS 4204 14676210 7,732 | Oui . 0,021
Témoin male S vs.

PD1MS 1988 112,350 19,41 |Oui <0,0001

Tableau E 15: Analyse de variance (ANOVA a un facteur) du gain du poids relatif
(GPR) des souris femelles satellites témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin femelle S, B: BD1FS, C: PD1FS
F 7,763

Valeur du p 0,0069

Degré de significativité

du P *%

Diff significative entre les oui

moyennes (P <0,05)7?

R Carré 0,564

Tableau E 16: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du gain du poids relatif
(GPR) des souris femelles satellites témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple | Diff IC de la diff Sianificatif Degré de Z’ustée
Dunnett moyenne | 95,00% 9 significativité I
Témoin femelle S vs. BD1FS | 6,502 0,4831t0 12,52 |Oui * 0,0348
Témoin femelle S vs. PD1FS |9,222 3,203 to 15,24 | Oui ** 0,0045




Tableau E 17: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids relatif des
organes des souris males témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre des groupes 5

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

. . : Degré de —
Test de comparaison Diff IC de la diff o |2 0 | P oajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% Significatif \s/:tgénlflcatl
Reins
Témoin Male vs. BD1 M 0,1321 |-0,1496 to 0,4138 |Non ns 0,6699
Témoin Male vs. BD2 M 0,1297 |-0,1521 t0 0,4114 |Non ns 0,6864
Témoin Male vs. BD3 M 0,0518 |-0,2299 to 0,3335 |Non ns 0,9934
Témoin Male vs. PD1M 0,02542 |-0,2563 to 0,3071 |Non ns 0,9997
Témoin Male vs. PD2M 0,03668 |-0,2451t0 0,3184 |Non ns 0,9982
Témoin Male vs. PD3M 0,00484 |-0,2769 to 0,2866 |Non ns >0,9999
Foie
Témoin Male vs. BD1 M | -0,05398 |-0,3357 to 0,2277 |Non ns 0,9921
Témoin Male vs. BD2 M 0,0971 |-0,1846 to 0,3788 |Non ns 0,8791
Témoin Male vs. BD3 M 0,1362 |-0,1455 10 0,418 |Non ns 0,6419
Témoin Male vs. PD1M -0,6122|-0,8939 to -0,3305 | Oui b <0,0001
Témoin Male vs. PD2M -0,7208 |-1,003 to -0,4391 | Oui i <0,0001
Témoin Male vs. PD3M | -0,00854 |-0,2903 to 0,2732 |Non ns 0,9999
Rate
Témoin Male vs. BD1 M | -0,09226 |-0,374 t0 0,1895 |Non ns 0,9008
Témoin Male vs. BD2 M | -0,03544 |-0,3172 to 0,2463 |Non ns 0,9995
Témoin Male vs. BD3 M | -0,02292 |-0,3046 to 0,2588 |Non ns 0,9997
Témoin Male vs. PD1M -0,1177 |-0,3989 to 0,1636 |Non ns 0,7633
Témoin Male vs. PD2M 0,00882 |-0,2729 to 0,2905 |Non ns 0,9999
Témoin Male vs. PD3M 0,0145|-0,2672 to 0,2962 |Non ns 0,9998
Poumons
Témoin Male vs. BD1 M | -0,01766 |-0,2994 to 0,2641 |Non ns 0,9997
Témoin Male vs. BD2 M 0,0046 |-0,2771 to 0,2863 |Non ns >0,9999
Témoin Male vs. BD3 M -0,0399|-0,3216 to 0,2418 |Non ns 0,9979
Témoin Male vs. PD1M | -0,02276 |-0,3045 to 0,259 |Non ns 0,9997
Témoin Male vs. PD2M | -0,01568 |-0,2974 to 0,266 |Non ns 0,9998
Témoin Male vs. PD3M | -0,00856 |-0,2903 to 0,2732 |Non ns 0,9999
Ceoeur
Témoin Male vs. BD1 M 0,00882 |-0,2729 to 0,2905 |Non ns 0,9999
Témoin Male vs. BD2 M 0,00536 |-0,2764 to 0,2871 |Non ns >0,9999
Témoin Male vs. BD3 M 0,00952 |-0,2722 t0 0,2912 |Non ns 0,9999
Témoin Male vs. PD1M -0,002 |-0,2837 to 0,2797 |Non ns >0,9999
Témoin Male vs. PD2M 0,00744 |-0,2743 to 0,2892 |Non ns >0,9999
Témoin Male vs. PD3M -0,0051 |-0,2868 to 0,2766 | Non ns >0,9999




Tableau E 18: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids relatif des
organes des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique
Nombre des groupes 5
Nombre de comparaison
entre groupe 6
Alpha 0,05

Degré de
Test de comparaison Diff IC de la diff significativ | P
multiple Dunnett moyenne |95,00% Significatif |ité ajustée
Reins
Témoin Femelle vs. PD1 F [-0,1484 | -0,3947 to 0,0977 Non ns 0,4226
Témoin Femelle vs. PD2 F |-0,0243 -0,2705 to 0,2219 Non ns 0,9996
Témoin Femelle vs. PD3 F |0,01898 |-0,2272 to 0,2652 Non ns 0,9997
Témoin Femelle vs. BD1 F |0,03496 |-0,2113 to 0,2812 Non ns 0,9979
Témoin Femelle vs. BD2 F |0,01354 |-0,2327 to 0,2598 Non ns 0,9998
Témoin Femelle vs. BD3 F |0,01508 |-0,2311 to 0,2613 Non ns 0,9998
Foie
Témoin Femelle vs. PD1F |-0,3209 |-0,5729 to -0,0688 Oui * 0,0065
Témoin Femelle vs. PD2 F |0,0395 -0,2125 to 0,2915 Non ns 0,9968
Témoin Femelle vs. PD3 F |-0,02508 |-0,2771 to 0,2269 Non ns 0,9996
Témoin Femelle vs. BD1 F |0,07052 |-0,1815 to 0,3225 Non ns 0,9487
Témoin Femelle vs. BD2 F |0,03038 |-0,2216 to 0,2824 Non ns 0,9995
Témoin Femelle vs. BD3 F |-0,02558 |-0,2776 to 0,2264 Non ns 0,9996
Rate
Témoin Femelle vs. PD1 F [-0,09096 |-0,3379 to 0,1559 Non ns 0,8455
Témoin Femelle vs. PD2 F | 0,051 -0,1952 to 0,2972 Non ns 0,988
Témoin Femelle vs. PD3 F |0,0285 -0,2177 to 0,2747 Non ns 0,9996
Témoin Femelle vs. BD1 F |-0,05804 |-0,3043 to 0,1882 Non ns 0,9767
Témoin Femelle vs. BD2 F |-0,00902 |-0,2552 to 0,2372 Non ns 0,9999
Témoin Femelle vs. BD3 F |-0,02958 |-0,2758 to 0,2166 Non ns 0,9995
Poumons
Témoin Femelle vs. PD1 F [-0,01962 |-0,2658 to 0,2266 Non ns 0,9997
Témoin Femelle vs. PD2 F |0,00426 |-0,242 to 0,2505 Non ns >0,9999
Témoin Femelle vs. PD3 F |-0,04678 |-0,293 to 0,1994 Non ns 0,9924
Témoin Femelle vs. BD1 F |-0,08692 |-0,3331 to 0,1593 Non ns 0,8677
Témoin Femelle vs. BD2 F |-0,04684 |-0,2931 to 0,1994 Non ns 0,9923
Témoin Femelle vs. BD3 F |0,0463 -0,1999 to 0,2925 Non ns 0,9927
Coeur
Témoin Femelle vs. PD1 F |-0,03146 |-0,2777 to 0,2148 Non ns 0,9995
Témoin Femelle vs. PD2 F |-0,01038 |-0,2566 to 0,2358 Non ns 0,9999
Témoin Femelle vs. PD3F |0,01312 |-0,2331 to 0,2593 Non ns 0,9998
Témoin Femelle vs. BD1 F |0,01658 |-0,2296 to 0,2628 Non ns 0,9997
Témoin Femelle vs. BD2 F |0,01256 |-0,2337 to 0,2588 Non ns 0,9998
Témoin Femelle vs. BD3 F |0,0158 -0,2304 to 0,262 Non ns 0,9997




