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INTRODUCTION



Introduction

Le monde végétal est une forteresse qui offre a ’Homme une immensité de
trésors naturels. Des centaines de milliers d’années ont permis a la nature d’¢laborer
le régne végétal avec sa richesse et sa biodiversité ; richesse que I’Homme a utilisé
pour se nourrir, se soigner, dans ses rites religieux et pour ses besoins médicaux.
Ainsi donc, la phytothérapie ou I’utilisation des plantes pour le traitement des

maladies est trés ancienne, elle a évolué avec I’histoire et la civilisation de I’humanité.

Selon ARMELIN (1974), la phytothérapie ou la thérapie par les plantes est la
premiere thérapeutique connue ; elle reste la base de ’ensemble de la thérapeutique
utilisée de nos jours. En phytothérapie et en aromathérapie, les huiles essentielles sont
utilisées dans le traitement de nombreuses maladies ; 1’intérét accru de la population
pour les produits de santé naturels, a contribué au développement de 1’industrie de ces
huiles. Selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), 80% de la population
mondiale a recours aux médecines traditionnelles, et par conséquence aux huiles
essentielles, pour satisfaire aux besoins en soins et en santé primaire. [Namiki, 1990;
Angharad Rees, 2011].

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées directement comme agents
thérapeutiques [Bardeau, 2009 ; Hamid et al., 2011], mais aussi comme matiere
premiére pour la synthese de principes actifs [(OMS), 1998 ; Goetz, 2007], elles
possedent de nombreuses propriétés qui indiquent leur immense importance. Elles
peuvent  étre: anti-infectieuses, anti-inflammatoires, antispasmodiques,
antimicrobiennes, anti-oxydantes, cytotoxiques et anticancéreuses [Ait M’barek et al.,
2007 ; Inouye et Abe 2007 ; Steflitsch 2008 ; Bardeau, 2009 ; Le Hir et al., 2009]. Ce
sont des agents antimicrobiens a large spectre [Randhawa et al., 2001], elles ont des
activités insecticides [Unli et al., 2002 ;Ayvaz et al., 2010] et sont utilisées comme

pesticide dans la lutte biologique contre les ravageurs.

Les bio pesticides a partir des huiles essentielles, sont caractérisés par leur
faible rémanence, leur faible toxicité pour ’Homme et leur mode d’action sur les
ravageurs [Miresmailli et al., 2006 ; Koul et al., 2008 ; Shahi et al., 2009 ]. L’un des
ravageurs les plus néfaste est sans doute le Varroa destructor, acarien parasite de

I’abeille domestique Apis mellifera, il provoque des pertes économiques importantes
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en apiculture et il est I’'une des causes qui ravage le cheptel apicole en Algérie et dans
le monde [Brodschneider et al., 2010 ; Chauzat et al., 2010 ; Guzman-Nova et al.,
2010 ; Vanengels et al., 2011, Adjlane et al., 2012].

L’Algérie posséde une flore variée de par sa situation géographique, cette
richesse s’explique par I’étendue de sa surface constituée par des écosystémes de type
méditerranéen, steppique et saharien. Environ 3139 espéces sont décrites par Quezel
et Santa (1962); Zeraia dénombre quant a lui a peu pres 168 especes endémiques
spécifiques de 1’ Algérie. Toutefois certaines espéeces introduites se sont bien adaptées
a ces différents écosystemes, et ont proliférées de maniére naturelle pour constituer
une essence forestiére de premier ordre ; c’est le cas de I’Eucalyptus, introduit par les
francais vers 1850 [Chevalier, 1952]. Le genre Eucalyptus de la famille des Myrtacées
dont les espéces sont riches en huiles essentielles, compte plusieurs espéces
botaniques réparties sur tout le littoral Algérien ainsi que dans ses régions internes
[Benazzedine, 2010 ; INRF 1996].

L’objectif de notre travail est de mettre en évidence I’importance et la diversité
de la flore Algérienne, en étudiant la composition chimique et la toxicité de trois
espéces d’Eucalyptus : E.robusta, E.sideroxylon et E.globulus, de faire ressortir leur
action acaricide et antiparasitaire sur le Varroa destructor et ce, dans ’espoir de
contribuer a la mise au point d’une stratégie de lutte contre cet acarien a base de
produits naturels, sans inconvénients majeurs sur ’abeille, la ruche, le miel et le

bioclimat.

La premiere partie de notre travail est une synthése bibliographique qui
regroupe quatre chapitres. Le premier présente les huiles essentielles, leurs origines,
leurs caractéristiques, et leurs importances dans différents domaines. Le deuxiéme
chapitre est consacrée au genre Eucalyptus ou on procéde a une description botanique,
ensuite nous détaillons ses propriétés et les domaines de son utilisation ; nous
abordons par la suite 1’évaluation de la toxicité des Eucalyptus par I’approche des bio-
essais, en utilisant le test de létalité de la crevette de saumure (BSL : Brine Shrimp
Lethality Assay). Le troisieme chapitre parle de la vie de 1’abeille domestique Apis

mellifera et le quatrieme de I’acarien Varroa destructor.
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La deuxiéme partie est la partie expérimentale, elle comporte le cinquiéme
chapitre qui décrit les méthodes et le matériel utilisés dans ce travail, et le sixieme
chapitre traite les résultats obtenus et leur discussion.

Enfin une conclusion générale clos ce manuscrit accompagnée par des
perspectives s’ouvrant sur de nouvelles voies a prospecter concernant les huiles

essentielles d’Eucalyptus et le Varroa destructor des abeilles.



Premiere partie
Synthese bibliographique



CHAPITRE |
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1-1 Historique

L’histoire des huiles essentielles remonte a des temps trés anciens. Il y a des milliers
d’années, les aborigeénes d’Australie (4000 av J.-C.) ainsi que les chinois utilisaient déja les
plantes aromatiques pour leurs vertus médicinales par fumigations ou en cataplasmes, mais
elles n’étaient pas encore distillées en huiles essentielles. Ce sont les égyptiens qui les
premiers, fabriquaient les machines a distiller pour produire 1’huile de bois de cédre qui
mélangée a d’autres produits servait a embaumer les morts ; ils intégraient aussi les huiles
essentielles dans la fabrication de leurs cosmétiques et de leurs parfums; les grecs eux
utilisaient un parfum appelé « mageleion » comme anti-inflammatoire et pour cicatriser les

blessures.

Les perses semblaient avoir inventé le procédé de distillation 1000 ans av
J-C., toutefois il faudra attendre 2000 ans, et la venue du célébre médecin et philosophe Ibn
Sinna « Avicenne » (980-1037) pour produire la premiére huile essentielle pure; c’était

I’huile essentielle de roses.

Les huiles essentielles furent ainsi étroitement associées a la médecine grace a lbn
Sinna « Avicenne » et a la distillation des huiles essentielles pures qui donna un nouvel essor

a la médecine par les plantes.

Au début du XX*™ siécle, un francais du nom de René Maurice Gattefossé (1881-
1950), s’investit dans I’étude des huiles essentielles et de leurs vertus médicinales, c’est le
pere de I’aromathérapie. En se briilant les mains lors d’une explosion au laboratoire, il eut le
réflexe génial de plonger ses mains dans un récipient remplit de ’huile essentielle de
lavande ; la plaie guérit trés vite et étonné, il décida alors d’étudier les huiles essentielles et

leurs propriétés.

Au fil des temps, I’aromathérapie prend plus d’ampleur dans la vie quotidienne et les
gens s’intéressent de plus en plus aux moyens naturels, pour soulager leurs corps et apaiser
leurs esprits, sans recourir aux medicaments et leurs effets secondaires souvent néfastes, les

huiles essentielles leur offrent ce moyen.
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1-2 Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles, communément appelées « essences » sont des mélanges de
composés aromatiques des plantes qui sont extraites par distillation, par la vapeur d’eau ou
par des solvants [Smallfield, 2001]. La norme AFNOR NTF 75-006- 5 février 1998
(Association Francaise de la normalisation), a donné la définition suivante d’une huile
essentielle : « Produit obtenu a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a
la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par
distillation séche ». L’huile essenticlle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques, pour les deux premiers modes d’obtention, elle peut subir des traitements

physiques n’entrainant pas de changement significatif de sa composition [Bruneton, 2008].
1-3 Localisation et répartition des huiles essentielles

Les huiles essentielles se situent dans toutes les parties vivantes de la plante et elles se
forment dans le cas le plus simple dans le cytosol des cellules ; ou elles se rassemblent en
gouttelettes comme la pluparts des substances lipophiles [Charabot et al., 1899], soit elles
s’accumulent dans les vacuoles des cellules épidermiques ou des cellules du mésophile de
nombreux pétales [Gerhard, 1993]. D’autres structures spécialisées souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante, sont impliquées dans 1’accumulation des huiles volatiles,
ces structures regroupent les poils et canaux sécréteurs et les poches sécrétrices [Bruneton,
1999].

Les huiles essentielles peuvent étre stockés dans tous les organes végeétaux : les fleurs
(bergamotiers, rose, oranger...), les sommités fleuries (tagete, lavande, menthe...), les feuilles
(citronnelle, Eucalyptus....), les racines (vétiver), les fruits (poivre, fenouil...), le bois (bois

de rose, santal, camphrier...) ou les graines (muscades, coriandre...) (Figure : 1).
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Structures histologiques sécrétrices des plantes aromatiques

Figure 1: Cellules sécrétrices de quelques huiles essentielles
1-4 Composition et biosynthese des huiles essentielles

1-4-1 Constituants des huiles essentielles

L’étude de la composition chimique des huiles essentielles révele, qu’il s’agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes, ce sont : les terpénoides et les composés
aromatiques dérivés du phenyl propane [Gildo, 2006].

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte. Le nom terpene vient du mot allemand Terpen [1866] provenant de Das Terpentin :

la térébenthine, I’emprunt francisé terpéne date de la fin du XIX®™ siécle [1871].

La formule brute des terpénes est [(CsHs) ], n peut prendre les valeurs (1-8) sauf dans
les polyterpenes ou il peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La formule de base est
I’isopréne CsHg (Figure : 2). Le terme terpénoides désigne un ensemble de substances

présentant le squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques [alcool,

A

Figure 2: Isopréne [2-méthyl buta-1,3-diene]

aldéhyde, cétone, acide, lactone...].
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Dans le regne végetal, les terpénoides sont classes dans la catégorie des métabolites
secondaires [avec les flavonoides et les alcaloides]. Leur classification est basée sur le nombre
de répétition de I’unité de base isopréne, on a ainsi :

- Hemiterpenes  Cs

- Monoterpénes  Cyp

- Sesquiterpénes  Cgys

- Diterpenes Cao
- Sesterpenes Cus
- Triterpenes Cao

- Tétraterpénes et polyterpénes Cyo
o Hemiterpénes Cs

Dans la nature, il existe peu de composés naturels ayant une formule de Cs ramifiée,
parmi certains composés naturels trouvés chez les plantes qui peuvent étre considérés comme

Hemiterpenes, seul I’isopréne a toutes les caractéristiques biogénétiques des terpeénes [Loomis

et Croteau, 1980].
e Monoterpenes Cig

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpenes, dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%). lls comportent deux unités isoprene (CsHg),
selon le mode de couplage « téte-queue ». lls peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques. A ces terpenes se rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions

chimiques spéciales (Figures : 3, 4).
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-

/E
B-Myrcene o- Myrcéne (E)- a-Ociméne a-Phellandréne

Figure 3: Structures de quelques monoterpenes

) L

Alpha-terpinéne a- Pinéne B- Pinéne Camphene
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~ OH
OH
“
Thymol Para-Cymeéne Géraniol Carvone
OH
CHO

CHO ‘

Géraniale Linalool Citronellal 1,8- Cinéole

Figure 4: Diversité structurale des monoterpénes
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e Sesquiterpénes Cis

Ils représentent la classe la plus diversifiée des terpénes puisqu’elle contient plus de
3000 molécules. Les sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles :

acycliques, bicycliques, tricycliques et polycycliques (Figures : 5).

Humuléne Viridiflorol Aromadendrene

(-)-Spathulenol Globulol Alloaromadendrene

Figure 5 : Structures de quelques sesquiterpénes
e Diterpénes Cy

Il existe environ 2700 diterpénes dans la nature, la majorité est sous forme cyclique.
Parmi les diterpénes linéaires, on rencontre la famille Phytane dont le phytol est le
représentant le plus connu dans la chlorophylle ou dans les vitamines K et E. Les diterpénes
cycliques sont des dérives du cyclophytane, le rétinol et le rétinal deux formes de la vitamine

A, sont les plus connus de cette famille (Figure : 6).

/‘\/\/‘\/\/‘\/\/‘\/CHZOH

Phytol
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N D

OH

Rétinol
Figure 6 : Structures de quelques diterpénes
e Sesterpénes Cys

Il existe plus de 150 Sesterpenes bien connus, parmi lesquels une trentaine posséde la
structure du furfurane, dérivé du : 3, 7, 11, 15, 19 - penta méthyl Eicosane. Plut6t rares dans

la nature, ils peuvent étre linéaires ou cycliques (Figure : 7).

