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Résumé

Leffet des l'extrait des graines de Peganum harmala a été étudié sur des
larves du cinquiéme stade et surle développement ovarien du criquet pelerin
dans des conditions de laboratoire. Les résultats obtenus révelent, chez les
larves du cinquiéme stade, un retard de la mue imaginale de huitjours et un
taux de mortalité de 100% atteint le 16 jour du début du traitement.

Chez les femelles traitées a l'état imaginal, 62.5 % d’entre elles présentent
un blocage du développement ovarien. Les survivantes montrent un retard
de la ponte de huit jours et une réduction du taux d’éclosion.

Par ailleurs, nous avons constaté chez les insectes traités, une réduction
de l'activité physique (immobilité, tremblement des appendices, ...), une
diminution du poids et une perte en eau sous forme de feces humides.

Parallélement, une étude phytochimique menée sur le méme extrait
ethanolique, a révélé la présence de la majorité des alcaloides indoliques
responsables de la toxicité de la plante.

Mots clés

Schistocerca gregaria, toxicité, mortalité, ovogenese, fécondité, Pega-
num harmala, graines, extrait ethanolique

Abstract

The effect of an extract of Peganum harmala seeds was studied on the 5th
larval instar and on the ovarian growth of desert locusts under laboratory
conditions. The results obtained show, in the 5th larval instar, an 8-d delay
of imaginal moulting, and a mortality rate of 100%, reached on the 16"
day after the beginning of the treatment.

In females treated at the adultinstar, 62.5% among them had their ovarian
development blocked. Those surviving showed an 8-d delay of egg-laying
and a decrease in hatching rate.

We have noted, in the treated insects, a decrease in physical activity
(immobility, trembling of appendages), a decrease in weight, and a loss of
water in the form of wet faeces.

Concurrently, a phytochemical study conducted on the same ethanolic
extract has shown the presence of a majority of the indolic alkaloids
responsible for the toxicity of the plant.

Key words

Schistocerca gregaria, toxicity, mortality, ovogenesis, fertility, Peganum
harmala, seeds, ethanolic extract

Introduction

Le criquet pelerin (Schistocerca gregaria Forskal) est un locuste de
la famille des Acrididae, qui présente un polymorphisme phasaire
selon ladensité des populations. Il est un redoutable insecte capable
de s’adapter a des situations écologiques variées. Il occasionne péri-
odiquementdes dégits considérables alavégétation. Pourl’éradiquer
la lutte chimique reste le seul moyen efficace, mais ses effets col-
latéraux sont nocifs pour I'environnement (EA.O. 1990).

Depuis les travaux de Fraenkel en 1959 (Philogene 1989),
il est bien connu que les plantes riches en métabolites secon-
daires (alcaloides et hétérosides) sont en mesure de controler
efficacement les populations d’insectes nuisibles. Ces composés
sont ovicides, phagorépresseurs et répulsifs pour les phytophages
De nombreux travaux concernant 1’ effet des plantes sur le criquet
pelerin ont été réalisés par Diop et al. (1997), Idrissi-Hassani et
al. (1998), Idrissi-Hassani (2000), Nasseh et al. (1992), Pari et al.
(1998), Rembold 1997, Wilps & Diop (1997).

Lors des missions de terrains que nous avons effectuées pen-
dant la recrudescence du criquet pelerin de 1995 au Sud du Maroc,
nous avons constaté que certaines plantes du biotope d’invasion
du criquet pelerin ont été épargnées, parmi lesquelles nous avons
retenu entre autres, une zygophyllacée Peganum harmala, objet de
notre étude depuis 'année 1995.

Peganum harmala est une plante endémique des zones semi-
arides, elle se développe dans les zones sahariennes du Nord du
continent africain et se prolonge jusqu’au Nord de'Inde et au Nord
de la Chine (Mandchourie) (Bruneton 1993).

Elle estlargement utilisée en médecine traditionnelle et en phar-
macologie (Bellakhdar 1997), elle est anti-microbienne (Ahmad et
al. 1992, Zaidi et al. 1995). C'est une espece treés toxique pour les
animaux et pour les humains (Aqel & Hadidi 1991; Ayoub et al.
1994; Bruneton 1993, 1996; El Bahri & Chemli 1991, Viala 1998).
Elle est hallucinogéne et psychoactive (Rudgley 1994 ), responsable
de la paralysie du systéeme nerveux, et de l'arrét respiratoire, et sus-
ceptible de provoquer l'interruption de grossesse chez les femmes
(Bellakhdar 1997); elle est également abortive et antifertilisante
chez les rats (Nath et al. 1993).