Tableau E 19: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids relatif des
organes des souris males satellites témoin et traitées par le biopesticide et le

pesticide chimique

Nombre des groupes 5

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Dot TR e | IC de 1a diff 95,00% | ignificatit| JCXE SR D e
Reins

Témoin male satellite vs. BD1MS | 0,02976 |-0,1444 to 0,2039 Non ns 0,8948
Témoin male satellite vs. PD1MS |-0,0060 |-0,1802 to 0,1682 Non ns 0,9954
Foie

Témoin male satellite vs. BD1MS | 0,0817 -0,09247 to 0,2559 |Non ns 0,4606
Témoin méle satellite vs. PD1MS |-0,0318 |-0,206 to 0,1423 Non ns 0,8806
Rate

Témoin male satellite vs. BD1MS |-0,0391 |-0,2133 to 0,135 Non ns 0,8265
Témoin méle satellite vs. PD1MS |-0,0840 |-0,2582 to 0,09011 |Non ns 0,4417
Poumons

Témoin male satellite vs. BD1MS |-0,0218 |-0,1961 to 0,1523 Non ns 0,9413
Témoin méle satellite vs. PD1MS |-0,0812 |-0,2554 to 0,09293 |Non ns 0,4642
Ceeur

Témoin male satellite vs. BD1MS |-0,0065 |-0,1807 to 0,1677 Non ns 0,9946
Témoin méle satellite vs. PD1MS |-0,0037 |-0,1779 to 0,1704 Non ns 0,9982




Tableau E 20: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) du poids relatif des
organes des souris femelles satellites témoin et traitées par le biopesticide et le

pesticide chimique

Nombre des groupes 5

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

. . Diff . : —
'Igisntnde?tcom paraison multiple (renoyenn glg ggo/loa diff Significatif ?ejgﬁ:}?cgﬁvi P ajustée
Reins
Témoin femelle satellite vs. BD1FS |0,01324 |-0,1417 to 0,1681 |Non ns 0,9723
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |-0,0152 |-0,1702 to 0,1396 |Non ns 0,9633
Foie
Témoin femelle satellite vs. BD1FS |0,01778 |-0,1371 to 0,1727 |Non ns 0,9507
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |-0,0063 |-0,1612 to 0,1486 |Non ns 0,9936
Rate
Témoin femelle satellite vs. BD1FS |-0,0179 |-0,1728 to 0,137 Non ns 0,9498
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |0,00262 |-0,1523 to 0,1575 |Non ns 0,9989
Poumons
Témoin femelle satellite vs. BD1FS |-0,0448 |-0,1997 to 0,1101 | Non ns 0,7331
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |-0,1065 |-0,2614 to 0,0483 |Non ns 0,2114
Ceeur
Témoin femelle satellite vs. BD1FS |0,00318 [-0,1517 to 0,1581 | Non ns 0,9983
Témoin femelle satellite vs. PD1FS |0,0053 |-0,1496 to 0,1602 |Non ns 0,9955




Tableau E 21: Evaluation de la quantité de la nourriture et de 'eau consommée par les souris témoins et traitées par le

biopesticide et le pesticide chimique de I'étude de la toxicité subaigué

*kkk

*%

*kkk

*kkk

Male Femelle

Témoin |BD1M |[BD2M |BD3M |PD1M |PD2M |[PD3 M |Témoin |BD1F |BD2F |BD3F |PD1F |[PD2F |PD3F
o 9,6 74t 9,1+ 9,6 9,1+ 9,3+ 9,0+ 66+ | 53+ | 52+ 57+ 6,8+ 6,6 £ 6,4 £
-% Eau 0,23 0,11 0,35 0,13 0,05 0,09 0,21 0,05 0,07 0,08 0,28 0,31 0,31 0,26
E *kkk * * * *kkk *kkk *k*k
3 10,3 + 10,0 99+ | 10,0+ | 99+ | 99+ [ 100+ | 71+ | 69+ | 72+ | 70+ | 68 | 6,7+ | 71%
5 |Nourriture| 0,22 10,18 0,19 0,21 0,20 0,15 0,11 0,15 0,11 0,11 0,11 0,09 0,18 0,04
o) 9,7+ 72+ | 87+ | 93+ | 90+ | 93+ | 96+ 62+ | 47+ | 49+ | 54+ | 49+ | 50+ | 56+
-% Eau 0,10 0,08 0,12 0,10 0,11 0,13 0,12 0,14 0,18 0,16 0,08 0,06 0,12 0,24
E *kkk *kkk *%* *kkk *kkk *kk *kkk *kkk *
& 11,2 £ 93+ | 109+ | 11,3+ | 110+ | 113+ | 11,3+ | 67 | 50+ | 65+ | 68+ | 66+ | 6,6+ | 66
§ Nourriture | 0,09 0,20 0,14 0,12 0,10 0,07 0,09 0,07 0,12 0,24 0,09 0,07 0,06 0,07
N *kkk *kkk
o 95+ 6,7+ | 87+ | 94+ | 91+ | 93+ | 94+ 5,3 42+ | 45+ | 52+ | 49+ | 48+ | 51+¢
-% Eau 0,19 0,12 0,17 0,16 0,06 0,15 0,18 0,11 0,08 0,12 0,09 0,04 0, 09 0,08
E *kkk *k%k *kkk *k%k
(0]
N 12,3 £ 95+ | 97+ | 122+ | 121+ | 121+ | 122+ | 67 | 46+ | 51+ | 64+ | 62 | 64+ | 6,7
£ [Nourriture| 0,15 0,17 0,28 0,13 0,11 0,17 0,13 0,14 0,05 0,13 0,12 0,06 0,13 0,06
C") *kkk *kkk *kkk *kkk *
® 94+ 62+ | 84+ | 93+ | 90+ | 92+ | 93% 50 | 43+ | 47+ | 50 | 47+ | 46 | 50+¢
-% Eau 0,12 0,07 0,12 0,09 0,05 0,07 0,11 0,06 0,11 0,15 0,06 0,09 0,09 0,04
E *kkk *kkk **
& 124+ | 10,6+ | 11,8+ | 121+ | 123+ | 123+ | 124+ | 6,3+ | 47+ | 53+ | 64+ | 6,2+ | 6,2+ | 63
% Nourriture | 0,10 0,14 0,08 0,05 0,11 0,10 0,10 0,07 0,17 0,09 0,10 0,07 0,06 0,06
S,