A~ AA Ao

Figure 7 : 2, 6, 10, 14, 18- penta méthyl Eicosane
e Triterpénes Cs

Il existe plus de 1700 Triterpenes dans la nature, dont la majorité est sous forme tétra
cyclique ou penta cyclique. La forme acyclique étant trés rare. Le squaléne (triterpene
acyclique) est le précurseur des autres triterpenes et aussi des stéroides végétaux. La pluparts
des triterpénes sont des alcools sous forme libre, ou glycosides (les saponines) ou esters. Les
triterpenes libres sont des composants principaux des résines ou du latex des végétaux
(Figure : 8).

Figure 8 : Structure du squaléne

e Tétraterpénes Cao

Les caroténoides sont des Tétraterpénes, les plus typiques étant les apocaroténoides et

les diapocaroténoides (Figure : 9).
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Figure 9 : Structure chimique du - Caroténe

e Polyterpénes

Ils se composent en général de plus de huit unités d’isopréne ; ils se trouvent souvent
sous deux formes isomériques cis et trans. Le cis poly-isoprene se trouve dans le caoutchouc
indien, alors que le trans poly-isoprene est la partie principale de gutta-percha. Les vitamines

K1 et K2 et la vitamine E sont des polyterpénes comptant plus de 10 unités d’isoprene

(Figure : 10).
CH, CH2
< AN / } n

c—— C

e N on,

Figure 10 : Structure d’un polyterpéne (caoutchouc naturel).

e Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivés du phenylpropane sont moins fréquents, mais

néanmoins trés importants: eugénol, anéthol, vaniline etc. (Figure : 11)

H O o
/\/O\ oo N
CH
7= o OH
Eugénol Vaniline Anétole

Figure 11 : Structures de quelques composés aromatiques
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Ces composés aromatiques constituent un ensemble important, car ils sont
géneralement responsables des caractéres olfactifs et organoleptiques des huiles essentielles :
par exemple, I'eugénol est responsable de I'odeur du clou de girofle (Syzygium aromaticum)
[Hurtel, 2006].

e Composés d’origines diverses

Ce sont des produits résultants de la transformation de molécules non volatiles. Ces
composés contribuent aux ardbmes de fruits. Compte tenu de leur mode de préparation, les
concretes et les absolues peuvent en renfermer. 1l en est de méme pour les huiles essentielles,

lorsqu'elles sont entrainables par la vapeur d'eau [Bruneton, 1999] (Figure : 12).

Z
AN e

CH50
Estragole Cinnamate de méthyle

Figure 12 : Structure de quelques arénes dérivées du phenylpropane

Il est important de signaler que parmi les HE, on peut rencontrer des huiles que I'on
pourrait qualifier de simples (riches en un composé prépondérant) ; de complexes (ne
possédant aucun composé prépondérant) et tous les intermédiaires sont possibles. L'un des
exemples typiques d'une huile simple est celui de I'huile de girofle qui contient au moins 80 %
d'eugénol et de petites quantités d'autres produits. Le cas extréme de complexité peut étre
illustré par I'huile de vétiver (Vetiveria zizanoides) qui contient une centaine de composants
[Boutamani, 2013].

1-4-2 Parametres de variabilité de la composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, au niveau de leur
composition ainsi que sur le plan du rendement des plantes d’origines. Cette variabilité est
fondamentale car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent étre
differentes [Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999 ; Benini, 2007]. Cette variabilité peut s’expliquer
par différents facteurs d’origine intrinseéque, spécifiques du bagage génétique de la plante ou

extrinséque ; liés aux conditions de croissance et de développement de la plante.

12
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e Facteurs intrinséques

Une huile essentielle doit étre rapportée au matériel botanique d’ou elle est issue pour
éviter toute dénomination trompeuse du matériel [Bruneton, 1999]. L’influence du stade
végétatif [Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999 ; Aprotosoaie et al., 2010], I’organe de la plante
[Chowdhury et al., 2009], les hybridations, les facteurs de mutation, la polyploidie [Garnéro,
1991] et le polymorphisme chimique [Garnéro, 1991 ; Belyagoubi, 2006] sont les principaux

facteurs intrinséques qui influencent la composition et le rendement des huiles essentielles.
e Facteurs extrinseques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles. La température, la lumiére, la pluviométrie et les conditions édaphiques
représentent des causes potentielles de la variation de la composition chimique d’une plante
aromatique donnée [Bruneton, 1999 ; Olle et Bender, 2010]. L’origine géographique
[Mohammedi, 2006 ; Marzoukia et al., 2009], les conditions de culture telles que : la date de
récolte, I’emploi d’engrais, et les techniques de récolte influencent aussi la composition et le

rendement des huiles essentielles [Benini, 2007 ; Aprotosoaie et al., 2010].

L’instabilité des constituants des huiles essentielles explique que la composition du
produit obtenu par hydrodistillation, soit le plus souvent différente de celle du mélange
présent dans le végétal. Pendant 1’hydrodistillation, 1’eau, 1’acidité et la température peuvent

induire I’hydrolyse des esters, des isomérisations, des oxydations, etc. [Lucchesi, 2005].

La méthode d’extraction, et I’état du matériel végétal [Bruneton, 1999 ; Pinto et al.,

2006 ; Benini, 2007] ;ainsi que le stockage du végétal avant distillation [Besombes, 2008]

influent aussi sur la composition et le rendement des huiles.

1-4-3 Biosynthése

Les principales familles des produits naturels qui se retrouvent comme constituants
principaux, des huiles essentielles sont les terpénes (mono et sesquiterpenes), prépondérant
dans la plupart des essences, et les composes aromatiques dérivés du phenyl propane. Tous
ces produits émanent de la photosynthese comme le montre la figure : 1-15. La biosynthése

des huiles essentielles se fait selon deux principales voies [Mann, 1987] :

13
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e La voie des phenylpropanoides qui aboutit a un trés grand nombre de substances
aromatiques via une séric d’acide, dont 1’acide shikimique d’ou son nom de: voie
shikimique, et de I’acide cinnamique. Les métabolites terminaux importants de cette voie
sont : les acides aromatiques suivants : salicylique, cinnamique et benzoique ainsi que leurs
dérivés esters, certains phénols (eugenols) et les coumarines. Quelques grandes familles
chimiques de molécules non volatiles comme les tannoides et les flavonoides se trouvent

incluses dans cette voie [Spurgeon et Porter, 1981].

e La voie des terpénoides, en effet les terpenes sont issus d’une voie métabolique secondaire
de I’acide mévalonique nommé aussi : la voie mévalonique [Henrich et al., 1983], leur
biosynthése végétale prend son origine au niveau de I’acéthyl-coenzyme A, 1’acide pyruvique
produit du métabolisme des sucres se transforme en acéthyl-coenzyme A (Figure: 13).
L’étude des meécanismes réactionnels régissant la biosynthese des terpenes a montré

I’existence de plusieurs étapes [Lamarti et al., 1994].
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Co, + HO _%, Photosynthése —— Sucres + O,
Chlorophylle

Métagolisme des sucres

!
: }

[ Acide shikimique ]

[ Acide pyruvique ]

;

[ Acétyl coenzyme A ]

!

Acide mévalonique

liil [Phénylpropanesetlignanes ]

[ Terpéne ] [ Acides gras ][ Acétogénines ]

o ¢} o e OH

Limonéne B- Thujaplicine Coumarine Eugénol

Figure 13 : Biosyntheése des constituants chimiques des huiles essentielles.
[Garneau, 2004]

La premiere étape est une condensation de type Claisen entre deux molécules
d’acéthyl-coenzyme A conduisant a I’acétoacéthylCoA [Nait Achour, 2012].

Premiére étape :

O O

) 0O M
)k * )k —_— SCoA
SCoA

Acétoacétyl CoA
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La deuxiéme étape est une réaction d’aldolisation entre une 3™ molécule

d’acéthylCoA et I’acétoacéthylCoA. L’hydrolyse et la réduction par NADPH (Nicotine
Adénine Dinucléotide) conduisent alors a 1I’acide mévalonique.
Deuxieme étape

(] O

(@] o fe) OH
)k M — w
SCoA * SCoA SCoA SCoA
e OH
0 )J\X/\
D e -
HO OH HO O-P

2/ NADPH

Acide mévalonique

Une pyrophosphorylation par ATP (Adénosine Triphosphate), suivi d’une
déshydratation et d’une décarboxylation par une ¢limination concertée permettent d’atteindre
les deux intermédiaires en Cs, qui sont les bio-précurseurs des terpenes, le pyrophosphate
d’isopentenyl (IPP) qui est en équilibre par simple transfert de proton avec le pyrophosphate
de diméthylallyl (DMPP).

Le pyrophosphate d’isopentenyl (IPP) et le pyrophosphate de diméthylallyl (DMPP).

L \
- -
HOM_P — o-P o-P

IPP DMPP

Le pyrophosphate d’isopentenyl (IPP) réagit alors avec le pyrophosphate de
diméthylallyl (DMPP) pour donner le pyrophosphate de geranyl (GPP), qui est le point de
départ de tous les monoterpenes et les terpénoides [NAIT ACHOUR, 2012].

Le pyrophosphate de géranyl (GPP) point de départ des monoterpenes:

(o-p o-P o

Pyrophosphate de géranyle

/

Monoterpénes/ Terpénoides
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Le pyrophosphate de farnésyl (FPP) qui est le point de départ de tous les
sesquiterpenes est obtenu par la condensation entre le pyrophosphate d’isopentenyl (IPP) et le

pyrophosphate de géranyl (GPP).

Le pyrophosphate de farnésyl (FPP) point de départ des sesquiterpenes :

O-P
O-P
AN
- — D
X
Farnésylpyrophosphate
O-P
Géranylpyrophosphate

Sesquiterpenes/Terpénoides

Le géranyl-géranyl pyrophosphate (GGPP) qui est le point de départ de tous les
diterpénes, est obtenu par la condensation entre un pyrophosphate d’isopentenyl (IPP) et un

pyrophosphate de farnésyl (FPP).

Le géranyl-géranyl pyrophosphate (GGPP) point de départ des diterpénes :

Géranyl géranyl pyrophosphate

Farnésylpyrophosphate /

Diterpénes / Terpénoides
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La dimérisation réductive a I’aide de NADPH de deux unités de pyrophosphate de
farnesyl (FPP) ou géranyl-géranyl pyrophosphate (GGPP) conduit a la formation des tri et

tétra terpénes.

La formation des tri et tétra terpénes :

;\\‘\5/ + Farnésylpyrophosphate

Farnésylpyrophosphate

Squaléne \

Triterpenes/ Terpenoides

Les différentes étapes de la biosynthése des terpénes sont illustrés par la Figure : 16
[Erman, 1985 in Nait Achour, 2012].
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OH

Acide mévalonique

COOH OH

/‘\/\ + OPPH

OPPH
Diméthylallyl
pyrophosphate Isopentl)lglgyrophosphate Cs
MPP
/‘\/\/‘\/\
Monoterpeéns < OPPH c
10
géranyl
pyrophosphate
GPP

triterpénes

Sesquiterpénes ————— /‘\W Czo

e
20PPH phytostérols

i

stéroides

Diterpénes - )\/\d\/& __» tetraterpénes C,q
4 OPPH l

caroténoides

géranyl farnesyl pyrophosphate

Sesquiterpénes —e—— W

4OPPH

polyprenyl pyrophosphate

phenols et rubbers - W

(n est généralement 2000 N OPPH

Figure 14 : Biosynthese des terpénes [Erman, 1985 in Nait Achour, 2012]
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1-5 Notion de chémotype

La composition chimique de I’huile essentielle de certaines plantes peut varier a
I’intérieur d’une méme espéce, ces variétés chimiques sont communément appelées :
Chémotype. Le mot chémotype est dérivé de chimiotype ou chimiovariété. Cette variation
peut se présenter d’un peuplement a ’autre ou d’un individu a 1’autre ; elle peut étre due a
des facteurs exogénes comme : 1’ensoleillement, la nature les composants du sol, la
température et 1’altitude, et au facteur endogene : la composition génétique des individus. Par
exemple le basilic cultivé en pleine lumiére a Madagascar a un taux de chavicol de 57 %,
alors que la méme plante cultivée a 1’abri de la lumiére en contient 74 % [Franchomme et

Penoel, 1990].

Cette variabilité peut étre influencée également par la situation géographique,
I’Eucalyptus globulus récolté au Brésil possede un taux de cinéole de 83,9 % [Maciel et al.

2010], alors que la méme plante récoltée en Algérie a un taux de 48 ,6 % [Daroui et al. 2010].
1-6 Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues avec des rendements tres faibles (environ 1%) ;
ce qui les rend des substances fragiles, précieuses et rares. Il existe différentes méthodes pour
les extraire, le choix de la méthode la plus adaptée se fait en fonction de la nature de la
matiere végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de 1’essence a extraire,

I’'usage de I’extrait et I’arome du départ au cours de 1’extraction [Samate Abdoul, 2001].

e Hydrodistillation

Méthode la plus anciennement utilisée, on immerge la matiére végétale dans un ballon
rempli d’eau placé sur une source de chaleur. On porte a ébullition, les vapeurs
chargées de molécules odorantes sont condensées dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité. Le systéme généeralement
utilis€é pour D’extraction est le Clevenger. La durée d’une hydrodistillation peut

atteindre plusieurs heures selon le matériel végétal utilisé (Figure : 15).
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Figure 15 : Montage d’extraction de type Clevenger.

https://www.phytochemia.com (consulté en 2017)

e Entrainement a la vapeur

C’est ’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des huiles essentielles, elle ne
met pas en contact direct le végétal et ’eau. De la vapeur d’eau fournie par une
chaudiére traverse la matiere végétale située sur une grille. Le mélange huile
essentielle-eau est véhiculé vers le condensateur et 1’essencier, ensuite il est séparé en
eau et huile. L’absence de contact entre I’eau et le végétal évite les phénomenes de

dégradation (Figure : 16).