En raison de nos observations effectuées sur le terrain, des
propriétés thérapeutiques et toxiques, nous avons étudié l'effet de
différentes parties de la plante sur le criquet pélerin au cours des
différents stades phénologiques.

Dans cette étude on traite les effets des graines de Peganum
harmala sur le dernier stade larvaire et sur la femelle de Schistocerca
gregaria.
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Matériel biologique
1-Matériel animal

Des larves du quatriéme stade ont été prélevées de 1'élevage
maintenu au laboratoire et placées dans une cage a part; apres la
mue, les larves du cinquiéme stade sont transférées dans des rodeaux
en plastique, tapissés de papier filtre et éclairés par une lampe de
40w, soit une température diurne de 30°C, une température noc-
turne de 25°C et une photopériode de 12 heures d’éclairement et
de 12 heures d'obscurité. Trois lots sont constitués de 22 individus
chacun :

eun lot de témoins nourris de laitue : les témoins 1

eun lot pour les larves nourris de laitue imprégnée d’ethanol
absolu: les témoins 2

o un lot pour les individus nourris de laitue imbibée de I'extrait
ethanolique des graines de Peganum harmala: les traitées
edans un rodeau, nous avons mis uniquement les feuilles de
laitue fraiche pour déterminer 1'évapotranspiration qui ajuste
la quantité de nourriture consommeée et renseigne sur le taux
d’humidité dans les cages, soit une humidité de 45% en moy-
enne.

Une autre série de larves femelles est sélectionnée des leur pas-
sageau cinquiemestade. Elles sontensuite placées dans desrodeaux;
juste apres la mue imaginale, soit 44 imagos (femelles) répartis en
11 bonnettes de quatre individus, le méme nombre a été fixé pour
les témoins, ce qui nous a permis de suivre aisément I'évolution des
différents parametres étudiés. Les bonnettes sont maintenues dans
les conditions de laboratoire précédemment citées

elesfemelles témoinssontnourries de feuilles de laitue aspergée
‘éthanol: témoins

eles traitées sont alimentées de feuilles de laitue imbibée de

|'extrait des graines de Peganum harmala L: traitées.

Au cours des traitements préliminaires, nous avons constaté
que les feces des individus sontliquides et laissent d’énormes taches
sur le papier filtre qui tapisse les bonnettes, alors que les témoins
excrétent leurs feces a taux normal. En considérant ce parametre,
nous avons sacrifié 6 femelles des témoins et 6 des traitées pour
déterminer la teneur en eau de celles-ci, au début et a la fin du
traitement, procédant comme suit :

Apres un jetine de 12 h, les femelles sont :

epesées (poids frais)
eplacées dans une étuve a 50°C pendant une durée de 48 h
erepesées (poids sec) pour déterminer la teneur en eau.

Le calcul est donné par la formule suivante:

(Pf - Ps) x 100 =%
Pf

Pf = poids frais, en grammes, des individus,
Ps = poids sec, en grammes, des individus.

Dans le but de suivre le développement ovarien chez les
femelles, nous avons introduit deux males matures, prélevés des
élevages de masse, par bonnette apres 'arrét du traitement. Ceci
s’avere indispensable dans la mesure ol ces males constituent un
stimulus fondamental pour la maturité sexuelle chez les femelles
de Schistocerca gregaria (Norris 1954).

JOURNAL OF ORTHOPTERA

Lamajorité des femelles traitées sacrifiées présentent des mouve-
ments incohérents ainsi qu'une réduction de leur activité physique
désle début du traitement. A partir du 10®™¢jour de la vie imaginale
et chaque deux jours, la dissection est réalisée dans une solution
aqueuse de NaCl 9%°. On mesure ensuite la longueur des ovocytes
terminaux (soit cinq ovocytes par femelle) al'aide d'un micrometre
adapté a la loupe binoculaire et on note la présence de vitellus.