Consommation d’eau (ml/souris/j) :
Consommation de la nourriture (g/souris/j) :

* (p< 0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001)

les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
les données sont exprimées en moyenne £ SEM (n=5)




Tableau E 22: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation
d’eau des souris male témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide chimique

Nombre des groupes 4

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05
Test de comparaison Diff IC de la diff Degré de P ajustée
multiple Dunnett moyenne |95,00% Significatif | significativité
1¢¢ semaine
Témoin male vs. BD1M | 2,186 1,691 to 2,681 Oui Hhkn <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 0,5143 0,0192 to 1,009 | Oui * 0,0384
Témoin male vs. BD3M |0,04286 |-0,4522 to 0,5379 | Non ns 0,9997
Témoin male vs. PD1M | 0,5571 0,06205 to 1,052 | Oui * 0,0206
Témoin male vs. PD2M | 0,3286 -0,1665 to 0,8237 | Non ns 0,3282
Témoin male vs. PD3M | 0,6 0,1049 to 1,095 | Oui * 0,0106
2°™e semaine
Témoin male vs. BD1M | 2,557 2,062 to 3,052 Oui Rk <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 1 0,5049 to 1,495 | Oui R <0,0001
Témoin male vs. BD3M | 0,4143 -0,0808 to 0,9094 | Non ns 0,1368
Témoin male vs. PD1M | 0,7 0,2049t0 1,195 | Oui o 0,0019
-0,02366 to
Témoin male vs. PD2M | 4714 10 9665 Non ns 0,0683
Témoin male vs. PD3M [0,1143  |-0,3808 to 0,6094 | Non ns 0,9793
3eme semaine
Témoin male vs. BD1M | 2,729 2,233 t0 3,224 Oui bl <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 0,7571 0,2621to 1,252 | Oui ok 0,0007
Témoin male vs. BD3M |0,07143 |_0,4237 to 0,5665 | Non ns 0,9979
Témoin male vs. PD1M | 0,3571 -0,1379 to 0,8522 | Non ns 0,2509
Témoin male vs. PD2M |0,1286  |-0,3665 to 0,6237 | Non ns 0,964
Témoin male vs. PD3M | 0,02857 |-0,4665 to 0,5237 | Non ns 0,9998
4¢me semaine
Témoin male vs. BD1M | 3,207 2,712 t0 3,702 Oui bk <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 0,9714 0,4763 to 1,467 | Oui Hkkk <0,0001
Témoin male vs. BD3M | 0,1286 -0,3665 to 0,6237 | Non ns 0,964
Témoin male vs. PD1M | 0,3571 -0,1379 to 0,8522 | Non ns 0,2509
Témoin male vs. PD2M (0,2143  |-0,2808 to 0,7094 | Non ns 0,7391
Témoin male vs. PD3M |0,07143 | -0,4237 to 0,5665 | Non ns 0,9979




Tableau E 23: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation
d’eau des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre des groupes 4

Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05

P
Test de comparaison Diff Degré de ajustée
multiple Dunnett moyenne | IC de la diff 95,00% | Significatif | significativité
1% semaine
Témoin femelle vs. BD1F 1,286 10,7871 to 1,784 Oui e <0,0001
Témoin femelle vs. BD2F 1,371(0,8728 to 1,87 Oui ek <0,0001
Témoin femelle vs. BD3F 0,8286 | 0,33 to 1,327 Oui bl 0,0002
Témoin femelle vs. PD1F -0,2(-0,6986 to 0,2986 Non ns 0,7946
Témoin femelle vs. PD2F | 0,01429|-0,4843 to 0,5129 Non ns >0,9999
Témoin femelle vs. PD3F 0,1429 | -0,3557 to 0,6415 Non ns 0,9439
2me semaine
Témoin femelle vs. BD1F 1,543 1,044 to 2,041 Oui ok <0,0001
Témoin femelle vs. BD2F 1,257 (10,7585 to 1,756 Oui b <0,0001
Témoin femelle vs. BD3F 0,8286 | 0,33 to 1,327 Oui il 0,0002
Témoin femelle vs. PD1F 1,343 |0,8443 to 1,841 Oui e <0,0001
Témoin femelle vs. PD2F 1,171(0,6728 to 1,67 Oui b <0,0001
Témoin femelle vs. PD3F 0,571410,07282 to 1,07 Oui * 0,0176
3éme semaine
Témoin femelle vs. BD1F 1,143 10,6443 to 1,641 Oui b <0,0001
Témoin femelle vs. BD2F 0,7857|0,2871 to 1,284 Oui ek 0,0004
Témoin femelle vs. BD3F | 0,08571|-0,4129 to 0,5843 Non ns 0,995
Témoin femelle vs. PD1F 0,4286 | -0,07003 t0 0,9272 |[Non ns 0,1202
Témoin femelle vs. PD2F 0,514310,01568 to 1,013 Oui * 0,0404
Témoin femelle vs. PD3F 0,17141-0,3272 to 0,67 Non ns 0,8815
4¢me semaine
Témoin femelle vs. BD1F 0,6857 10,1871 to 1,184 Oui ** 0,0027
Témoin femelle vs. BD2F 0,3429 | -0,1557 to 0,8415 Non ns 0,2945
Témoin femelle vs. BD3F 01]-0,4986 to 0,4986 Non ns >0,9999
Témoin femelle vs. PD1F 0,3143(-0,1843 to 0,8129 Non ns 0,3792
Témoin femelle vs. PD2F 0,3714 -0,1272 to 0,87 Non ns 0,2233
Témoin femelle vs. PD3F 01]-0,4986 to 0,4986 Non ns >0,9999




Tableau E 24: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation de
la nourriture des souris males témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre des groupes 4

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05
Test de comparaison Diff IC de la diff Degré de P ajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% Significatif | significativité

1% semaine

Témoin méale vs. BD1M | 0,3143 -0,1022 t0 0,7308 |Non ns 0,2127
Témoin male vs. BD2M | 0,3857 -0,0308 to 0,8022 |Non ns 0,0807
Témoin male vs. BD3M | 0,3 -0,1165t0 0,7165 |Non ns 0,2522
Témoin méle vs. PD1M | 0,3714 -0,04509 to0 0,7879 | Non ns 0,0994
Témoin male vs. PD2M | 0,3714 -0,05029 to 0,7931 |Non ns 0,1062
Témoin male vs. PD3M | 0,3143 -0,1074 t0 0,736 Non ns 0,223
2°™e semaine

Témoin male vs. BD1M | 1.9 1,491 to 2,309 Oui kol <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 0,3286 -0,08015 to 0,7373 |Non ns 0,1641
Témoin male vs. BD3M |-0,1143 -0,523 to 0,2944 Non ns 0,9496
Témoin male vs. PD1M |0,1714 -0,2373 t0 0,5801 | Non ns 0,763
Témoin male vs. PD2M |-0,1143 -0,523 to 0,2944 Non ns 0,9496
Témoin male vs. PD3M |-0,1143 -0,523 to 0,2944 Non ns 0,9496
3°me semaine