.+
I eau froide
i |
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HE
hydrolat

cuve de cuve des serpentin de
production de plantes refroidissement
vapeur d'eau  aromatiaues et essencier

Figure 16 : Montage de I’entrainement a la vapeur.

www.inconscients.com_(consulté en 2017)
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e Extraction par CO; supercritique

Elle est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I’¢état liquide supercritique. Le CO, permet I’extraction dans le domaine liquide et la
séparation dans le domaine gazeux. Le CO, est liquéfié par refroidissement et
comprimé a la pression d’extraction choisie, il est ensuite injecté dans I’extracteur qui
contient le vegetal puis le liquide se détend pour se convertir a 1’état gazeux pour étre
conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant. L avantage de
cette méthode est d’¢liminer et de recycler le solvant et les températures basses ne
sont pas agressives pour les constituants les plus fragiles. Cette technique est utilisée
pour les essences difficiles a distiller [Martini et Seiller, 1999] (Figure : 17).

Figure 17 : Montage d’extraction par le CO;critique
http://tpe-huile-essentielle.e-monsite.com (consulté en 2017)

e Extraction assistée par micro-ondes

Elle a été développée au cours des dernieres décennies a des fins analytiques
[Wang et al., 2006]. La technique consiste a irradier par micro-ondes le végétal broyé
en présence du méthanol, solvant qui absorbe fortement les micro-ondes ce qui
permet I’extraction des composés polaires ou bien en présence de I’hexane qui
n’absorbe pas les micro-ondes ce qui permet 1’extraction des composés apolaires.
L’ensemble est chauffé sans atteindre [’ébullition durant de courtes périodes
entrecoupées par des étapes de refroidissement. Cette méthode permet d’obtenir de
bon rendements d’extrait, et de réduire considérablement la durée de la distillation
(Figure : 18).
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Montage dune distillation par micro-ondes

Figure 18 : Montage d’extraction assistée par micro-ondes.
(Source : Boutayeb, 2013)

e L’expression a froid

Réservée aux écorces d’agrumes, elle consiste a briser mécaniquement les
cellules sécrétrices pour récupérer les précieux liquides. Ce procédé réalisé a
température ambiante, consiste a dilacéré (procéder a de multiples petites coupures)
les zestes du fruit. Le contenu des poches sécrétrices est rompu puis récupéré en
exercant une action abrasive en présence d’eau sur toute la surface du fruit. Une fois
les déchets solides éliminés, I’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse dans

une centrifugeuse puis filtrée (Figure : 19).

e et e 208 ol gt

V=

[Huile essentielle du zeste récupérée apreés centrifugation]

Figure 19 : Schéma de I’extraction par expression a froid.

http://lessentieldeshuilesessentielles.e-monsite.com (consulté en 2017)
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e L’extraction par solvants volatils

Elle consiste a placer dans un extracteur un solvant volatil et le végétal.
Gréace a des lavages successifs, le solvant se charge en molécules aromatiques, il sera
alors envoyé au concentrateur pour étre distillé a pression atmosphérique. Les
solvants les plus utilisés sont : I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol, le méthanol, le
dichlorométhane et I’acétone [Kim et Lee, 2002]. Ces solvants ont un pouvoir
d’extraction plus ¢levé que 1’eau si bien que les extraits contiennent des composés
volatils ainsi que des cires, des pigments, des acides gras et d’autres composés
[Hubert, 1992]. L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de

Lichens-Nickerson (Figure : 20).

SoxhletLickens-Nickerson

Figure 20 : Extracteur de Soxhlet et de Lichens-Nickerson
(Source : Boutayeb, 2013]

1-7 Fonction, Propriété et utilisation des huiles essentielles

La fonction biologique des terpénoides des huiles essentielles demeure le plus
souvent obscure, toutefois ils ont un role écologique établi expérimentalement aussi
bien dans le domaine des interactions végétales comme agents allélopathiques,
notamment inhibiteurs de germination [AL Mousawi et al. 1975], que dans celui des
interactions végétales-animales comme agents de protection contre les prédateurs tels
que les insectes. Il est indiqué que les vapeurs des huiles essentielles d’Eucalyptus se
trouvant a la surface des feuilles réduisent la perte de I’eau et interviennent également
par leurs odeurs caractéristiques dans 1’attraction de pollinisateurs [Morrow et al.

1980].
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Par ailleurs, les huiles essentielles constituent une matiere premiere destinée a
divers secteurs; leurs multiples usages dans de nombreux domaines industriels
témoignent de leur grande importance en industrie ; notamment, I’industrie des
cosmetiques et parfum qui constitue le plus gros consommateur des huiles essentielles
[Shahi et al. 2009] ; elles sont utilisées comme matiere premiére de base, dans la
fabrication des parfums et d’autres produits cosmétiques [Fischetti, 2010].Dans
I’industrie alimentaire, les huiles essentielles sont utilisées pour rehausser le gotit des
aliments [Health, 1981], et pour la conservation grace aux effets anti-oxydants et
antimicrobiens de certains de leurs constituants [Shan et al., 2005 ; Burt, 2009]. Les
huiles essentielles représentent un outil thérapeutique tres efficace [Millet, 2010 et
Robard, 2010], elles entrent dans le traitement de différentes pathologies (digestives,
infecticuses...) pour leurs propriétés: anti-infectieuses, antalgiques, anti-
inflammatoires, sédatives, antimicrobiennes, antispasmodiques et anti- oxydantes
[Steflitsch, 2008 ; Bardeau, 2009 ; Le Hir, 2009 ; Harkat-Madouri, 2015 ; Mehani,
2015].

L’activité anti-oxydante des huiles essentielles est exploitée dans la lutte
contre le stress oxydatif qui est impliqué dans certaines maladies dégénératives
comme les cancers, la cataracte, les accidents vasculaires cérébraux, ’arthrose, les
maladies d’Alzheimer et de Parkinson [Behl, 1999 ; Rezaie, 2007]; les huiles
essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, origan et thym
possedent de puissants composés antioxydants [Jenner, 2003], le thymol et le
carvacrol sont les plus actifs [Ruberto et Baratta, 1996 ; Edriss, 2007].

Les huiles essentielles présentent également des propriétés cytotoxiques,
I’huile essentielle de Melissa officinalis s’est révélee efficace contre les cellules
cancéreuses humaines incluant les cellules leucémiques [Ait M’barek, 2007], ce sont
aussi des agents antimicrobiens a large spectre ; les huiles d’agrumes, de lavande, de
menthe, de genévrier, de ’arbre a thé, de thymus et d’Eucalyptus sont actives sur le
Staphylococus aureus résistant a la méthiciline [Billerbeck, 2008, Kempf et al., 2011],
et sur |’Enterococus faecium résistant a la vancomicine [May et al. 2000]. Enfin, les
huiles essentielles présentent des activités insecticides [Unlii et al., 2002 et Ayvaz et
al., 2010, Taleb-Toudert, 2015], elles sont utilisées dans la lutte biologique contre les

ravageurs, le plus néfaste de tous est le Varroa destructor, acarien parasite de 1’abeille
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domestique Apis mellifera. Les huiles essentielles de différentes plantes présentent
une activité de plus en plus grande sur le Varroa sans danger pour 1’abeille et les
produits de la ruche [Brodschneider et al., 2010, Chauzat et al., 2010, Guzman et al.,
2010, Vanengels et al., 2010]. Les bio pesticides a partir des huiles essentielles sont
caractérisés par leur faible rémanence, leur faible toxicité pour ’Homme et par leur
mode d’action sur les ravageurs [Miresmailli et al., 2006 ; Koul et al., 2008 ; Shahi et
al., 2009]. L’action des huiles essentielles sur les insectes et acariens cible leur

croissance, leur mue, leur fécondité et leur développement.
1-8 Analyse des huiles essentielles

1-8-1 Analyse des caractéristiques physico-chimiques

Selon Buchbauer (2000), c’est la connaissance détaillée des constituants de
I’huile essentielle qui ménera a une utilisation appropriée. Selon la pharmacopée
Francaise et Européenne, le contrble des huiles essentielles s’effectue par différents
essais. Ce contrble a pour but de définir les caractéristiques physico-chimiques de
I’huile essentielle ; ces caractéristiques propres a chaque huile seront ensuite utilisées
pour décrire I’huile essenticlle et servir de critére de qualité. Les méthodes de
détermination des caractéristiques physico-chimiques sont décrites dans le recueil de
normes publié par I’ Association Francgaise de Normalisation (AFNOR, 1996), qui sont
identiques aux normes internationales de [1’Organisation Internationale de
Standardisation (1SO, 1977).

La normalisation des huiles essentielles concerne :
- Les propriétés organoleptiques : couleur, aspect, odeur...

- Les caractéristiques physicochimiques : densité, indice d’acide, miscibilité dans

I’éthanol...
- Le profil chromatographique et la quantification relative des différents constituants.
1-8-2 Détermination de la composition des huiles essentielles par CPG/SM

Cette analyse concerne 1’identification qualitative et quantitative des différents
constituants des huiles essentielles. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est

la méthode de référence dans leur analyse, elle repose sur le principe de migration
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différentielle des constituants d’un mélange a travers une phase stationnaire (liquide
ou solide) et une phase mobile gazeuse, elle est utilisée pour ’analyse quantitative. La
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse CPG/SM est

utilisée pour I’analyse qualitative [Lahlou, 2004 ; Bourkhiss et al., 2007].
e Principe du couplage CPG/SM :

L’échantillon est introduit dans le spectromeétre de masse par la CPG sur
colonne capillaire, ainsi cette colonne est directement couplée a la source d’ions
permettant [’ionisation des constituants. Deux types d’ionisation: [’ionisation
chimique (IC) et I’ionisation par impact électronique (IE), cette derniére est la plus
utilisée car elle permet 1’étude systématique de la structure des ions moléculaires et

des fragments formés.

Le principe de la CPG/SM repose sur la séparation en phase gazeuse de
molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). A la sortie
de la colonne, les molécules arrivent au niveau de la source d’ionisation, elles entrent

en collision avec un flux d’électrons. Ces électrons leur arrachent un autre électron
formant ainsi des cations radicalaires (M+'). Ces ions peuvent a leur tour se
fragmenter et donner d’autres ions, on aura ainsi dans la chambre d’ionisation un
ensemble d’ions dont le plus léger est H et le plus lourd est M™" Ces cations

accélérés entrent dans 1’analyseur ou ils sont séparés en fonction de leur rapport
masse/charge (m/z). A la sortie, ils sont accélérés et déviés pour entrer en collision
avec le channeltron (dynode) ou ils sont convertis en dizaines d’électrons de plus
faible énergie. Ces électrons sont multipliés tout au long du channeltron, le cation qui
arrive va générer quelques dizaines d’¢électrons qui génerent une amplification allant

jusqu'a 108,

L’ordinateur enregistre les données et les convertit en valeurs de masses,
d’intensités de pics et en courant ionique total. Les spectres de masses ainsi obtenus
sont ensuite comparés avec ceux de produits de références contenus dans les
bibliotheques informatisées disponibles [NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library,
Wiley Registry of Mass Spectral Data, Adams] [Cavalli, 2000].
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1-9 Toxicité des huiles essentielles

La nature végétale des huiles essentielles les font souvent considéré a tort,
comme des produits inoffensifs or, si les huiles essentielles sont naturelles, elles ne
sont pas dénuées de toxicité. Pour certaines, la dose létale est méme tres basse ou
alors les effets secondaires sont trés importants. La dose létale de Corymbia citriodora
DLso est supérieure a 2,48 g/Kg chez le rat [Bonnafous, 2013]. Les huiles essentielles
contenant surtout des phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les
mugqueuses ; ce sont les huiles essentielles de : cannelle de Ceylan, menthe, clou de
girofle, basilic exotique et thym a thymol. Certaines sont dangereuses lorsqu’elles
sont appliquées sur la peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol
et en carvacrol), et allergénes (huiles riches en cinnamaldéhyde) [Smith et al., 2000].
Chez les enfants, certaines huiles essentielles sont interdites, notamment les huiles
riches en aldéhydes aromatiques : dermocaustiques et allergisantes, riches en cétones :

neurotoxiques, et riches en terpénes : fortes et agressives [Koziol, 2015].

L’administration de 10g d’eucalyptol peut entrainer la mort, et plusieurs cas d’effets
indésirables graves sont survenus a la suite d’une utilisation de produits cosmétiques a
base de 1,8-cinéole, de camphre et de menthol chez des enfants de 2 mois et demi a 4
ans [Koziol, 2015]. Il est donc impératif que les huiles essentielles ne soient pas a la
portée de tout le monde, qu’elles soient utilisées avec précaution et que ne devraient
étre délivrées en vente libre que celles qui sont particulierement diluées pour éviter
tout accident [Vassart, 2009].