2- Matériel végétal

Peganum harmala a été récoltée a 1'état de fructification dans la
localité de Msalit (région de Tata), au Sud du Maroc, au mois de juin
(1995). 1l est connu que les graines de la plante sont trés toxiques,
ils renferment entre 3 & 4% de substances alcaloides.)

C'estdans cesens que les graines ont été choisies comme matériel
biologique dans notre étude.

a-Protocole de préparation.— Les graines séchées a 1'étuve a 60°C
sont réduites en poudre par broyage fin au mortier. Une masse de
11 grammes de la poudre obtenue est macérée dans 50 ml d’éthanol
éthylique (qualité pour analyse) pendant une durée de deux heures
sous agitation magnétique a température ambiante. Apres filtration,
I'extrait éthanolique est séché sur le sulfate de sodium anhydre,
filtré et concentré pour étre analysé en chromatographie en phase
gazeuse couplée a 'automasse (GC/MS) (annexe 1).

b- Technique d'analyse.— Pour que le résultat soit significatif et par
conséquent interprétable, la réalisation de la partie expérimentale
repose surtout sur le choix des conditions optimales de température
ainsi que sur le temps nécessaire d'acquisition.

En effet, la méthode la plus adaptée, compte tenu de la volatili-
sation des constituants est la chromatographie en phase gazeuse
(CPG). La possibilité de coupler le chromatographe a divers spec-
trometres, notamment un détecteur de masse (GC/MS) de type
Automass — Delsi Nermag, augmente considérablement la qualité
des informations obtenues.

c- Conditions chromatographiques.—

Colonne: HP1 (25 m x 0.25 mm x 0.11pm),

Température du four: 60°C (2 min), 15 °C/min, 180 °C (15
min),

Température détecteur: 280 °C,

Gaz vecteur: Hélium.

d- Conditions spectroscopique.—

Appareil : Automass- Delsi Nermag,
Mode : Impact électronique EI70,
T° d'injecteur :270°C,

Gamme de masse : 700 u.m.a.

e- Méthode de sylilation.—

Lextrait ethanolique est transféré dans un tube a bouchon et
évaporé a sec sous jet d'air synthétique. Sur le résidu sec nous avons
ajouté 100 pl duréactif desylilation (ITMS/MSTFA) puis nous1'avons
porté a I'étuve sous une température de 60°C. Apres une durée de
15 min, le produit de la sylilation est injecté en GC/MS (colonne
HP1).

ResearcH 2003, 12(1)

Downloaded From: https://bioone.org/journals/Journal-of-Orthoptera-Research on 08 May 2024
Terms of Use: https://bioone.org/terms-of-use



K. ABBASSI, L. MERGAOUI, Z. ATAY-KADIRI, A. STAMBOULI, S. GHAOUT

73

—O— Les témoins 1
—A— Les témoins 2
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Fig. 1. Effet de P.harmala sur le taux de mortalité cumulée des
larves 15 du criquet pelerin.

Prise de

Fig. 2a. Effet de P. harmala sur la prise 2 nourriture(g)

de nourriture des larves L, du criquet .

3- Réalisation des tests

On étale un volume 0.4 ml de l'extrait brut ethanolique des
graines sur un gramme de petites sections des feuilles de laitue
fraiche pour les individus traités; pour les témoins les feuilles de
laitue ont été imbibées d’ethanol absolu. Apres évaporation totale
du solvant, on nourrit les individus aprés un jetine de 24 heures
pendant une période de trois jours du traitement. Ensuite ils sont
alimentés avec le son et la laitue.

L'effet de I'extrait des graines de Peganum harmala a été étudié
sur les parametres suivants: la mortalité des larves L,, la prise de
nourriture et le poids des larves et des imagos, la teneur en eau chez
les imagos, la taille des ovocytes terminaux, la fécondité et le taux
d’éclosion.

4- Traitements statistiques des données

Les résultats obtenus sont comparés par ANOVA et T-test en
utilisant le logiciel Statview.

B Les témoins 1
M Les témoins 2
Les traitées

pélerin. 16

1.4

1.2 T

l —

0.8 - =

0.6 - =

0.4 -

0.2

1 2 3 4 5 6 7 8

Poids (g)

1.8
1.6
Fig. 2b. Effet de P. harmala sur du kit
poids des larves L, du criquet pelerin.