Témoin male vs. BD1M | 2,8 2,391 to 3,209 Oui ok <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 2,529 2,12 t0 2,937 Oui ko <0,0001
Témoin male vs. BD3M | 0,02857  |-0,3801 to 0,4373 |Non ns 0,9997
Témoin male vs. PD1M | 0,2071 -0,2016 to 0,6159 | Non ns 0,5996
Témoin male vs. PD2M | 0,2143 -0,1944 to 0,623 Non ns 0,5664
Témoin male vs. PD3M | 0,07143  |-0,3373t0 0,4801 |Non ns 0,9947
48me semaine

Témoin male vs. BD1M | 1,864 1,456 to 2,273 Oui ekl <0,0001
Témoin male vs. BD2M | 0,5786 0,1699 to 0,9873 Oui o 0,0019
Témoin male vs. BD3M | 0,2857 -0,123 to 0,6944 Non ns 0,2791
Témoin male vs. PD1M | 0,07857  |.0,3301 to 0,4873 |Non ns 0,9921
Témoin male vs. PD2M | 0,09286 |-0,3159 to 0,5016 |Non ns 0,9809
Témoin male vs. PD3M | 0,01429  |.0,3944 to 0,423 Non ns 0,9999




Tableau E 25: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation de
la nourriture des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le

pesticide chimique

Nombre des groupes 4

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Tuttole Dt | moyenne | 'C de 12 diff95,00% | signifiatif| SC0E SE 1T e
1¢® semaine

Témoin femelle vs. BD1F |0,2 -0,2112t0 0,6112 |Non ns 0,6386
Témoin femelle vs. BD2F |-0,08571 |-0,4969 to 0,3255 |Non ns 0,9878
Témoin femelle vs. BD3F |0,1143 -0,2969 to 0,5255 | Non ns 0,9509
Témoin femelle vs. PD1F |0,3429 -0,06835 to 0,7541 |Non ns 0,1392
Témoin femelle vs. PD2F | 0,4 -0,01121t0 0,8112 |Non ns 0,0598
Témoin femelle vs. PD3F |0,05714 |-0,3541 t0 0,4683 |Non ns 0,998
2%me semaine

Témoin femelle vs. BD1F | 1,743 1,332 to 2,154 Oui ik <0,0001
Témoin femelle vs. BD2F |0,2857 -0,1255t0 0,6969 | Non ns 0,2847
Témoin femelle vs. BD3F |-0,02857 |-0,4398 to 0,3826 |Non ns 0,9997
Témoin femelle vs. PD1F |0,1143 -0,2969 to 0,5255 | Non ns 0,9509
Témoin femelle vs. PD2F |0,1429 -0,2683 to 0,5541 | Non ns 0,8768
Témoin femelle vs. PD3F |0,1143 -0,2969 to 0,5255 | Non ns 0,9509
3°me semaine

Témoin femelle vs. BD1F |2,029 1,617 to 2,44 Oui Hkk <0,0001
Témoin femelle vs. BD2F | 1,571 1,16 to 1,983 Oui Hkkk <0,0001
Témoin femelle vs. BD3F |0,2571 -0,1541 to 0,6683 | Non ns 0,3871
Témoin femelle vs. PD1F |0,4429 0,03165 to 0,8541 | Oui * 0,0293
Témoin femelle vs. PD2F |0,2857 -0,1255t0 0,6969 | Non ns 0,2847
Témoin femelle vs. PD3F |-0,05714 |_0,4683 to 0,3541 |Non ns 0,998
4%me semaine

Témoin femelle vs. BD1F | 1,657 1,246 to 2,068 Oui wkkk <0,0001
Témoin femelle vs. BD2F | 1,029 0,6174 to 1,44 Oui Hkk <0,0001
Témoin femelle vs. BD3F |-0,05714 |-0,4683 to 0,3541 Non ns 0,998
Témoin femelle vs. PD1F |0,1286 -0,2826 to0 0,5398 | Non ns 0,9189
Témoin femelle vs. PD2F |0,1143 -0,2969 to 0,5255 | Non ns 0,9509
Témoin femelle vs. PD3F |-0,02857 |-0,4398 to 0,3826 |Non ns 0,9997




Tableau E 26: Evaluation de la quantité de la nourriture et de 'eau consommée par
les souris satellites témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide chimique de

I'étude de la toxicité subaigué

Male Femelle
Tergo'” BD1SM | PD1SM Te’go'” BD1SF | PD1SF
Q 92+ 75+ 8,8+ 6,2 £ 53+ 6,3 £
g Eau 0,23 0,09 0,22 0,28 0,06 0,32
G) * k%% *k%k%
o Nourriture|  98% | 95% | 9.8% 7,0+ 6,9 + 71+
° 0,22 0,16 0,19 0,05 0,09 0,12
° 0.4 + 74+ | 88+ 55+ 47 + 5,0 +
£ Eau 0,21 0,11 0,23 0,18 0,07 0,12
E * k%% * *%k%
§ 112+ | 95+ | 113+ | 62+ 52+ 6.3+
E Nourriture 0,12 0,20 0,11 0,23 0,16 0,23
(q\] *kkk *kkk
o 92+ 6,9 + 92+ 58+ 41 + 54 +
£ Eau 0,25 0,16 0,14 0,15 0,04 0,15
E * k%% *k%k%
§ 121+ | 97+ | 122+ | 57+ | 47¢ 55+
£ Nourriture 0,15 0,23 0,14 0,10 0,07 0,11
o™ *kkk *kkk
° 9,3 + 64+ | 94+ 6.0+ 4.4+ 50+
£ Eau 0,18 0,06 0,14 0,06 0,13 0,11
E * k%% *kk%
q:g 125+ | 108+ | 124+ | 56+ | 47¢ 57+
£ Nourriture 0,10 0,08 0,09 0,11 0,12 0,11
< *kkk *kkK
° 8,0 + 70+ | 85+ 53+ 47 + 5.0 +
£ Eau 0,13 0,08 0,34 0,16 0,11 0,10
E *%k% *%
§ 122+ | 116+ | 124+ | 55¢ 50+ 55+
£ |Nourriture| 0,08 0,14 0,10 0,18 0,05 0,09
Te] *dk *%
o| g, 79+ 75+ | 81+ 51+ 49+ 48+
e S u 0,13 0,09 0,17 0,10 0,06 0,05
© 5l ourriture | 121% | 118+ | 120+ | 53+ | 50% | 541
o | NOUMMIUre | g 0,07 0,12 0,19 0,08 0,13

Consommation d’eau (ml/souris/j) : les données sont exprimées en moyenne + SEM (n=5)
Consommation de la nourriture (g/souris/j) : les données sont exprimées en moyenne +
SEM (n=5). * (p< 0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), **** (p<0,0001)



Tableau E 27: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation
d’eau des souris male satellite témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Nombre des groupes 6