1-10 Conservation des huiles essentielles

L’instabilité relative des molécules qui composent les huiles essentielles, rend
leur conservation délicate [Bruneton, 1993]. Trois facteurs interviennent dans leur
altération : La température : obligation de stockage a basse température (entre 8°C et
25°C). La lumiere : les stocker dans 1’obscurité et dans un récipient opaque brun de
préférence. L’oxygeéne : les flacons doivent étre entierement remplis et fermés de
fagon étanche, il est possible de recourir a I’adjonction d’anti-oxydants. La durée de

conservation admise est de 2 a 5 ans.
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1-11 Marché mondial des huiles essentielles

Ces derniéres années, le marché mondial des huiles essentielles est en nette
évolution. Quelque 3000 huiles essentielles sont connues, dont environ 300 sont d’une
importance commerciale [Bégin et al., 2000 in Bessah et al., 2015]. Les quantités
d’huiles essentielles produites dans le monde sont trés variables. La production
annuelle de certaines huiles essentielles est de 35.000 tonnes, alors que celle des
autres peut atteindre quelques kilogrammes [lIgbal, 1993 in Bessah et al., 2015]. Les
principaux importateurs et exportateurs en volume et en valeur sont la Chine, Hong
Kong et les Etats-Unis. La Chine domine le marché des exportations avec pres de
33% du marché mondial que ce soit en volume ou en valeur (période 2004-2014). Les
Etats-Unis sont les premiers importateurs mondiaux avec plus de 10% du marché
mondial des importations en volume ou en valeur durant la méme période. De
nouveaux pays émergent sur ces marches. Ainsi, I’Egypte connait une expansion
rapide des exportations en volume et en valeur durant la moyenne des deux périodes
considérées 1994-2003 et 2004-2014 avec un taux croissant annuel de 8% jusqu’a
2014. En valeur, I’Egypte prend la sixiéme position sur le marché mondial des
exportations au cours de la période 2004-2014, en passant de 2% a 6% du marché
mondial. Un autre pays tiers méditerranéen, le Maroc, gagne également des parts du
marché mondial des exportations atteignant 2,5% du marché en 2014
[llbert et al., 2016].

En Algérie, en dépit de la richesse floristique et tenant compte des
importations croissantes d’huiles essentielles et d’extraits de plante, il apparait que la
filiere des huiles essentielles et peu développée malgré les fortes potentialités ce qui
explique que notre pays reste absent de la scene internationale des échanges de plantes
aromatiques et médicinales. [Bessah et al., 2015, Ilbert et al., 2016].
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2-1 Description botanique

Les Eucalyptus ou gommiers, forment un groupe trés riche d’arbre du genre
Eucalyptus de la famille des Myrtacées, « eucalyptus » vient du grec, eu « bien » et calyptos
« couvert », car les pétales et sépales sont soudés ; « gommier » fait allusion a la gomme
résineuse rouge qu’ils exsudent quand ils sont blessés. Il porte aussi comme nom commun :

arbre au koala, arbre a fievre et huile de respiration.

Originaire d’Australie, le genre Eucalyptus a donné plus de 800 espéces, plusieurs
especes sont introduites dans différents pays, ou régnent des conditions climatiques adéquates,
car ce genre craint le froid ; leur nombre dépasse les 150 espéces, moins d’une trentaine sont
exploitées de fagon significative en plantation. A la fin des années 80 quatre espéces :
E. camaldulensis, E. globulus, E. tereticornis et E. grandis, occupent la moitié des surfaces
plantées [El Bridge et al., 1993].

L’Eucalyptus fut introduit en Algérie par les frangais a partir de 1850 avec 1’espéce
camaldulensis Dehn comme espéce pionniére. La plantation massive des Eucalyptus ne se
fera qu’a partir de 1865 pour I’asséchement des marais [Abderrahim. 1983]. L’espéce qui prit
une grande extension entre 1850 et 1870 [Boudy, 1952], est E. globulus. Labill (du nom de
Labillardiere qui la découvrit en 1800 en Australie). Pendant les années 60 a 70, les
reboisements a base d’Eucalyptus ont concernés 1’est, le centre et 1’ouest du pays et ce pour
répondre aux besoins nationaux en produits ligneux [Benazzedine, 2010]. Grace a leur facilité
d'adaptation, les especes E. globulus, E. camaldulensis, E. gomphocephala, sont les plus
répandues dans la région méditerranéenne [Metro, 1970] ; prés de 600 espéces sont connues
dans le monde [Foudil-Cherif, 1991].Certains Eucalyptus s’hybrident facilement entre elles
étant donné la facilité avec laquelle les graines de pollen se transférent d'une espéce a une
autre, d’ou I’Eucalyptus « algériensis » ce qui complique encore plus leur identification.
[Benazzeddine, 2010]

La classification systématique du genre Eucalyptus est réalisée par 1’AGP

(Angiosperms Phylogency Group).
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Embranchement Phanérogames
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicots

Sous classe Rosids-Eurosids 11
Ordre Myrtales

Famille Myrtacées

Genre Eucalyptus

La taille de cet arbre a feuilles persistantes, peut varier de quelques centimetres a plus
de 60 metres (le plus haut dépasse les 99 metres). Certains arbres sont a tronc unique (figure :
23), d’autres ont un tronc qui se divise au niveau du sol (Figure: 22). Les feuilles sont
bleutées recouvertes de glandes a huiles, elles ont pour particularité de changer d’apparence
en fonction de 1’dge de 1’arbre mais conservent toujours une orientation verticale. Les fleurs
d’Eucalyptus sont de couleurs variées (blanche, rose, créme, jaune ou rouge) selon 1’espéce et
présentent toutes de nombreuses étamines qui sont dans un premier temps fermées par un
opercule. Des fruits secs et bruns en forme de cones murissent sur les arbres et d’ou sortiront
des graines (figure: 21). La plupart des Eucalyptus possedent également des organes de
sauvegarde souterrains appelés lignotubes. Ces lignotubes se présentent sous forme de
renflements a la base du collet racinaire, ils contiennent des réserves glucidiques comme

I’amidon.

\

Les racines permettent a 1’Eucalyptus d'engendrer de nouvelles pousses; si une
perturbation majeure vient a détruire lI'appareil végétatif aérien de la plante, elles favorisent
donc la survie des especes d’Eucalyptus [Organisation des Nations unies pour 1’alimentation

et ’agriculture. 1982. Les Eucalyptus dans les reboisements. FAO, Italie].
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Figure 21 : Une branche d’Eucalyptus globulus avec des fruits

(Photo personnelle, 2014)

Figure 22 : Eucalyptus a tronc qui se divise au sol : Eucalyptus globulus
(Photo personnelle, 2014)
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Figure 23 : Eucalyptus a tronc unique : Eucalyptus globulus
(Photo personnelle, 2014)

2-2 Propriétés et intéréts des huiles essentielles d’Eucalyptus

La croissance rapide de I’Eucalyptus en fait une essence de choix pour le reboisement
anti-érosion. Cette espéce a été choisie en Algérie pour constituer les plantations, dont la
production est destinée pour 1’alimentation des usines de pate a papier [Villagran et Kadik,
1981]. Un Eucalyptus peut produire en 20 ans ce qu’un pin d’Alep produit en 60 ans. En
foresterie, les arbres produisent généralement tous les 80 a 100 ans, alors que 1’Eucalyptus
produit tous les 15 ans. Les foréts d’Eucalyptus sont capables de jouer un réle primordial dans
la filiere du bois, et diminuer ainsi en grande partie les importations de ce produit vital a

I’économie [Meziane, 1996].

Il joue un réle dans 1’équilibre écologique, dans les régions productives de fruits, il
améliore la pollinisation des arbres fruitiers et grace a sa croissance rapide et sa taille
imposante il forme une haie qui protege le verger des vents froids ou chauds. Toutefois,
I’Eucalyptus possede le défaut majeur correspondant & sa qualité principale : « I’avidité en
eau », jusqu'a 300 litres par jour pour un seul individu. Lorsqu’il est plant¢é en zone peu
humide et en monoculture intensive, il asséche les cours d’eau et les nappes phréatiques et il

épuise les sols instables.
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L’Eucalyptus assaini également les marais, ce qui a permis de réduire les populations
de moustiques et par conséquent, les epidémies de malaria. Les vapeurs antiseptiques que

dégagent ses feuilles et son bois éloignent les insectes nocifs.

Herbier médicinal, 1’Eucalyptus gréce a sa composition chimique et a son principe
actif qui est le 1,8-cinéole possede des vertus considéerables : astringents, hémostatiques,
fébrifuges désinfectants, antiseptiques, 1'un des meilleurs remedes contre 1’inflammation
chronique de la muqueuse gastrique et de la muqueuse intestinale. C’est un puissant
antiseptique des voies respiratoires, il soigne les bronchites, la grippe, la tuberculose
pulmonaire et 1’asthme. Il est employé comme désinfectant pour laver les plaies, les brilures
et les ulcéres de la peau. Excellent antiseptique, il soigne les infections urinaires et
I’inflammation de la vessie [http//crittercrossing.org/bienfaits-effets-bio/eucalyptus].

En industrie, le cinéole est utilisé comme additif au carburant pour moteurs de voiture,

il assure une meilleure miscibilité du mélange éthanol/carburant.

En parfumerie, I’huile essentielle d’Eucalyptus entre dans la composition de certaines
eaux de Cologne et lotions aprés rasages, le citronellal est utilisé quant a lui dans la
production de parfum de haute gamme. L’a et B pinéne sont utilisés dans la synthese de
dérivés terpéniques utilisés dans les industries de la parfumerie et des arébmes. Les formes
habituelles d’utilisation traditionnelles de 1’Eucalyptus sont : les infusions, les décoctions des

feuilles et les fumigations.

Par ailleurs, les Eucalyptus en général possédent une toxicité aigue par voie orale, la
majorité et qui sont couramment utilisés posséde une dose létale DLsy comprise entre 2 et 5
g/Kg, les mémes observations peuvent étre faites pour les constituants de 1’huile essentielle
d’Eucalyptus, en effet rares sont ceux qui ont une DLsy < 2g/Kg, le thujone, pulégone et
carvone possedent les DLsp respectives suivantes: 0,2 g/Kg, 0,47 g/ Kg et 1,64 g/Kg
[Benazzeddine, 2010].

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est interdite chez les enfants et les femmes
enceintes, le pouvoir expectorant tres asséchant des Eucalyptus est a prendre avec précaution
chez les asthmatiques. Les huiles riches en eucalyptol (1,8-cinéole) vont stimuler les glandes
digestives et vont augmenter les sécrétions gastriques d’ou I’apparition d’ulcere gastrique lors
d’intoxication aux huiles essentielles [Koziol, 2015]. L’eucalyptol est la substance toxique

majeure, il est testé neurotoxique (épileptogene) a forte dose (LDso = 1,7 g/Kg chez le rat), les
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organes ciblés sont : les poumons, le systéme nerveux central et le systeme gastro-intestinal
[Aouadhi, 2010]. Enfin, Les huiles essentielles d’Eucalyptus peuvent provoquer des bralures
gastriques, des nausées et vomissements, de la tachycardie ainsi qu’une hypertension, des
suffocations, et une parésie cérébrale. Deux cas de déces ont été constatés a fortes doses en
Australie a la suite d’une ingestion de 3,5 ml d’huile essentielle d’Eucalyptus pour 1’un et 4 a
5 ml pour I’autre [Devincenzi, 2002]. L’intoxication a lieu le plus souvent par voie orale, mais

elle peut aussi se faire par voie locale.
2-3 Activités biologiques des Eucalyptus

L’effet insecticide des huiles essentielles d’Eucalyptus par contact, ingestion et par
fumigation a été bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposees, de nombreux
travaux ont porté sur I’amélioration des formes d’utilisation des plantes qui permettent de
renforcer leur activité insecticide [Ismane, 1994]. En effet I’huile essentielle d 'Eucalyptus
globulus posséde un effet bio insecticide contre le bruche du haricot [Goucem - Khelfane,
2014], sur les larves L4 Culex pipiens [Aouati, 2015], et sur le bruche de niébé
[Taleb-Toudert, 2015]. On a enregistré 1’efficacité de 1’huile essentielle d’Eucalyptus
camaldulensis pour protéger le riz stocké contre Sitophilus oryzal (Coleoptra : Gelechiidae)
[Togola et al., 2014]. Les huiles d’Eucalyptus citriodora, globulus et staigriana présentent
une activité insecticide assez importante  [Benazzeddine, 2010 ; Ribeiro et al., 2014 ;
Slimane et al., 2014 ; Aouati, 2015].

Contre Varroa destructor parasite des colonies d’abeilles, plusieurs travaux ont été
menés sur l’effet toxique de certaines essences d’Eucalyptus, en effet, I’huile
d’E. globulus et d’E. robusta montre une bonne efficacité contre ce parasite
[Gendé et al., 2010 ; Shengping et Lihua, 2011].

Contre les champignons, les huiles des Eucalyptus : globulus, citriodora, robusta et
saligna indiquent une activité antifongique contre différents champignons [Ramzani et al.,
2002 ; Sartorelli et al., 2007; Benseddik et Khenfer, 2015].

Contre les bactéries, des tests biologiques sur 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles de différentes especes d’Eucalyptus sur diverses souches de bactéries se sont

révélées positives [Kebsi, 2011; Mehani et Segni, 2014].
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2-4 Constituants des huiles essentielles d’Eucalyptus

Les HE du genre Eucalyptus ont fait ’objet d’un grand nombre d’études dans différentes
régions du monde notamment dans les pays du Maghreb. Nous avons classé les huiles des

especes originaires d’Algérie, de Tunisie et du Maroc en fonction de leur composition et de

leur origine (Tableau 1).