1.2

1
0.8
0.6
0.4

0.2

Jours

B Les témoins 1
@ Les témoins 2
Les traitées
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Résultats
2.1. Les larves L,

Effet de P.harmala sur le taux de mortalité cumulée.— La figure 1 montre
le taux de mortalité cumulée des larves nourries de laitue imbibée
del'extrait des graines et celui des témoins durant une période de 16
jours: on note que la mortalité a débuté chez les traitées le troisieme
jour et atteint un taux de 100% le 16™ jour alors qu'il est seule-
ment de 31.8% chez les t¢émoins durant la méme période.

Effet de P. harmala sur la prise de nourriture et le poids.— Les résultats
obtenus dans les figures 2a et 2b montrent respectivement les varia-
tions de la prise de nourriture et du poids chez les larves durant
huit jours d’observations. On note une diminution sensible de la
consommation chezles larves traitées (Fig. 2A) etune baisse deleur
poids( Fig. 2B) par rapport aux larves témoins (1 et 2). En effet les
quantités consommeées par les traitées sont significativement faibles
(Fy,, 15 = 15.436, P =0.0001) ainsi que leur poids (F, ,, = 9.603, P
= 0.00015), comparés a ceux enregistrés chez les témoins,

On ne note aucune différence significative de la prise de nour-
riture entre les témoins 1 (P = 0.858) ni celle de leur poids (P =
0.989) et témoins 2, ce qui nous a permis d’écarter l'effet nocif de
l'ethanol.

2.2. Les adultes femelles

Effet de P. harmala sur, la prise de nourriture, le poids et la teneur en
eau.— Les figures 3A, 3B mettent en exergue respectivement les
variations de la prise de nourriture et celles du poids des femelles :
les traitées montrent une réduction des quantités de nourriture
consommées (Fig. 3A) et de leur poids (Fig. 3B).

Cette réduction de la consommation est significative (Fiism =
12.232, P=0.0013), ainsi que la baisse du poids (F, ,, = 12.383, P
= 0.0013) comparées aux témoins.

En outre, on note une perte de la teneur en eau de 24% chez les
femelles traitées (tableau 1) par rapport aux témoins. Cette perte
en eau pourrait aussi expliquer la baisse de poids enregistrée chez
les traitées

1,34)

Effet de P. harmala sur le développement ovarien, la fécondité et le taux
d'éclosion.— La figure 4 illustre la croissance de la taille des ovocytes
terminaux durant le premier cycle ovarien: les mesures obtenues
chez les traitées sont significativement faibles (F, ; = 7.269, P =

—o— Les témoins

Prise de L
—eo— Les traitées

nourriture (g)
3

25

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Jours

Fig. 3a. Effet de P. harmala sur la prise de nourriture des femelles
du criquet pelerin.

0.0358) par rapport a celles des témoins. Le retard de huit jours
dans le développement ovarien obtenu chez les femelles traitées
par rapport aux témoins.

Les femelles qui ont survécu au traitement ont effectué leur 1%¢
ponte le 26®™ jour alors que les témoins ont déposé leur premiere
ootheque le 19 jour de leur vie imaginale, soit un décalage de
huit jours.

Les résultats concernant la fécondité et le taux d'éclosion enreg-
istrés dans le tableau 2 montrent que le nombre d’ceufs pondus par
les femelles traitées est significativement inférieur (F, , = 13.343, P
= 0.009) a celui des témoins et que les ceufs des traitées n’ont pas
éclos.

Ainsi, I'effet de I'extrait des graines de P. harmala est trés marqué
sur le développement ovarien, la fécondité et le taux d’éclosion.

3. Analyse phytochimique de I'extrait des graines.

L'analyse chromatographique en GC/MS (Fig. 5) a fait ressortir
plusieurs pics d’alcaloides et de leurs dérivés sylilés ou non sylilés
correspondants que nous pourrons citer:

eLa peganine ou vasicine en pic majoritaire avec une masse
molaire globale de 260g (Fig. 5 et spectre 1) ;

e['harmalol avec 272g comme poids molaire global sylilé (fig.
5 et spectre 2);

eL’harmol a état de trace (270g) Fig. 5 et spectre 3).
eL’harmaline avec une masse de 214g (Fig. 5 et spectre 4).
e['harmine comme pic majoritaire de masse molaire de 212g
(Fig. 5 et spectre 5).