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05
Test de comparaison multiple rl?llgyen IC de la diff Significatif Degr{e dg N P_ ’
Dunnett ne 95,00% significativité | ajustée
1% semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS | 1,686 |1,125 to 2,246 Oui ok <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS | 0,1571 |-0,4035 to 0,7178 |Non ns 0,7525
2°™e semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS |2,029 | 1,468 to 2,589 Oui ok <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS | 0,5714 | 0,01076 to 1,132 | Oui * 0,0451
3°me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS |2,336 |1,775 to 2,896 Oui ok <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS |0,0238 |-0,5369 to 0,5845 |Non ns 0,9933
4%me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS |2,821 |2,261 to 3,382 Oui wn <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS |-0,133 |-0,694 to 0,4273 |Non ns 0,8134
5¢me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS | 1,019 |0,4579 to 1,579 Oui wxx 0,0002
Témoin male stellite vs. PD1MS [-0,448 |-1,008t00,1131 |Non ns 0,1346
6°™ semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS |0,3571 |-0,2035 to 0,9178 |Non ns 0,2634
Témoin male stellite vs. PD1MS | -0,2 -0,7607 to 0,3607 |Non ns 0,6361




Tableau E 28: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation
d’eau des souris femelles satellite témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Nombre des groupes 6

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Significatif ngr{e dg N P' ’
Dunnett moyenne | 95,00% significativité | ajustée
1% semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS [0,8714 | 0,4242t0 1,319 |Oui ok <0,0001
Témoin femelle stellite vs. PD1FS |-0,1143 |-0,5615 to 0,333 |Non ns 0,7885
2%me semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS [0,7429 | 0,2956 to 1,19 Oui i 0,0007
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [0,4429 |-0,00438 to 0,890 | Non ns 0,0526
3éme semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS | 1,657 1,211t0 2,104 Oui hkx <0,0001
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [0,3429  |-0,1044 to 0,7901 | Non ns 0,155
4%me semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS | 1,629 1,181 to 2,076 Oui hkx <0,0001
Témoin femelle stellite vs. PD1FS |0,08571 |-0,3615 to 0,533 |Non ns 0,8735
5¢me semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS [0,6571 | 0,2099 to 1,104 |Oui ** 0,0028
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [0,2857 |-0,1615 to 0,733 |Non ns 0,2615
6°™ semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS |0,1571 |-0,2901 to 0,6044 | Non ns 0,6444
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [0,2571  |-0,1901 to 0,7044 | Non ns 0,3307




Tableau E 29: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation de
la nourriture des souris males satellite témoin et traitées par le biopesticide et le

pesticide chimique

Nombre des groupes

6

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05
'I[;iitncé?tcomparalson multle r[r)llgyenne IC de la diff 95,00% | Significatif Eiggirf?ciﬁvité zjustée
1% semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS |0,2857  |-0,07084 to 0,6423 |Non ns 0,1328
Témoin male stellite vs. PD1MS |0,0143  |-0,3423 t0 0,3708 |Non ns 0,994
2°Me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS | 1,714 1,358 to 2,071 Oui wkkk <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS |-0,057  |-0,4137 t0 0,2994 |Non ns 0,9093
3°me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS | 2,393 2,036 to 2,749 Oui ok <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS |-0,093 -0,4494 to 0,2637 | Non ns 0,7814
4%me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS | 1,721 1,365 to 2,078 Oui ok <0,0001
Témoin male stellite vs. PD1MS |0,1286 | -0,228 to 0,4851 Non ns 0,6301
5¢me semaine

Témoin male stellite vs. BD1MS |0,5857 | 0,2292 to 0,9423 Oui wxx 0,0008
Témoin male stellite vs. PD1MS [-0,193  |-0,5494 to0 0,1637 | Non ns 0,3721
6°™ semaine

Témoin male stellite vs. BD1IMS | 0,2357  |-0,1208 to 0,5923 |Non ns 0,2399
Témoin male stellite vs. PD1MS [0,0429  |.0,3137 t0 0,3994 |Non ns 0,9477




Tableau E 30: Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) de la consommation de
la nourriture des souris femelles satellite témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Nombre des groupes 6

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05
Test de comparaison multiple Diff IC de la diff Significatif Degré dg N P_ ’
Dunnett moyenne | 95,00% significativité | ajustée
1% semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS |0,04286 |-0,2733 to 0,359 |Non ns 0,9341
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [-0,1143 |-0,4305 to 0,2019 | Non ns 0,6288
2°™e semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS | 1,043 0,7267 to 1,359 | Oui kol <0,0001
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [-0,0428 |-0,359 to 0,2733 |Non ns 0,9341
3¢me semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS |0,9857 |0,6695 to 1,302 | Oui kol <0,0001
Témoin femelle stellite vs. PD1FS [0,1429 |-0,1733 to 0,459 |Non ns 0,4929
4%me semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS |0,9 0,5838t0 1,216 | Oui wk <0,0001
Témoin femelle stellite vs. PD1FS |-0,1571 |-0,4733 to 0,159 |Non ns 0,4295
5¢me semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS |0,4714  |0,1552 to 0,7876 |Oui w 0,0024
Témoin femelle stellite vs. PD1FS |-0,0571 |-0,3733 to 0,259 |Non ns 0,8865
6°™ semaine

Témoin femelle stellite vs. BD1FS |0,2857 |-0,03047 to 0,601 |Non ns 0,0819
Témoin femelle stellite vs. PD1FS |-0,1 -0,4162 to 0,2162 | Non ns 0,6983




ANOVA / Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) des paramétres
hématologiques des souris male témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

GB

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Test de comparaison | Diff IC de la diff Sianificatif Degré de :'ustée
multiple Dunnett moyenne |95,00% 9 significativité J
Témoin vs. BD1M -3,37|-7,198 to 0,4581 Non ns 0,1003
Témoin vs. BD2M -2,88 |-6,489 to 0,7292 Non ns 0,1566
Témoin vs. BD3M -2,76 | -6,369 to 0,8492 Non ns 0,1857
Témoin vs. PD1M -3,895|-7,723 to -0,06688 | Oui * 0,045
Témoin vs. PD2M -1,945|-5,773 to 1,883 Non ns 0,5588
Témoin vs. PD3M 0,2-3,409 to 3,809 Non ns 0,9998
GR

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Test de comparaison | Diff IC de la diff Sianificatif Degré de P ajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% 9 significativité

Témoin vs. BD1M -0,0235|-1,211to 1,164 Non ns >0,9999
Témoin vs. BD2M -0,058 [-1,178 t0 1,062 | Non ns 0,9998
Témoin vs. BD3M -0,204 |-1,324 t0 0,9155 |Non ns 0,9916
Témoin vs. PD1M 1,422 10,2341 t0 2,609 | Oui * 0,0144
Témoin vs. PD2M 0,3865 |-0,8009 to 1,574 |Non ns 0,882
Témoin vs. PD3M -0,1521-1,272t0 0,9675 |[Non ns 0,9979