Tableau 1 : Composition Chimique d’Eucalyptus originaires d’Algérie de

Tunisie et du Maroc

Eucalyptus ssp

Origine

Composés des HE

Références

E. astringens

Tunisie

1,8-cinéole (60%)
limonéne (14,5%)
a-pinéne (6,7%)

Cimanga et al., 2002

1,8-cinéole (43,7%)
a-pinéne (21,3%)

Elaissi et al., 2012

a-pinéne (29,8%)
1,8-cinéole (17,3%)
viridiflorol (11,22%

Hamdi et al., 2015

E. botryoides

Maroc

1,8-cinéole (18,4%)
p-cyméne (12,6%)
a-pinene (9,4%)

Elaissi et al., 2011

E. camaldulensis

Algérie

p-cymene (22,5%)
spathulenol (22 ,05%
crypton (16,79%)

Nait- achour, 2012

Tunisie

1,8-cinéole (20,6%)
a-pinéne (9,4%)

Jemaa et al., 2012

E. cinerea

Tunisie

1,8-cinéole (79,2%)
a-pinéne (4,1%)

Sebei et al., 2015

Tunisie

1,8-cinéole (70,4%)
a-terpinéol (10,3%)

Elaissi et al., 2010

E. cladocalyx

Algérie

Benzaldéhyde (31,8%
1,8-cinéole (25,23%)
trans-pinocarveéole
(7,81%)

Nait-Achour, 2012

E. diversifolia

Tunisie

1,8-cinéole (37,23%)
trans-pinocarveéole
(7 %)

Elaissi et al., 2012

E. elaephora

Algérie

1,8-cinéole (81,9%)

Nait-Achour, 2012

E. erythrocorys

Tunisie

1,8-cinéole (54,8%)
a-pinéne (7,8%)

Ghnaya et al., 2013

E.globulus

Algérie

1,8-cinéole (47,05%),
p-cymene (3,48%),
a-pinéne (7,69 %),
globulol (8,65)

Taleb-Toudert, 2015
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E.globulus

Algérie

1,8-cinéole (55,3%),
spathulenol (7,4%),
a-terpinéol (5,5%)

Harkat-Madouri et al.,
2015

Maroc

1,8-cinéole (22,4%),
limonene (7,0%),
solanone (6,1%),
B-pinene (5,2%)

Derwich et al., 2009

E. gradilis

Tunisie

1,8-cinéole (71,6%)
a-pinéne (18,2%)

Marzoug et al., 2010

E. lehmannii

Tunisie

1,8-cinéole (18 %)
p-cymeéne (12,3%)
spathulenol (12.3%)

Jemaa et al., 2012

Tunisie

1,8-cinéole (49,1 %)
a-pinéne (26,4 %)

Marzoug et al., 2010

E. leucoxylon

Tunisie

1,8-cinéole (77,8 %)
a-pinene (5,9%)

Marzoug et al., 2010

E. maidenii

Tunisie

1,8-cinéole (83,6 %)
globulol (3,6%)

Marzoug et al., 2010

Tunisie

1,8-cinéole (20,9 %)
a-pinene (7,3%)

Elaissi et al., 2010, 2012

E. odorata

Tunisie

Crypton (20,9%)
p-cyméne (16,7%)

Elaissi et al., 2010, 2012

E. oleosa

Tunisie

1,8-cinéole (41,2 %)
a-pinéne (21,8%)

Marzoug et al., 2010

E. ouata

Maroc

1,8-cinéole (41,6%)
trans-pinocarvéole
(13,8 %)

a-pinéne (13,5%)

Elaissi et al., 2011

E. platyrus

Tunisie

1,8-cinéole (22,5 %)
spathulenol (11,2%)
a-pinene (9,4%)

Elaissi et al., 2010, 2012

E.radiata

Algérie

1,8-cinéole (68,34%)
a-terpinéol (14,42%)
globulol (6,13%)

Taleb-Toudert, 2015

E. rudis

Tunisie

1,8-cinéole 19,9 %)
a-pinene (14,9%)

Jemaa et al., 2012

E.salmonophloia

Tunisie

1,8-cinéole 59,3 %)
a-pinéne (10,7%)

Marzoug et al., 2010

E. salubris

Tunisie

1,8-cinéole (71,3%)
trans-pinocarvéole
(6 %)

Marzoug et al., 2010

E. sideroxylon

Algérie

1,8-cinéole (33,5%),
p-cymeéne (12,27%),
a-pinéne (3,83 %),
spathulenol (11.48%)

Nait-Achour,2012

Tunisie

1,8-cinéole (80,8%),
a-pinene (5,8%),
limonéne (3,3%)

Elaissi et al., 2012

On remarque que la composition chimique de I’huile des différentes especes

d’Eucalyptus est remarquablement riche en oxyde monoterpénique 1,8-cinéole avec un taux
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qui varie entre (17.3 — 83.6 %), ce composé qui reste un marqueur spécifique aux huiles
essentielles de ce genre a travers le monde. L’alpha-pinene est le deuxiéme composé
majoritaire de ce genre avec des variations plus ou moins importantes ; les quantités sont
inférieures a celle du 1,8-cinéole pour la majorité des espéces reparties dans différentes
régions du Maghreb avec un taux d’alpha pinéne qui varie entre (3.83 - 29.8%). Cependant
I’espéce E. camaldulensis d’Algéric avec une composition de p-cymene (22.5%),
spathulenol (22.05 et crypton (16.79%) et celle de Tunisie E. odorata avec la composition
crypton (20.9%), p-cymene (16.7%) sont des espéces a dominance « p-cymene, spathulenol,

crypton », et « crypton, p-cymeéne » respectivement.

Ces différences qualitatives et quantitatives dans la composition chimique des huiles
essentielles peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que la situation géographique, les
effets climatiques des plantes, la saison de la récolte, la nature du sol, I'age des parties de
plantes (jeunes ou adultes), I'état du matériel vegétal utilise(frais ou sec), la partie de la plante
utilisée, le temps de collecte, le lieu de séchage, la température, la durée de séchage, les
parasites et la méthode d’extraction [Bruneton, 1999].

2-5 Evaluation de la toxicité des Eucalyptus par I’approche des Bio- essais

Le processus d’obtention d’un composé pharmacologiquement pur et actif a partir
d’une plante médicinale est souvent long et fastidieux ; 1’approche classique tend a donner
des constituants qui peuvent étre obtenus facilement et en grande quantité. Malheureusement,
ces composés ne sont pas actifs dans les plantes médicinales [Christophersen et al., 1991],

c¢’est pourquoi, les chercheurs privilégient désormais 1’approche des bio-essais.

Les bio-essais peuvent étre definis comme des tests qui sont utilisés, pour détecter
I’activité biologique d’un extrait obtenu a partir d’un organisme vivant [Hamburger et
Hustettmann, 1991]. Ces tests sont connus sous le nom de : bio-essais de paillasse ; le dosage
doit étre simple, rapide, reproductible et relativement peu colteux. Le test de létalité des
crevettes de saumures (Brine Shrimp Lethality Assay : BSL) est sans doute le plus largement
utilise parmi les différents bio-essais qui existent [Mac Laughlin et al., 1998, Quazi Saheli et
al., 2017].
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2-5-1 Test de Létalité des Crevettes de Saumures
(Brine Shrimps Lethality Assay : BSL)

Les Artemia sont tres répandus dans les eaux dont le taux de salinité est supérieur a la
normale, et sont rejetés sur les cotes par le vent et les vagues. Ils se présentent sous forme de
petits grains apparemment inactifs qui ont la capacité d'entrer en période de latence. Notons
qu'il est possible d'élever des Artemia dans un milieu artificiel. Au niveau commercial, la
présentation d'Artemia se fait sous la forme de cystes (ceufs) déshydratés sous vide en boite de

conserve pour faciliter le stockage [Mousseux, 1995].

Les ceufs de la crevette de saumure (Artemia salina) sont viables pendant plusieurs
années lorsqu’ils sont maintenus dans un état sec. Lorsque les ceufs sont placés dans 1’eau de
mer, ils éclosent dans les 48 heures pour fournir un grand nombre de larves (nauplii) qui

restent tres actives pendant au moins 24 heures (Figure 24).

Ce test a été utilisé par Michael et al., (1965) et développé plus tard par Vanhaecke et
al., (1981) et Sleet et Brendel (1983). Il a été utilisé pour la détection des : toxines fongiques
[Harwig et Scott, 1971], les toxines de cyanobactéries [Jaki et al., 1999], cytotoxicité [Mac
Laughlin et al., 1991 ; Pelka et al., 2000], les métaux lourds [Martinez et al., 1998] et les
pesticides [Barahona et Sanchez Fortun, 1999]. Ce test a 1’avantage d’étre rapide (ne prend
que 24 heures), peu colteux (les ceufs et les matériaux utilisés ne sont pas chers), et seule une
petite quantité d’échantillon (quelques milligrammes) est nécessaires, en outre, les défenseurs
des droits des animaux ne s’opposent pas a I’utilisation des invertébrés dans le travail

expérimental.

L'efficacité ou la relation concentration-mortalité du produit végétal est habituellement
exprimée sous la forme d'une concentration létale médiane (CL50). Ceci représente la
concentration du produit chimique qui engendre la mort de la moitié des sujets d'essai apres
un certain temps d'exposition et est déterminé par la méthode de régression linéaire a partir de
la représentation du pourcentage de mortalité par rapport au logarithme correspondant de la
concentration (% mortalité) = f (concentration) [Meyer et al., 1982; Ahmed et al., 2010;
Moshi et al., 2010].
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Figure 24: Male et femelle Artemia

2-5-2 Choix du solvant

Dans le test de létalité des crevettes de saumures (BSL), les solvants les plus usuels
sont : le méthanol, 1’éthanol, tween 20 et le diméthylsulfoxide (DMSO), ils sont utilisés pour
dissoudre les différents composés. Malheureusement, il y a un seuil a partir duquel les
solvants peuvent étre toxiques et vont donc interféré dans les résultats expérimentaux. Pour
éviter ceci, des concentrations permises de ces solvants ont été identifiées, le test BSL a
permis d’évaluer la toxicité de ces solvants contre A. salina, aprés 24 heures, la concentration
maximale pour ces solvants (v /v) est : CLso pour : DMSO (8,5 %), (6,4 %) pour méthanol,
(3,4 %) pour éthanol et (2,5 %) pour tween 20 (tween 20 est un détergent qui peut aider a
dissoudre les huiles se trouvant dans les produits naturels). Le DMSO est le solvant le moins
toxique et le plus sdr donc le plus adéquat dans ce test comparé aux autres solvants [Geethaa
etal.,, 2013 ; Chao, 2014].

2-5-3 Critéres de test de toxicité

La toxicité des extraits de plantes exprimés en valeurs de CL50 est couramment
valorisée soit par rapport a I’indice de toxicité de Meyer, ou a l'indice de toxicité de Clarkson.
Selon l'indice de toxicité de Meyer, des extraits avec des CL50 <1000 pg / mL sont considérés
comme toxiques, tandis que les extraits avec CL50> 1000 ug / mL sont considérés comme
non toxiques [Meyer et al., 1982 ; Grupta et al. 1996 ; Santos et al., 2003].

Le critere de Clarkson pour I'évaluation de la toxicité d'extraits végétaux est illustré

dans le tableau 2.

40



Chapitre Il Description des Eucalyptus

Tableau 2 : Critéres de toxicité des extraits vegetaux
[Clarkson et al., 2004]

CL50 (pg/mL) Etat des extraits végétaux
> 1000 Non toxiques
500 — 1000 De faible toxicité
100 - 500 Moyennement toxiques
0-100 Hautement toxiques
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3-1 Description des abeilles

L’abeille domestique ou abeille a miel, Apis mellifera est un insecte de 1’ordre des
Hyménopteres, qui comprend plus de 100 000 especes et qui stockent des réserves alimentaires
(miel et pollen) pour survivre aux saisons d’hivernage [Alphandery et Alphandery, 1945 ; Brisset
et al., 1946 ; Delayens et Bonnier, 1946 ; Raymondis, 1947 ; Grasse, 1951 ; Chauvin, 1968 ;
Bertrand, 1972 ; La fleche, 1981]. Elle appartient a la grande famille des apoides, dont les
membres ont pour caractéristiques communes de posséder une langue pour recueillir le nectar,
de disposer sur les pattes arriere d’un astucieux systéme pour entreposer le pollen et d’étre

poilus (Figure : 25).

Figure 25 : Morphologie d’une abeille

(UNAF Abeilles sentinelles : www.abeillesentinelle.net. Consulté en 2014)
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3-2 Abeilles Algériennes

En Algérie, on a des races d’abeilles rustiques et autochtones (c’est-a-dire des races

originaires du pays), et des races introduites.
3-2-1 Races autochtones

I1 existe en Algérie deux races ou sous especes d’abeilles autochtones :
-L’abeille Saharienne ou Apis mellifera Sahariensis [Baldenperger, 1922].
- L’abeille Tellienne ou Apis mellifera Intermissa [Buttel-Reepen, 1906].