Discussion et conclusion

Lextrait ethanolique des graines de Peganum harmala entraine
une diminution de la prise de nourriture, une baisse du poids, une
perte en eau et une réduction de la motricité chez les larves et les
imagos de Schistocerca gregaria. Un taux de mortalité de 100% est
atteint au bout de 16 jours du début du traitement chez les larves
du cinquieme stade.

En outre, il provoque chez 9% des femelles traitées a 1'état ima-
ginal un retard de la maturité sexuelle d'une durée de huit jours, et
une réduction de leur fécondité et du taux d’éclosion. Chez 62.5%
des femelles on remarque un blocage du développement ovarien
en début de vitellogenese.

Ces profondes perturbations physiologiques observées seraient
daes al'action des alcaloides indoliques (Muniretal. 1995, Zaidi &

—o— Les témoins

Poids (g) —e— Les traités
3
25
2
1.5
1
0.5
0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

Jours

Fig 3b. Effet de P. harmala sur le poids des femelles du criquet
pelerin.
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Tableau 1. Effet de P. harmala sur la teneur en eau chez les femelles
durant le traitement.

Témoins Traitées
(6 femelles) (6 femelles)
Début du traitement (72 £ 2)% (72 +2)%
Fin du traitement (70 £ 1)% (46% + 3)%
Perte en eau 2% 26%

Munir 1995; Berlin et al. 1994, Berlin et al. 1993 ) contenus dans la
plante et que nous avons déterminés par I'analyse phytochimique
réalisée sur l'extrait des graines.

Ces troubles se manifestent par le manque de coordination des
mouvements, par des troubles de 1'équilibre, par des tremblements
intenses des appendices et des segments abdominaux des animaux
traités et enfin par leur mort, ces manifestations sous-tendant des
altérations qui frappent le systtme nerveux des individus. En effet
l'action neurotoxique de ces alcaloides indoliques a été déja observée
chez les vertébrés (El Bahri & Chemli 1991, Rudgley 1994).

Par ailleurs, ces troubles nerveux s’accompagnent de la perte en
eay, résultant d'une défécation intense; ce déréglement du processus
de la régulation hydrique a été souvent constaté chez des insectes
exposés a des insecticides organohalogénes (Moréteau 1989) et
chez des rats traités par Peganum harmala (Nath et al. 1993).

Tableau 2. Effet de P. harmala sur la fécondité des femelles et sur
le taux d’éclosion.

femelles traitées

témoins survivantes (F(”) =13.343,
Neb Ne3 P=0.0099)
Nombre d'oeufs
pondus par + n Différence
femelle a la (64%4) (53%5) significative
premiere ponte
Durée
d'incubation (15+3) +de30jours
des oeufs
o (56+¢)  Absence
Taux d'éclosion d'éclosion
87% 0%

Cette perte en eau s’expliquerait par une action inhibitrice de
I'extrait d’alcaloides sur la réabsorption de l'eau par le rectum, d’out
l'augmentation de 'urine sous forme de féces hydratées; en effet,
l'action de ces produits sur le systéme neuroendocrinien responsable
du maintien de la balance hydrique a été déja observée chez locusta
migratoria traitée par la deltamithrine (Proux et al. 1993, Alaoui
1994).

ponte: 1- des témoins; 2- des traitées

Taille des M témoins
ovocytes(mm) Otraitées 1
2
8 v
Fig. 4. Effet de P. harmala sur la d =
taille moyenne des ovocytes tér- 6
minaux (m #+ SD) des femelles du
criquet pélerin. 5
4
3
2
1
1 3 5 10 12 14 16 18 19 22 26
Jours
harmel/silyl
100%
) vasidne TIC=239467200
Fig 5. Chromatogramme de i Harmalol Harmine
I'extrait sylilé des grains de
Peganum harmala L. i Harmalin Harmol
50 %

500

||||||||T||||||l|||l|l|||l_||||||*|||||nl Iﬂlllﬂllll
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La perte du poids des individus traités serait étroitement liée a
la diminution de la prise de nourriture générée par |'effet antiap-
pétant de I'extrait des graines et a la perte en eau. La teneur normale
représente 70% du poids des témoins contre 46% chez les traités.
En effet, la perte en eau entraine une diminution du volume de
I'hémolymphe, ce qui a un impact indéniable sur le déroulement
des fonctions vitales de I'insecte.