HGB

Nombre des groupes

1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05
Test de comparaison | Diff IC de la diff Significatif Degré de :'ustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% 9 significativité J
Témoin vs. BD1M -0,31(-1,991 to 1,371 Non ns 0,9911
Témoin vs. BD2M 0,1/-1,4851t0 1,685 |Non ns 0,9997
Témoin vs. BD3M -0,66 | -2,245 t0 0,9252 | Non ns 0,7334
Témoin vs. PD1M 1,99 10,3087 to 3,671 | Oui * 0,0158
Témoin vs. PD2M 0,965 |-0,7163 to 2,646 |Non ns 0,4395
Témoin vs. PD3M -0,181-1,765t0 1,405 |Non ns 0,9995
HTC
Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05
Testde Diff IC de la diff . |Degréde |* .
comparaison o Significatif | .72. " ~ = ., |ajustée

: moyenne | 95,00% significativité
multiple Dunnett
Témoin vs. BD1M 0,64 |-4,926 t0 6,206 |Non ns 0,9995
Témoin vs. BD2M 0,32 |-4,927 to 5,567 Non ns 0,9997
Témoin vs. BD3M -1,31-6,547 to 3,947 Non ns 0,9616
Témoin vs. PD1M 5,065 |-0,5008 to 10,63 |Non ns 0,0848
Témoin vs. PD2M 1,24 |-4,326 to 6,806 Non ns 0,9764
Témoin vs. PD3M -0,06 |-5,307 t0 5,187 | Non ns >0,9999
MCV
Tableau analysé ANOVA a un facteur
Données analysés A : Témoin Male, B: BD1M, C: BD2M, D:

BD3M, E: PD1M, F: PD2M, G: PD3M

F 2,413
Valeur du p 0,0561
Degré de significativité du p ns
Diff significative entre les moyennes |Non
(P <0,05)
R Carré 0,3667




MCH

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Male, B: BD1M, C: BD2M, D:
BD3M, E: PD1M, F: PD2M, G: PD3M

F 0,2806
Valeur du p 0,9407
Degreé de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

MCHc

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin Male, B: BD1M, C: BD2M, D:
BD3M, E: PD1M, F: PD2M, G: PD3M

F 1,546

Valeur du p 0,2044

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,2707

PLT

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Test.de comparaison | Diff IC de la diff Significatif Qeg_ré dg N eP1justée

multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin vs. BD1M -153,5 | -606 to 299,1 Non ns 0,8636

Témoin vs. BD2M 35-391,7 to 461,7 Non ns 0,9997

Témoin vs. BD3M -73,95 |-526,5 to 378,6 Non ns 0,9949

Témoin vs. PD1M -623,9|-1117 to -131,2 Oui b 0,0093

Témoin vs. PD2M -450,2 |-902,8 to 2,384 Non ns 0,0516

Témoin vs. PD3M -309|-735,7to 117,7 Non ns 0,2265




ANOVA/ Comparaison des moyennes (test
hématologiques des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Dunnett's )

des paramétres

GB
Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05
Test.de comparaison Diff IC de la diff Significatif Qegré dg N E\justée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité
Témoin femelle vs. BD1F -2,581-5,975 to 0,8151 Non ns 0,1857
Témoin femelle vs. BD2F -1,2-4,595 to 2,195 Non ns 0,8253
Témoin femelle vs. BD3F -1,16|-4,555 to 2,235 Non ns 0,8439
Témoin femelle vs. PD1F -3,75|-7,329t0 -0,1712 | Oui * 0,0375
Témoin femelle vs. PD2F -1,6 |-4,995 to 1,795 Non ns 0,6097
Témoin femelle vs. PD3F -0,56 | -3,955 to0 2,835 Non ns 0,9937
GR
Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05

. . . . P
mutplo bunnett | moyenne |95,00% | Sianificatif| S5 2 i |alustée
Témoin femelle vs. BD1F 0,49 1-0,6769 to 1,657 | Non ns 0,7074
Témoin femelle vs. BD2F 0,209|-0,898t0 1,316 |Non ns 0,9876
Témoin femelle vs. BD3F -0,015|-1,122t0 1,092 |Non ns >0,9999
Témoin femelle vs. PD1F 1,507 0,4 to 2,614 Oui * 0,005
Témoin femelle vs. PD2F 0,283 |-0,824 to 1,39 Non ns 0,9488
Témoin femelle vs. PD3F 0,1711-0,936t0 1,278 |Non ns 0,9951




HGB

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Test_de comparaison Diff IC de la diff Significatif D_eg_ré de_ N :justée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin femelle vs. BD1F 11-0,4647 to 2,465 | Non ns 0,2681
Témoin femelle vs. BD2F 0,765|-0,6245 to 2,155 | Non ns 0,4644
Témoin femelle vs. BD3F -0,055|-1,445t0 1,335 |Non ns 0,9999
Témoin femelle vs. PD1F 2,325|0,9355 10 3,715 | Oui b 0,0006
Témoin femelle vs. PD2F 0,965 |-0,4245 to 2,355 | Non ns 0,254
Témoin femelle vs. PD3F 0,345|-1,045t0 1,735 |Non ns 0,9549
HCT

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Test_de comparaison Diff IC de la diff Significatif D_eg!'(_'e dg N Zjustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin femelle vs. BD1F 3,4|-2,17 to 8,97 Non ns 0,367
Témoin femelle vs. BD2F -0,885|-6,169 t0 4,399 |Non ns 0,9933
Témoin femelle vs. BD3F -1,585|-6,869 to 3,699 | Non ns 0,9023
Témoin femelle vs. PD1F 5,575|0,2912 to 10,86 | Oui * 0,0359
Témoin femelle vs. PD2F 2,255(-3,029 to 7,539 | Non ns 0,6944
Témoin femelle vs. PD3F 1,995|-3,289to 7,279 |Non ns 0,7844

MCV

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:
BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F

Résumé d°ANOVA

F 2,268
Valeur du p 0,0681
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non
(P <0,05)

R Carré 0,3436




MCH

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:
BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F

F 0,8832
Valeur du p 0,5211
Degreé de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non
(P <0,05)

R Carré 0,1693
MCHc

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:
BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F

F 2,265
Valeur du p 0,0684
Degreé de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non
(P <0,05)

R Carré 0,3433
PLT

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:
BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F

F 0,4545
Valeur du p 0,8351
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,09493




ANOVA/ Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) des paramétres
hématologiques des souris males satellites témoin et traitées par le biopesticide et
le pesticide chimique

GB

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 2,929

Valeur du p 0,0997

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,3694

GR

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A :Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 0,8422

Valeur du p 0,4567

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,1328

HGB

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A :Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 1,722

Valeur du p 0,2236

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,2384

HCT

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A :Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 0,2056

Valeur du p 0,8173

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,03603




MCV

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS

F 0,08326
Valeur du p 0,9207
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,01491
MCH

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS

F 0,8383

Valeur du p 0,4583

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,1323

MCHc

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS

F 0,7012

Valeur du p 0,5169

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,1131

PLT

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test.de comparaison | Diff IC de la diff Significatif Qegr{a dg N P ajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin S vs. BD1MS -19,25(-371,8 to 333,3 | Non ns 0,9863
Témoin S vs. PD1MS -575,4-907,8 to -243 | Oui ** 0,002




ANOVA/ Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) des paramétres
hématologiques des souris femelles satellites témoin et traitées par le biopesticide
et le pesticide chimique

GB

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS
F 0,846

Valeur du p 0,4553

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)?