La race Intermissa est la plus répandue, son aire de répartition s’étend sur toute 1’ Afrique
du nord, du Maroc a la Tunisie [Cornet et al., 1988 ; Grissa et al., 1990 ; Barour et al., 2011 ;
Loucif - Ayad et al., 2014]. Cette abeille est trés précieuse, car ¢’est une race primaire qui

peut servir pour les croisements. La position systématique de cette race est :

Embranchement Arthropodes
Sous embranchement | Mandibulates
Classe Insectes

Sous - classe Ptérygotes
Ordre Hyménopteres
Sous - ordre Apocrites
Section Aculéates
Famille Apidés

Genre Apis

Espéce Apis mellifera
Sous — espece Apis mellifera Intermissa

3-2-2 Races introduites

Des races Européennes ont été introduites en Afrique du nord, ce sont: Apis
mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasaca et Apis mellifera
carnica. L’introduction d’abeilles étrangéres a pour conséquences inévitables 1’apparition de
familles de races croisees, plus agressives et plus actives que des abeilles de races pures
[M. Ahmim, 2008)].
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3-3 Communauté des abeilles

Tres tot, et pour éviter que la chasse au miel ne détruise et ne perturbe les colonies
d’abeilles, I’apiculteur a creé la ruche. La ruche a cadres mobiles [la ruche Langstroth] a fait
considérablement progresser 1’apiculture en la rendant plus précise. Cette ruche fut inventée
en 1844 par le Frangais M. Debeauvoys et perfectionnée par I’Américain Langstroth

(Figure : 26).

I 1
Figure 26: Ruche Langstroth (I: photo: wikipedia, Il: photo personnelle)

Les abeilles vivent dans les ruches en colonie. Elles forment une société trés organisee.

Une colonie comprend trois sortes (castes) d’abeilles adultes (Figure 27):
e Ouvriére :

L’espérance de vie des ouvriéres varie selon les saisons : de 30 a 50 jours pour les
abeilles au printemps et en été, a plusieurs mois pour celles qui naissent a I’automne et
permettent a la colonie de survivre a I’hiver et de redémarrer le cycle. Au fur et a mesure de
leur existence et de leur maturation, les ouvrieres changent de role. Les activités d’une

ouvriere a partir de son éclosion peuvent étre résumées comme suit :
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[ Emergence de I'abeille ] e Nettoyeuse puis ventileuse
(les trois premiers jours)
(nettoie les cellules, aére les
ruches et asseche le nectar

Nourrice, ciriere et ventileuse
(3*™au 10°™ jour)

Meurt a : (nourrit les larves, aére les ruches et

(5 a 7 semaines) construit les rayons de la ruche

Butineuse de : ) -
Gardienne, magasiniere

pollen, nectﬁr et de (11 au 20°™ jour)
propolis <

(2 partir du 21°™ jour)

e Reine :

La reine a pour unique mission d’assurer le renouvellement permanent des membres
de la colonie, elle passe tout son temps a pondre, c'est elle qui donne naissance a toute les
abeilles de la ruche. Elle peut pondre jusqu'a 2000 ccufs par jour. Elle se distingue des
ouvriéres par sa taille, elle mesure 18 a 20 mm (les ouvriéres 14 a 15 mm), son thorax est plus
large et son abdomen est plus long (Figure : 27). Dans de bonnes conditions, elle peut vivre

quatre a cing ans.
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N

Ouvriere

Male

Figure 27 : Différentes castes des abeilles [source : internet, 2015]

La reine est issue d’un ceuf placé dans une cellule spécifique, la larve est nourrit
exclusivement de gelée royale. La reine élimine ses rivales et au bout de quelques jours, elle
s’envole pour étre fécondée : c’est le vol nuptial. Elle connait plusieurs accouplements avec
différents males, les faux-bourdons. Lorsque sa spermathéque est pleine, elle retourne dans la
ruche, dont elle ne sortira plus. Quelques jours apres sa fécondation, la reine commence a
pondre. Les ouvrieres sont issues d’ceufs fécondés, les faux-bourdons d’ceufs non fécondés
déposés dans des cellules plus grandes. Les ouvriéres entourent constamment la reine en

veillant sur elle, la nourrissant et la nettoyant tout le temps.

Au bout de quelques jours, I’ceuf éclos, débute alors le stade larvaire. Au gém jour, les
larves sont devenues grandes, les ouvrieres ferment alors leur cellules par un opercule de cire.
Quelques jours plus tard, la larve se transforme en nymphe. Huit jours plus tard, I’abeille
rompt ’opercule et s’extrait de sa cellule. Le couvain représente 1’ensemble des ceufs, larves

et nymphes qui se retrouvent dans un rayon de la ruche (Figure : 28).
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a : jeune larve issue de I'éclosion d'un oeuf. De a a e : croissance de la larve. En e : fermeture
de I'alvéole dans laquelle se trouve la larve. En f : nymphe (phase de métamorphose de
I'insecte). En g : Imago adulte sortant de I'alvéole.

Figure 28 : Grandes étapes du développement communes aux trois castes d’abeille.
[Source : Internet, 2015]

e Faux-bourdons :

Les faux-bourdons (ou abeilles méales) sont plus trapus, plus velus que les ouvriéres.
Ils naissent uniquement au printemps, leur nombre est de quelques centaines dans une colonie.
Leur role est de féconder la reine. Ceux qui y parviennent en meurent : leur appareil génital
est arraché lors de la fécondation. Incapables de butiner, ils puisent dans les réserves de miel
de la ruche. A I'automne, quand la nourriture devient moins abondante, les faux-bourdons

sont tués ou expulsés de la ruche. Ne sachant pas se nourrir seuls, ils meurent.
3-4 Ruche au fil des saisons

Le nombre d’individus de la colonie varie selon la saison et la force de chaque ruche.
Ce nombre est de 20 000 a 60 000 individus durant la belle saison (printemps), et il chute a
15000 jusqu'a 5000 en hiver [Ravazzi, 1996].

Au printemps, les abeilles sortent de la ruche et commencent a butiner dés les
premiéres floraisons. La reine reprend ses pontes, et de jeunes abeilles remplacent celles de
I’hiver. C’est : la phase de développement.
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En mai — juin, les abeilles sont tres nombreuses (plus de 40 000) ; les ouvriéres élevent
alors les larves de reines. Peu avant la naissance, la vieille reine quitte la ruche avec une partie

des abeilles et crée une nouvelle colonie. C’est : la phase d’essaimage.

Du printemps au miliecu de 1’été, les abeilles profitent au maximum des fleurs

melliferes pour stocker le miel.

En aodt, la reine réduit sa ponte, la colonie diminue, les faux-bourdons sont expulsés

de la ruche, c’est : la phase de préparation a I’hivernage.

En automne, les abeilles butinent les derniéres fleurs, la reine reprend sa ponte pour

faire naitre les abeilles qui traverseront 1’hiver.

En hiver, les abeilles restent a 1’abri dans la ruche. La colonie est réduite et se serre en
grappe autour de la reine qui a cessé de pondre, se nourrissant sur les réserves accumulées au
printemps, la température est maintenue au centre de la grappe a 34°-35°C. C’est : la phase
d’hivernage [Prost, 1990].

3-5 Role écologique de I’abeille

La plante mellifére est une plante qui sécréte du nectar ou du miellat, substance a
partir de laquelle I’abeille fait son miel telles que : les fleurs des arbres fruitiers, amandiers,
abricotiers, les Eucalyptus, la lavande.... Si toutes les plantes a fleurs produisent du pollen,
toutes ne produisent pas du nectar tel : la rose ou le géranium. La pollinisation désigne la
fécondation indispensable a la production sexuée des plantes a fleurs. Les abeilles
domestiques, Apis mellifera jouent un role primordial dans les diverses phases de la vie de
nombreuses especes végétales et animales. Elles contribuent a maintenir la chaine des

écosystémes [Straub, 2007].

Les abeilles maintiennent 1’équilibre de la biosphére terrestre en présentant de

nombreux intéréts dont :

e La pollinisation : elles représentent de 65 a 95 % des insectes pollinisateurs [Gallai et al.,
2009 ; Moritz et al., 2010 ; Rader et al., 2009] ;

e Le maintien de la diversité génétique [Anderson et al., 2011 ; Krupke et al., 2012] ;

e La production du miel, de la propolis, de la gelée royale, du pollen, et de la cire.
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Ainsi donc ces petites blcheuses que sont les abeilles, représentent non seulement une
importance économique mondiale; mais aussi par effet de transition constituent une source
intarissable d’effets bénéfiques pour la santé humaine [Bogdanov, 2006]. Si I’abeille arrivait
a disparaitre, c’est tout un écosystéme qui sera déstabilisé et beaucoup d’especes végétales et

animales disparaitront.
A ce propos, la célebre citation d’ Albert Einstein:

«Si abeille disparaissait de la surface du globe, I’homme n’aurait plus que quatre années

avivre» — Albert Einstein.

3-6 Miel et produits de la ruche

Le miel contient du sucre , des sels minéraux, des vitamines, et des oligo-éléments qui
lui conférent un intérét nutritif bien plus supérieur a celui des sucres raffinés de cane et de
betterave. 1l posséde des vertus médicinales connues depuis bien longtemps. Au V° siécle
avant J.C, Hippocrate, célébre médecin grec prescrivait le miel pour lutter contre la fiévre, les
infections respiratoires, et soigner les blessures cutanées.....Aujourd’hui, les vertus
antibactériennes [Recrosio, 2010], anti-inflammatoires [Tomczak ; 2010], anti-oxydantes
[Cooper, 2007 ; Hegazi et al., 2009 ; Tomczak, 2010], antifongiques [Koc et al., 2011] et
cicatrisantes[Al- Waili et al., 2010] du miel sont scientifiquement prouvées.

La propolis, sorte de mastic fabriqué par les abeilles a partir de résine végétale ;
servant de désinfectant contre les bactéries pour la ruche, présente plusieurs propriétés
biologiques : antifongiques [Sosa, 2007], cicatrisantes [Pessolato et al.,, 2011],
immunomodulatrices  [Orsatti et Sforcin, 2011], anticancéreuses [Chen et al., 2011],

antiparasitaires [Monzote et al., 2011] et antibactériennes [Orsi et al., 2011].

La gelée royale posséde des vertus revitalisantes remarquables ; enfin la cire tres
prisée avant ’emploi de la paraffine, entre dans la composition de produits de traitements du

bois et de certains cosmétiques.
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3-7 Maladies de I’ Abeille

Les abeilles subissent depuis une dizaine d'année des pertes importantes dans
I'ensemble des régions du monde. Les causes ne sont pas toujours idéalement établies. Les
disparitions ont atteint de 50 % a 90 % des populations selon les lieux de la planéte [Dupont,
2007].Le Syndrome d'effondrement des colonies d'abeilles ou CCD (pour I'expression
anglaise «Colony Collapse Disorder») est le nom donné a un phénoméne en premier lieu
nomme «syndrome de disparition des abeilles» ou aussi «Fall-DwindleDisease» (maladie du
déclin automnal des abeilles). Ce phénomeéne touche les abeilles et par contrecoup, la
production apicole dans une grande partie du monde. Ce syndrome d'effondrement décrit le
fait que des abeilles domestiques, subitement, a n'importe quelle époque (sauf en hiver ou la
ruche est en quasi-sommeil) ne rentrent pas dans leur ruche. L'absence de cadavres dans la
ruche ou a proximité est le second critére définissant ce nouveau syndrome [Van Engelsdorp
et al., 2006]. Des disparitions d'ouvriéres ont déja été observées par le passé, mais elles ont en
2007 des caractéristiques nouvelles jugées alarmantes par le MAAREC (Mid-Atlantic

Apiculture Research and extension Consortium) [Johnson, 2007].

- les abeilles "disparaissent™ massivement, fait nouveau et particulierement anormal chez ces

insectes sociaux ;
- les pertes sont brutales : une colonie entiére peut disparaitre en une seule nuit ;
- aucune explication satisfaisante n'a été trouvée.

Curieusement, la reine abandonnée semble en bonne santé et fréquemment continue a pondre,
tandis qu'il n'y a plus assez d'ouvriéres pour s'occuper du couvain. Les quelques abeilles
restées dans la ruche (de jeunes adultes) semblent manquer d'appétit et la production de miel
chute fortement.

Parmi les pistes étudiées ou évoquées, les nombreuses maladies qui menacent la vie
des abeilles, les plus dangereuses sont: I’acariose et la nosémose, qui touchent les abeilles
adultes, la loque Américaine et la loque Européenne, qui touchent le couvain, enfin les
mycoses et la varroase communes aux couvains et aux adultes [Fernandez et Coinneau,
2007].Toutefois, I’augmentation de la pression environnementale a laquelle sont exposées les
colonies d’abeilles domestiques est soupgonnée d’étre a la base de leur déclin a 1’échelle

mondiale [Paxton, 2007 ; Grixti et al., 2009 ; Whitehorn et al., 2012]. D’autres facteurs tels
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que les prédateurs, les parasites, les résidus des pesticides, la monoculture qui engendre la
perte de la diversité génétique [Henry et al., 2012 ; James & Xu, 2012] contribuent a
I’affaiblissement et la disparition des colonies d’abeilles [Van Engelsdorp et al., 2009 ; Van
Engelsdorp & Meixner, 2010].