La réduction de la fécondité et du taux d’'éclosion suite aux
troubles de la vitellogeneése au cours du premier cycle ovarien, serait
une conséquence de la baisse du poids des femelles sous l'effet de
ces alcaloides indoliques.

L'ingestion de la plante entiére de Peganum harmala entraine
chez le criquet pelerin un taux de mortalité cumulé de 45% chez
les larves du quatrieme stade, un blocage total du développement
ovarien chez les femelles issues de larves du cinquieme stade (Id-
rissi-Hassani et al. 1998).

L'ensemble de nos résultats sur Schistocerca gregaria concordent
avec ceux de Nasseh et al. (1992), Diop & Wilps (1997), Rembold
(1997), Wilps & Diop 1997 et Wilps et al. (1992), qui ont utilisé
I'extrait du fruit de Melia volkensii et Azadarachta indica ainsi que
ceux de Doumbia (1994) qui a testé l'effet de l'extrait des graines
de Melia Azedarach.

L'extrait des graines de Peganum harmala est toxique pour la
larve du cinquiéme stade et pour 'adulte femelle, réduit I'appétit
et réduit la fécondité de la femelle de Schistocerca gregaria, ce qui
lui attribue un effet insecticide incontestable.

Nous pensons que ces substances pourraient constituer la base
de synthese de nouvelles familles de molécules pour lutter contre le
criquet pelerin sans pour autant étre nocif pour I'environnement.
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Annexe 1.

L'une des méthodes les plus employées a I'heure actuelle pour la caractérisation des substances est le couplage chromatographie
gazeuse — spectrométrie de masse (GC / MS). Il permet dans de nombreux cas de remonter aux structures chimiques des produits
analysés par 'obtention de leur spectre de masse équivalent a une empreinte chimique. Les molécules préalablement séparées au
moyen d'un chromatographe en phase gazeuse sont bombardées soit par un gaz ionisé (ionisation chimique, NH3, CH4, . . ),
soit par un faisceau d’électrons (impact électrique EI 70 eV). Les fragments ainsi engendrés sont analysés dans un électroaimant
(exemple: quadripole), comptabilisés par un détecteur (exemple: photomultiplicateur) et traités de fagon a reconstituer le courant
ionique total correspondant. L'ensemble de ces étapes est rendu automatisable grace a la mise en ceuvre de logiciels informatiques.
La détermination de l'identité des spectres est facilitée par la recherche dans des librairies de spectres de différentes spécialités
(toxicologie, pesticides, armes, polymeres...).

La spectrométrie de masse est donc une méthode d'identification permettant dans la majorité des cas de connaitre la structure
fine des molécules. Le composé étudié mis a 1'état de vapeur dans un vide poussé est soumis a un bombardement d’électrons et se
fragmente en ions. Les ions positifs formés vont étre accélérés et séparés en fonction de leur masse m et de leur charge e sous I'effet
de champs électriques et/ou magnétiques variables, avant d’étre collectés sur une cible ot I'on estimera leur abondance relative
en ions formés et out que I'on identifiera la molécule étudiée. Un spectre de masse ne sera qu'un histogramme des fréquences de
répartition des ions sur la cible oli chaque ion est caractérisé par un rapport m/e. Ces histogrammes sont habituellement normali-
sés en attribuant l'intensité 100 a l'ion le plus abondant, qui est appelé pic de base, et en mesurant l'intensité des autres pics par
rapport a celle du pic de base. Le pic résultant de la présence d'un ion moléculaire (molécule initiale ayant perdu un électron) est
appelé pic parent. Il permet, lorsqu’il est présent, de connaitre la masse moléculaire du composé. Les différents ions présents sur
le spectre correspondent chacun a un fragment de la molécule. La comparaison informatique du spectre d'un pic inconnu effectué
avec une ou plusieurs librairies de référence permet son identification — a condition que le degré de similitude des librairies des
spectres, inconnu et référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques.
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