R Carré 0,1333

GR

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS
F 1,927

Valeur du p 0,1917

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)?

R Carré 0,2594

HGB

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS
F 1,731

Valeur du p 0,2221

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)?

R Carré 0,2394

HCT

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison | Diff IC de la diff Sianificatif Degré de Zustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% 9 significativité I
Témoin S vs. BD1FS 0,28 |-2,541 t0 3,101 [Non ns 0,9557
Témoin S vs. PD1FS 3,28 10,2877 to 6,272 | Oui * 0,0327




MCV

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 0,01954
Valeur du p 0,9807
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)?

R Carré 0,00354
MCH

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 0,6703
Valeur du p 0,5313
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non
(P <0,05)?

R Carré 0,1086
MCHc

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 2,025
Valeur du p 0,1784
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non
(P <0,05)?

R Carré 0,2691
PLT

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 0,1125
Valeur du p 0,8947
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)?

R Carré 0,02004




ANOVA / Comparaison des moyennes (test

Dunnett's

)

des paramétres

biochimigues des souris male témoin et traitées par le biopesticide et le pesticide

chimique

Glycémie

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin Male, B: BD1M, C: BD2M, D:
BD3M, E: PD1M, F: PD2M, G: PD3M

F 0,4926

Valeur du p 0,8077

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,1057

Urée

Nombre des groupes

1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Testde Diff IC de la diff . |Degréde |7 .
comparaison moyenne | 95,00% Significatif significativité ajustée
multiple Dunnett

Témoin vs. BD1M 0,0075-0,1103 to 0,1253 Non ns 0,9997
Témoin vs. BD2M 0,02 (-0,09103 to 0,131 Non ns 0,9921
Témoin vs. BD3M -0,005|-0,1228 to 0,1128 Non ns 0,9999
Témoin vs. PD1M -0,2175-0,3353 t0 -0,09973 | Oui o 0,0002
Témoin vs. PD2M -0,1425|-0,2603 to -0,02473 | Oui * 0,0133
Témoin vs. PD3M -0,03/-0,141 t0 0,08103 Non ns 0,944
Créatinine

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Testde Diff IC de la diff _ |Degréde |P ajustée
comparaison o Significatif | .72.° "~ .,

multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin vs. BD1M 0,3]-1,833t02,433 |Non ns 0,9977
Témoin vs. BD2M 0,2/-1,8111t0 2,211 Non ns 0,9996
Témoin vs. BD3M 0,05|-2,083 to 2,183 Non ns >0,9999
Témoin vs. PD1M -2,45|-4,583 t0 -0,3169 | Oui * 0,0198
Témoin vs. PD2M -0,3125|-2,446 to 1,821 Non ns 0,9968
Témoin vs. PD3M -0,16|-2,171 to 1,851 Non ns 0,9997




ASAT

Nombre des groupes

1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

-(I:-grsntpdaeraison Diff IC deola diff Significatif D_eg_re_’: de_ "y P ajustee
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin vs. BD1M 5,5|-45,3 to 56,3 Non ns 0,9996
Témoin vs. BD2M -12-59,9 to 35,9 Non ns 0,9597
Témoin vs. BD3M 4,25|-46,55 t0 55,05 |[Non ns 0,9997
Témoin vs. PD1M -59,5|-110,3 to -8,697 | Oui * 0,0172
Témoin vs. PD2M -25,75|-76,55 to0 25,05 |Non ns 0,5613
Témoin vs. PD3M -3[-50,9t0 44,9 Non ns 0,9997
ALAT

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

-crgrsntpdaeraison Diff IC deola diff Significatif D.eg.“." de. " P ajustee
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin vs. BD1M -1,5(-14,78 10 11,78 |Non ns 0,9995
Témoin vs. BD2M -31-15,52t0 9,522 |Non ns 0,967
Témoin vs. BD3M -2,751-16,03to 10,53 |Non ns 0,9835
Témoin vs. PD1M -22,75|-36,03 to -9,469 | Oui i 0,0004
Témoin vs. PD2M 11-12,28 to 14,28 | Non ns 0,9997
Témoin vs. PD3M 2(-10,52to 14,52 |Non ns 0,9952
PAL

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

-(I:-grsntpdaeraison Diff IC deola diff Significatif D_eg_ré dg s P ajustée
multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin vs. BD1M -2,25(-104,2 to 99,75 | Non ns >0,9999
Témoin vs. BD2M -6 [-102,2 t0 90,17 | Non ns 0,9997
Témoin vs. BD3M -4,751-106,7 to 97,25 | Non ns 0,9998
Témoin vs. PD1M -101|-203 to 0,9997 |Non ns 0,053
Témoin vs. PD2M -47,25|-149,2 to 54,75 | Non ns 0,6447
Témoin vs. PD3M -81-104,2 t0 88,17 | Non ns 0,9997




Protéines totales

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6

Alpha 0,05

Testde Diff IC de la diff . |Degréde |P ajustée
comparaison o Significatif | =°2.2 "=

multiple Dunnett moyenne | 95,00% significativité

Témoin vs. BD1M 4,1(-4,888 to 13,09 |Non ns 0,6582
Témoin vs. BD2M 1,2|-7,274 10 9,674 |Non ns 0,9976
Témoin vs. BD3M 0,6 |-7,874 t0 9,074 |Non ns 0,9997
Témoin vs. PD1M 9,60,6117 to 18,59 | Oui * 0,0329
Témoin vs. PD2M 5,85|-3,138 to 14,84 |Non ns 0,319
Témoin vs. PD3M -1,41-9,874 t0 7,074 |Non ns 0,9946

Albumine

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin Male, B: BD1M, C: BD2M, D:
BD3M, E: PD1M, F: PD2M, G: PD3M

F 1,184
Valeur du p 0,3479
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes | Non
(P <0,05)

R Carré 0,2284

ANOVA/ Comparaison des moyennes (test

Dunnett's

)

des parameétres

biochimiques des souris femelles témoin et traitées par le biopesticide et le

pesticide chimique
Glycémie

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:
BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F

F 0,1838
Valeur du p 0,9787
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes | Non

(P <0,05)

R Carré 0,04224




Urée

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05
muliple Dunneft | moyenne| 'C %€ 1 diff95.00% | Significati| JERE SE | AlSiee
Témoin femelle vs. BD1F -0,045|-0,1532 to 0,06322 |Non ns 0,734
Témoin femelle vs. BD2F -0,03|-0,132 t0 0,07203 Non ns 0,9202
Témoin femelle vs. BD3F -0,0075(-0,1157 to 0,1007 Non ns 0,9997
Témoin femelle vs. PD1F -0,18|-0,282 t0 -0,07797 | Oui o 0,0003
Témoin femelle vs. PD2F -0,1|-0,202 to 0,00203 Non ns 0,0564
Témoin femelle vs. PD3F -0,02 |-0,122 to 0,08203 Non ns 0,9874
Créatinine
Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05