Le Varroa, et spécifiguement Varroa destructor (Acari: varroadae) [Anderson &
Truman, 2000], parasite habituel de I'abeille domestique ayant été véhiculé sur I'ensemble des
continents par des transferts d'abeilles reproductrices ou de ruches, reste une des causes
initiales ou partielles envisageables comme affaiblissant les abeilles et propageant des

infections virales associées [Chauzat et al., 2010 ; Topolska et al., 2010 ; Martin et al., 2012].
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Le Varroa destructor [Anderson et Trueman, 2000] est un acarien ectoparasite de
I’abeille asiatique Apis cerana, qui au milieu du 20°™ siécle est passé sur I’abeille domestique
Apis mellifera [Oldroyd, 1999]. La présence de ce parasite chez d’autres groupes d’insectes a
été mentionneée, toutefois, elle ne participe pas a son cycle biologique [Kevan et al., 1990].
Cet acarien est ’agent de la varroase qui est une parasitose de I’abeille mellifére. Le
V.destructor est un ectoparasite phorétique et obligé de 1’abeille, c'est-a-dire qu’il vit sur le
corps externe de I’abeille (ectoparasite), se déplace d’une colonie a I’autre en étant transporté

par I’abeille (Phorétique) et il ne peut se développer chez d’autres hotes que I’abeille

[Simoneau, 2004].
4-1 Historique

Edward Jacobson découvrit un acarien parasite des abeilles Apis cerana de I’ile de
Java en Indonésie. Ce parasite fut décrit pour la premiére fois par Oudemans qui lui a donné
le nom : Varroa jacobsoni en hommage a son découvreur [Oudemans, 1904]. Le passage de
Varroa de son hote originel Apis cerana a son nouvel hote Apis mellifera, a eu lieu au cours
des années 1940 ou 1950 [Grobov, 1976]. La propagation de ce parasite fut trés rapide, et ce
n’est qu'en 1966 que I’on signale officiellement le danger et les dommages potentiels pour
I’apiculture provoqués par I’extension de ce parasite. Les échanges internationaux d’abeilles
(colonies, reines) ont fait que la présence de Varroa dans les ruches devient de plus en plus

mondiale.

Aujourd’hui, peu de régions sont épargnées par I’infestation des colonies d’Apis
mellifera par ce parasite. L’ Australie est un des territoires resté indemne ainsi que, 1’ile sud de

la Nouvelle Zélande et certains pays Africains [Faucon et al., 2007].

En 2000, Anderson et Trueman séparent I’espece d’acarien connue sous le nom de
Varroa jacobsoni en deux especes distinctes : le parasite responsable de la varroase chez
I’abeille Apis mellifera est : Varroa destructor, I’autre espéce qui parasite 1’abeille Apis
cerana est : Varroa jacobsoni. La relation entre le parasite et Apis cerana est actuellement en
¢tat d’équilibre, si bien que Varroa jacobsoni ne constitue pas aujourd’hui une menace pour

A. cerana [Donzé ; 1995 in Wendeling ; 2012] (Tableau 3), (Figure : 29).
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Figure 29 : Repreésentation des deux espéces de Varroa : (a et b) : vues dorsales et
ventrales de Varroa jacobsoni, (c et d) : vues dorsales et ventrales de V. Destructor
[Anderson et Trueman, 2000].

Tableau 3 : Différences entre Varroa destructor et Varroa jacobsoni

V.destructor V. jacobsoni

Anderson et Truman, Oudemans, 1904 Références
2000
Abeille A.mellifera A. cerana asiatique
Delfinado-
Taille plus grand plus petit Baker et Hook,
1989

Se reproduit dansle | Se reproduit dans le

Développement

couvain des faux-
bourdons et des
ouvriéres

couvain des males
d’Apis. cerana.

Infeste I’abeille
asiatique et ne se
reproduit pas sur
A.mellifera Européenne

Anderson ,2000

Anderson, 1994

Analyse de
I’ADN

Différente de celle de

V. jacobsoni

Différente de celle de V.

destructor

Anderson, 1999

En Algérie, le Varroa qui parasite 1’abeille A. mellifera Intermissa est le Varroa

destructor [Belaid, 2011]. Anderson et Trueman(2000) attribuent au Varroa destructor la

classification suivante :
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Regne Animalia

Embranchement Arthropoda

Sous embranchement | Chelicerata

Classe Arachnidae

Sous classe Acari

Ordre Mesostigmata

Sous ordre Anactinotrichida (parasitiformes)
Famille Varroidae

Genre Varroa

Espece Varroa destructor

4-2 Morphologie de Varroa destructor

Varroa destructor ressemble a un petit crabe aplati. La femelle de couleur rouge a

marron foncé mesure de 1,2 a 1,8 mm de long sur 1,5 a 1,6 mm de large, son corps est

recouvert de nombreuses soies, et ’extrémité de ses pattes est munie de ventouses pour

s’agripper aux abeilles (Figure : 30). Sa forme plate est bien adaptée pour se loger entre la

nymphe et les parois de 1’alvéole ainsi que sur le corps de I’abeille adulte [Le conte et Faucon,

2002]. L’appareil buccal de la femelle est de type piqueur-suceur.

e S e s

Figure 30: V. destructor femelle adulte (wiki media, 2010)

Les méles ne sortent jamais des alvéeoles. Ils sont blancs jaunatres, plus petits que la

femelle, ils mesurent entre 0,75 a 0,92 mm de longs sur 0,70 a 0,91 mm de large. Leurs

appareils buccaux ne sont pas adaptés a la succion de I’hémolymphe de 1’abeille [Fernandez

et Coineau, 2007], les Varroa males sont donc incapables de se nourrir seuls, sensibles a la

déshydratation, ils meurent apres I’émergence de 1’abeille adulte [Moritz et Jordan, 1992].

Jusqu'a présent, on ne connait aucun prédateur a cet acarien [Riondet, 2010] (Figure : 31).
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Figure 31: V. destructor male adulte (wiki media, 2010)
4-3 Cycle de vie de reproduction de Varroa destructor

La femelle Varroa se nourrit par piqlre de I’hémolymphe (le sang) de I’abeille. La
reine, les ouvriéres et les faux-bourdons sont tous touchés et a tous les stades de leur
développement (larve, nymphe, abeille adulte). La durée de vie d’un parasite est adaptée au
cycle de vie de I’abeille. En été, la femelle Varroa vit entre un et deux mois, en hiver, entre
six et huit mois. Le male meurt aprés I’accouplement [Shutler, 2014]. Le cycle du

développement du Varroa comporte deux périodes :
e Période hors couvain :

Elle est appelée phorétique, pendant cette période 1’acarien est sur 1’abeille adulte
(Figure : 32). Cette période est courte, environ une semaine quand il y a de I’¢levage, mais
trés longue jusqu'a quatre mois en absence de couvain. Il se nourrit de ’hémolymphe de
I’abeille et D’affaiblit. Pendant la phorésie, la transmission de la varroase se fait par le
butinage, la dérive, le pillage et surtout I’essaimage [Ellis et Zettelnalen, 2010]. La phorésie
constitue une phase d’attente, en attendant I’infestation du couvain pour un nouveau cycle de
reproduction [Al Ghzawi, 1993 in Wendling, 2012].
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Abeille avec vimroa mar le dos

Figure 32 : V.destructor sur abeille adulte (source : 1a santé de 1’abeille)
e Période dans le couvain :

La femelle Varroa se loge dans une cellule occupée par une larve juste avant son
operculation, elle est appelée : femelle fondatrice, elle se place sous la larve dans la bouillie
larvaire, et en cas de forte infestation, plusieurs femelles peuvent se loger dans la méme
alvéole. Elle préfere les cellules de couvain méle qu’elle distingue a 1’odeur [Colin, 1982 et
Iftandis, 1988].

La femelle pond de deux a huit ceufs, le premier pondu 60 heures apres operculation
donnera un méale [Laurent et Santas, 1987 et Donze, 1998], les autres des femelles toutes les
30 heures environ [Iftandis, 1988, in Donze, 1995]. Une fondatrice peut effectuer plusieurs
cycles de ponte, elle atteint 1’age adulte en 7 a 8 jours, le méle Varroa atteint 1’age adulte en 5
a 7 jours [Colin, 1982 et Robaux, 1986].

Avant que I’abeille ne sorte de la cellule, les méles doivent féconder les femelles,
seules les femelles fécondées peuvent parasitées les abeilles adultes et survivre en dehors du
couvain. Les males ainsi que les femelles non fécondées ne survivent pas, quand la jeune
abeille adulte émerge, ils meurent de faim ou de déshydratation et sont jetées par les ouvrieres
au fond de la ruche lors du nettoyage de la cellule. Le Varroa peut ensuite étre facilement

transporté par les abeilles d’une colonie a une autre, et le cycle de reproduction recommence

(Figure : 33).
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Pose de l'oeuf par la reine,

=
o s | <

cellule ouverte.

21 jours apreés la pose de l'oeuf 8 jours aprés la pose de l'oeuf

La Jeune abellle sort de la cellule parasitée par Entrée d'une femelle fondatrice
des feamelles Varroa, D'autres cellules pourront Varroa 15h avant operculation
atre parasitées, Male et Immatures ne sont pas de la cellule par détection de s|-

viables et sont éliminés lors du nettoyage gnaux olfactifs

< 7

12-20 jours apreés la pose de l'oeuf 9 jours apreés la pose de l'oeuf
Les Jeunes femelles Varroa sont ma La collule est operculée - le Var
tures sexuelloment aprds 5 &4 6 jours roa commence 4 so nourrir de la

et sont donc fécondées par le Varroa \ ’
mdle. &

lymphe.

10-11 jours aprés la pose de l'oeuf
La fondatrice pond 1 ocuf toutes les
A0h dans la cellule (d'abord 1 male
puls des fernelles).

Figure 33 : Principales étapes du cycle de reproduction de Varroa [Martin, 1994]
4-4 Evolution de P’infestation de Varroa destructor

L’augmentation de la population de Varroa suit celle de la colonie d’abeille, la
situation devient critique en fin d’été quand le couvain diminue alors que le rythme de
reproduction de Varroa continue. L’infestation est a son minimum en hiver, elle augmente au
cours de la saison apicole ou les cellules du couvain male sont beaucoup plus infestées que
celles du couvain des ouvrieres et elle atteint son paroxysme en automne [Boot, 1995 et
Calderone, 2001].

La maladie provoquée par la prolifération de Varroa est appelée : la varroase ou
varroose. C’est une maladie contagieuse affectant les abeilles a tous les stades de leur

développement, causant affaiblissement et effondrement des colonies.
4-4-1 Effets du V.destructor sur I’abeille

Le Varroa se nourrit de I’hémolymphe, il prive 1’abeille de nombreuses cellules
sanguines et de protéines [Colin, 1989]. La gelée produite par les nourrices est alors de moins
bonne qualité ce qui nuit au developpement du couvain [Pinto et al., 2011]. Les ailes sont

déformées [Bowen-Walker et al., 1999] (Figure : 34), le poids des abeilles infestées baisse
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sensiblement [Schneider et Drescher, 1987 in Belaid, 2010] (Figure 35). La durée de vie des
abeilles est réduite, car le parasite diminue leur capacité de vol ainsi que leur activité dans la
ruche, c’est I’action mécanique de Varroa [Fernandez et Coinneau, 2007]. L’effet de Varroa
le plus dévastateur est son action vectrice qui est la transmission des maladies d’une colonie a
une autre, qui peuvent étre virales ou bactériennes lors des pigdres [Simoneau, 2001]. Ainsi la
varroase est souvent associée au développement d’autres maladies telles que : la maladie des
ailes déformée, la paralysie aigue [Bowen-Walker et al., 1999], et la loque [Allipi, 1991 in
Vandame, 1996].

Figure 34 : Abeille avec des ailes déformées [source : L’abeille du XX° siécle]

Figure 35 : Abeille saine (a gauche) et abeille parasitée par Varroa (a droite) peu de
temps avant 1‘éclosion (Photo Bee Research, ALP)
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4-4-72 Effet de Varroa destructor sur la colonie

La colonie d’abeille parait normale quand ’infestation par Varroa est faible, mais
lorsque I’infestation est importante on assiste a une diminution brutale du nombre d’abeille.
L’expression clinique la plus caractéristique est la présence d’abeilles trainantes au sol,
certaines ont les ailes écartées, déformées, le corps peut étre noir dépourvu de poils, le
couvain est en mosaique et il parait négligé, des alvéoles ouvertes et des alvéoles vides
(Figures : 36 et 37).Les réserves en miel et pollen apparaissent disproportionner par rapport a
la force de la colonie. La mort de la colonie survient la plus part du temps pendant 1’hiver
[Wendeling, 2012]

Figure 36: Couvain d’ouvriéres parasité par V. destructor (The Food and
Environment Research Agency, UK, 2010 in Wendeling, 2012).