. Diff . Degré de P
;euSI:iSIZ clsol:r;];r)]z?lson ;noyenn ;g’ggo/i)a diff Significatif Zig?lificativit ajustée
Témoin femelle vs. BD1F 0,3(-1,548t0 2,148 |Non ns 0,9949
Témoin femelle vs. BD2F -11-2,742 to 0,7423 | Non ns 0,4395
Témoin femelle vs. BD3F 0,05(-1,798 t0 1,898 |Non ns >0,9999

-4,332 to -

Témoin femelle vs. PD1F -2,590,8477 Oui ** 0,002
Témoin femelle vs. PD2F -1,61-3,352 10 0,1323 | Non ns 0,0783
Témoin femelle vs. PD3F -0,96 | -2,702 to 0,7823 | Non ns 0,4795
ASAT
Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05

. Diff . Degré de P
-rE]euSI’:iSIee %’ﬂﬁg?'son gmyenn ;g’ggo/!)a diff Significatif Zig?]ificativit ajustée
Témoin femelle vs. BD1F -12,5|-68,26 t0 43,26 | Non ns 0,9756
Témoin femelle vs. BD2F -25|-77,57 to 27,57 |Non ns 0,6206
Témoin femelle vs. BD3F -30(-85,76 to 25,76 | Non ns 0,5029
Témoin femelle vs. PD1F -741-126,6 to -21,43 | Oui * 0,0034
Témoin femelle vs. PD2F -521-104,6 to 0,5684 | Non ns 0,0534
Témoin femelle vs. PD3F -30|-82,57 to 22,57 |Non ns 0,4451




ALAT

Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05
Test de comparaison Diff IC de la diff ... ... |Degré de P. .
multiple DunFrjmett moyenne | 95,00% Significatif siggificativité ajustee
Témoin femelle vs. BD1F -11,5/-35,07 to 12,07 |Non ns 0,597
Témoin femelle vs. BD2F -101(-32,22 t0 12,22 |Non ns 0,6696
Témoin femelle vs. BD3F -6,51-30,07 to 17,07 |[Non ns 0,9386
Témoin femelle vs. PD1F -31|-53,22 to -8,777 | Oui * 0,0038
Témoin femelle vs. PD2F -181-40,22 t0 4,223 |Non ns 0,1472
Témoin femelle vs. PD3F 11-21,22 10 23,22 |Non ns 0,9998
PAL
Tableau analysé ANOVA a un facteur
Données analysés A : Témoin femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:

BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F
F 1,533
Valeur du p 0,2069
Degré de significativité du p ns
Diff significative entre les moyennes | Non
(P <0,05)
R Carré 0,2613
Protéines totales
Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 6
Alpha 0,05
Test de comparaison Diff IC de la diff . ... ...|Degré de P. .
multiple DunFr)1ett moyenne | 95,00% Significatif siggificativité ajustee
Témoin femelle vs. BD1F -1,61-10,53 to 7,325 Non ns 0,9922
Témoin femelle vs. BD2F 0,4|-8,0151t0 8,815 Non ns 0,9998
Témoin femelle vs. BD3F 0,15|-8,775 10 9,075 Non ns >0,9999
Témoin femelle vs. PD1F -12,6[-21,02 t0 -4,185 | Oui b 0,0018
Témoin femelle vs. PD2F -7,6-16,02 t0 0,815 Non ns 0,0883
Témoin femelle vs. PD3F -4,6]-13,02 to 3,815 Non ns 0,4873




Albumine

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin femelle, B: BD1F, C: BD2F, D:
BD3F, E: PD1F, F: PD2F, G: PD3F

F 2,357

Valeur du p 0,0595

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes | Non

(P <0,05)

R Carré 0,3523

ANOVA / Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) des paramétres
biochimigues des souris méles satellites témoin et traitées par le biopesticide et le
pesticide chimique

Glycémie

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 1,308

Valeur du p 0,3063

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |[Non

(P <0,05)

R Carré 0,179

Urée

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 0,1509

Valeur du p 0,8615

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les moyennes |Non

(P <0,05)

R Carré 0,02454




Créatinine

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison rE:\I:)f enn IC de la diff Sianificatif Eie?\irﬁcgﬁvit P ajustée

multiple Dunnett . y 95,00% 9 ég

Témoin S vs. BD1MS 0,4|-1,579t0 2,379 Non ns 0,8341
-3,909 to

Témoin S vs. PD1MS -1,9310,04884 Non ns 0,0558

ASAT

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS

F 0,6379
Valeur du p 0,5454
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)

R Carré 0,0961
ALAT

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A :Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS

F 0,2
Valeur du p 0,8214
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)

R Carré 0,03226
PAL

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A :Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS

F 0,1764
Valeur du p 0,8404
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)

R Carré 0,02855




Protéines totales

Nombre des groupes 1
Nombre de comparaison entre groupe 2
Alpha 0,05
Test_de comparaison agyen IC de la diff Significatif gggirﬁcgﬁ P ajustée
multiple Dunnett 95,00% 2,
ne vité
Témoin S vs. BD1MS 3(-2,7791t0 8,779 Non ns 0,3551
Témoin S vs. PD1MS 812,221 to 13,78 Oui ** 0,0087
Albumine
Tableau analysé ANOVA a un facteur
Données analysés A : Témoin S, B: BD1MS, C:PD1MS
F 0,24
Valeur du p 0,7903
Degré de significativité du p ns
Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)
R Carré 0,03846

ANOVA / Comparaison des moyennes (test Dunnett's ) des paramétres
biochimiqgues des souris femelles satellites témoin et traitées par le biopesticide et
le pesticide chimique

Glycémie

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS
F 0,2635

Valeur du p 0,7731

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non

moyennes (P <0,05)

R Carré 0,04571




Urée

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Temoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 1
Valeur du p 0,3966
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)

R Carré 0,1429
Créatinine

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Téemoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 0,3031

Valeur du p 0,744

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non

moyennes (P <0,05)

R Carré 0,04809

ASAT

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison a‘g enn IC de la diff Sianificatif ge?]irﬁcg(teivit P ajustée
multiple Dunnett o y 95,00% 9 ég

Témoin S vs. BD1FS 7.41-41,13 t0 55,93 | Non ns 0,9005
Témoin S vs. PD1FS -47 1-95,53 to 1,528 | Non ns 0,0575

ALAT

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Téemoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 0,7262
Valeur du p 0,5038
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)

R Carré 0,108




PAL

Tableau analysé ANOVA a un facteur

Données analysés A : Témoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 2,038

Valeur du p 0,1729

Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non

moyennes (P <0,05)

R Carré 0,2536

Protéines totales

Nombre des groupes 1

Nombre de comparaison entre groupe 2

Alpha 0,05

Test de comparaison a‘g enn IC de la diff Sianificatif geg:ﬁﬁcgﬁvit P ajustée
multiple Dunnett o y 95,00% 9 ég

Témoin S vs. BD1FS 2|-3,779t0 7,779 Non ns 0,6057
Témoin S vs. PD1FS -6|-11,78 t0 -0,2207 | Oui * 0,0421

Albumine

Tableau analysé

ANOVA a un facteur

Données analysés

A : Temoin S, B: BD1FS, C:PD1FS

F 0,25
Valeur du p 0,7828
Degré de significativité du p ns

Diff significative entre les Non
moyennes (P <0,05)

R Carré 0,04
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