Figure 37:Famille de Varroa dans une cellule. On apercoit la tache blanche des
excréments (Photo Bee Research, ALP).
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4-5 Moyens de lutte contre le Varroa destructor

4-5-1 Evaluation de I’infestation par Varroa destructor

Il existe trois facons pour évaluer I’infestation par Varroa, directement dans le
couvain, directement sur les abeilles et indirectement par la chute naturelle de Varroa. La
méthode visuelle est trop imprécise, toutefois elle peut donner une impression générale du

degré d’infestation [Develin, 2001 in Giovenazzo, 2011].

e Examen du couvain : cette méthode consiste a prélever les acariens qui se trouvent dans
les cellules du couvain operculé, elle donne une idée sur le taux d’infestation de celui-ci, en
effet 50 a 90 % des Varroas se trouvent dans les cellules operculées du couvain [Rosenkranz
et al., 2010]. L’opercule protége ainsi la plus grande partic de la population lors de

I’application des traitements ponctuels peu rémanents.

e Examen de I’abeille : le principe est de ramasser 150 a 300 abeilles par colonie , les mettre
dans un bocal contenant de 1’alcool ou bien de I’eau plus un détergent, agiter et compter le
nombre de Varroa tombé. Leur pourcentage par rapport aux abeilles prélevées nous donne le
degré d’infestation de la colonie [Cantin, 2012].Un Varroa visible sur une abeille égal 5 a 10

Varroa présents dans le couvain [Martin, 1994].

e Chute naturelle : sur le plancher de la ruche, on place un plateau enduit de graisse protégé
d’une grille pour empécher le nettoyage spontané des ruches par les abeilles. Cette méthode
est plus représentative son avantage est qu’on puisse récolter les Varroa morts a n’importe
quelle période de I’année [Labeste, 2013, Ghomari, 2014]. Elle est plus précise que les deux
précédentes, elle ne nécessite pas 1’ouverture de la ruche. C’est une méthode qui consiste a
établir un taux moyen de Varroa par jour, ainsi 24 Varroa observés sur six jours = 4 Varroa /

jours [Rosenkranz et al., 2010].

Hors les périodes de traitement, les valeurs de comptage considéerées comme
compatibles avec une bonne viabilité de la ruche ne devraient pas dépasser les bornes
suivantes, étant admis que la chute d’un Varroa tous les deux jours traduit la présence de 50

Varroa dans la ruches [Rosenkranz et al., 2010].
¢ Printemps : %2 Varroa / 24 heures, ou 1 Varroa / 100 abeilles.

¢ mi - juin : 5 Varroas/ 24 heures, ou 3 Varroa / 100 abeilles.
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¢ mi - juillet : 10 Varroas / 24 heures ou 3 Varroa / 100 abeilles.
¢ Aout: 25 Varroas / 24 heures ou 5 Varroa / 100 abeilles.

En toutes situation, un comptage supérieur a 25 Varroa /jours impose un traitement immédiat

et impératif pour la survie de la colonie [Barbancon, 2012].
4-5-2 Lutte par traitements acaricides

Le controle du parasite Varroa destructor a été réalisé par I’utilisation d’acaricides
efficaces contre 1’acarien et tolérés par 1’abeille Apis mellifera [Wendeling, 2012]. Les
qualités recherchées pour un traitement sont: une bonne efficacité vis-a-vis de 1’agent a traiter,
une innocuité pour 1’abeille, n’entrainant pas une résistance, une innocuité pour le

manipulateur et ne contamine pas les produits de la ruche [Colin, 2011 in Wendeling, 2012].

Les acaricides les plus utilisés dans le monde sont a base de fluvinate
[Apistan® ,Klarton®], d’amitraz [Apivar], de fluméthrine [Bayvarol®] et de coumaphose
[Perizin®]. Ces produits ont une activité comprise entre 50 et 99 % et dans la pluparts des cas
seuls les Varroa phorétiques sont accessibles par ces substances thérapeutiques [Faucon et al.,
2007]. Malheureusement, 1’apparition de la résistance de Varroa a été constatée dans
plusieurs pays surtout vis-a-vis du fluvinate [Apistan®, Klarton®]. D’autres acaricides ont
I’inconvénient de laisser des résidus importants dans les cires d’abeilles tels que le Perizin qui
se retrouve dans les cires et nuit au développement des larves d’abeilles [Bacher, 2006].
L’alternance des molécules accroit 1’action du traitement, et actuellement il est nécessaire de
faire deux traitements, le premier en fin de récolte du miel et le second en hiver ou on a un

faible nombre de couvain.
4-5-3 Lutte par traitements alternatifs

Ces traitements « biologiques » ont une efficacité plus irréguliere et plus faibles que
les acaricides, toutefois, leurs résidus présentent moins de nocivité pour la santé, ils
permettent d’élargir la palette des traitements et de réduire 1’apparition de résistance de

Varroa [Clement, 2011]. Ces traitements se font soit :

- Par application d’acides organiques qui sont présents naturellement dans le miel tels que :
I’acide formique et 1’acide oxalique [Adjlane, 2016]. La manipulation de ces produits

nécessite beaucoup de précautions et un respect du protocole d’utilisation, car ils ont montré
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une toxicité pour I’Homme et pour 1’abeille. Le mode d’application de I’acide oxalique est :
dégouttement, pulvérisation [Imdorf et al. 1997], évaporation [Imdorf et al. 2003], ou bien par
insertion de bandelettes [Boucher, 2004]. L’application de I’acide formique se fait par
insertion de bandelettes imbibées, il est conseillé en hiver car un traitement au printemps

augmente la concentration de 1’acide formique dans le miel [Bogdavov et al., 2002].

- Soit par application des huiles essentielles extraites directement des plantes comme le
traitement par fumigation du Thym [Ghomari et al., 2014] et le traitement par la méthode
« pose des langes » en utilisant 1’huile essentielle d’Eucalyptus seule ou mélangée a d’autres
huiles essentielles [Labeste,2013 ; Habbi-Cherifi, 2014]. Le thymol ayant donné les meilleurs
résultats [Imdorf et al., 1999], plusieurs acaricides a base de thymol ont fait leur apparition et
sont utilisés pour la lutte contre Varroa, les plus courants sont : Apilifvar®, Apiguard® et

Thymovar®.

Plusieurs travaux ont été effectués par les chercheurs du monde entier notamment en
Algérie, afin d’étudier I’efficacité des huiles essentielles contre Varroa destructor des abeilles
(Tableau 4).

Tableau 4 : Huiles essentielles utilisées contre VVarroa destructor

Huiles essentielles Références
Thym commun Razafindrazaka, 2011
Romarin
Eucalyptus (gommier bleu) Habbi- Cherifi. 2014
Romarin '
Thym commun Ghomari et al., 2014
Eucalyptus (gommier bleu)
Geranium
Origan
Anis
Lavande
Oranger
Lavande
Laurier et Thym
Clou de girofle
Geranium
Lavande
Vetiver
Palmarosa
Eucalyptus (gommier bleu)
(camomille sauvage) Eguaras et al., 2005
Eucalyptus (gommier bleu) Ruffinengo et al., 2001

Imdorf et al., 1999

Damani et al., 2009

Labeste, 2013
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orange amere, citronnelle Abdelwahab et al., 2006
Menthe

Eucalyptus (gommier bleu)
Marjolaine Ariana et al., 2002
Cumin
Ail Abdelhalim et al., 2006
Basilic
Orange Nageh et al. 2011
Geranium
Anis

Clou de girofle Maggi et al., 2010

Maggi et al., 2011

Romarin

Thym commun Ghasemi et al., 2011
Eucalyptus camaldulensis

Thym commun Refaei, 2011

Basilic

Eucalyptus globulus
Thym commun
Origan

Girofle

Ail Mahmoud et al., 2014
Olive

Samataro et al., 1998

4-5-4 Lutte par traitements mécaniques

La méthode de la lutte mécanique est de plus en plus utilisée, I’apiculteur peut lui-

méme réaliser ces différentes techniques telles que :

-Equiper les ruches d’un plateau grillagé pour que les Varroa qui chutent au fond de la ruche

restent prisonniers de ces plateaux [Labeste, 2013, Ghomari et al., 2014].

- Bloquer la ponte de la reine ainsi on perturbe et on interrompt la multiplication des femelles

Varroa [Giacomelli et al., 2016].

- Retirer et détruire le couvain des méales apres operculation, ce qui permettra de diminuer
I’infestation [Calderone, 2005].

- Former de jeunes nucleis par essaimage, ainsi la quantité de Varroa sera répartie entre deux

colonies ce qui réduira le taux d’infestation [Charriere et al., 1998 in Wendeling, 2012].

4-5-5 Lutte contre V. destructor et axes de recherches
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La recherche s’oriente vers 1’utilisation des champignons dont 1’effet acaricide contre
Varroa semble prometteur [Rodriguez et al., 2009], la sélection d’abeilles tolérantes ou
résistantes au Varroa [Burel, 2012], et enfin I’utilisation de bio pesticides qui se basent sur la
découverte de virus qui s’attaqueraient au Varroa et épargneraient l'abeille, toutefois la

culture de ces virus reste problématique [Tardieu, 2009].
4-6 Apiculture et Varroa destructor en Algérie

Au cours de ces derniéres années, on a remarqué un affaiblissement et une mortalité
inhabituelle des colonies d’abeilles dans plusieurs pays du monde notamment en Algérie
[Van Engelsdorp et al., 2010 ; Boucher, 2009 in Adjlane, 2012]. En 2010, I’Algérie comptait
environ 1,2 millions de colonies d’abeilles mais dont le rendement restait trés faible [Adjlane,
2012]. Les maladies qui figurent sur la liste des maladies des abeilles & déclaration obligatoire
en Algérie sont: la varroase, les loques (Américaines et Européennes), la nosémose et
I’acariose. Le principal agent responsable de la mortalité des colonies d’abeilles en Algérie
est : Varroa destructor [Adjlane, 2012]. Cet acarien a. fait sa premiere apparition en Algérie
en 1981 [De Favaux, 1981], précisément dans les ruchers de la région de Souk Ahras venant a
partir des abeilles ramenées de Tunisie. La Tunisie a, elle, été contaminée par des colonies
d'abeilles importées de Roumanie. Le Varroa a causé beaucoup de dégats au niveau des
ruchers nationaux, en effet plus de la moitié avaient un niveau d’infestation dans le couvain
dépassant le seuil tolérable ; estimé & 15% dans une colonie saine [Wilkinson et Smith, 2002
in Adjlane, 2012].

Depuis, plusieurs études ont été menées en Algérie pour trouver les meilleurs moyens
pour combattre V. destructor et minimiser ainsi, ses effets néfastes sur notre cheptel apicole
en préservant 1’abeille et les produits de la ruche [Aliouane et al., 2009 ; Belaid, 2011 ;
Benseghir, 2010 ; Adjlane, 2012 ; Ghomari, 2014 ; Habbi- Cherifi, 2014 ; Koumad, 2015 ;
Nedji, 2015].

Le présent travail s’inscrit dans I’effort commun aussi bien national que mondial, pour

la lutte contre ce parasite et la préservation de la richesse apicole terrestre.
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Le présent travail a pour objectif général la valorisation des HE du genre
Eucalyptus. L’étude s’est intéressée a trois espéces : E. robusta, E. sideroxylon et
E.globulus récoltées a 1’arborétum de Draa Naga, forét de « Djebel EI Ouahch »,
Constantine. Le travail d’extraction et de 1’évaluation de ’activité biologique a été
réalisé au laboratoire de Pharmacologie et de Toxicologie de I’université des Fréres

Mentouri Constantine 1.
La partie expérimentale se présente sous forme de deux grandes parties :

ela premiére partie est consacrée a I’étude analytique des huiles essentielles,
I’extraction des huiles essenticlles des espéces végétales, le calcul du rendement la
détermination des propriétés physicochimiques et la détermination de leur
composition chimique par la chromatographie en phase gazeuse couplée a une
spectrométrie de masse CPG/SM ont été détaillés.

ela deuxiéme partie est consacrée aux tests biologiques, la toxicité des huiles
essentielles a été évaluée par le test de létalité de la crevette de saumure (Brine
Shrimp Lethality Test BSL) et I’activité acaricide des huiles essentielles sur I’acarien
des abeilles Varroa destructor par le test de la méthode « pose des langes » ou
« couvre fonds », qui a été réalisées dans le rucher « Boufernana »de la coopérative

« El Fadjr » située dans la commune de Azzaba, wilaya de Skikda.

Deux méthodes ont été mises en ceuvre pour exploiter statistiquement les
résultats de 1’analyse CPG/SM 1’analyse en composantes principales (ACP) et la
classification ascendante hiérarchique (CAH). Le traitement statistique de ’activité

acaricide des HE est fait avec le test t-Student.

Le schéma général suivi lors de la réalisation de ce travail de recherche est

résumé dans la figure 38.
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Plante

Extraction par hydrodistillation

Huile essentielle

Composition chimique

Etude biologique

CPG/ISM

Propriétés physicochimiques

Propriétés
organoleptiques

Rendement

Analyse
ACP et CAH

Indice d’acide

Indice de réfraction

Activité acaricide Toxicité des
contre HE
Varroa destructor Test BSL

Densité

Analyse statistique

Le test t-Student

Miscibilité a I’éthanol

Présence du 1.8-cinéole

Figure 38 : Schéma général de I’expérimentation
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| ETUDE ANALYTIQUE

5-1 Présentation de la zone d’étude

Les trois especes étudiées E. robusta, E.sideroxylon et E.globulus ont été
récoltées en avril 2012 et en avril 2014 au niveau de 1I’Arboretum de Draa Naga dans
la forét de « Djebel ElI Ouahch » Wilaya de Constantine au nord est de I’Algérie
(Figures: 39 et 40). Les spécimens de référence des especes Er(Er006502),
Es(Es006503) et Eg(Eg006501) ont été déposés au niveau de la Conservation des
Foréts de Constantine.

Figure 40 : Forét de Djebel EI Ouahch

L’ Arboretum de Draa Naga est géré par la conservation des foréts de la wilaya
de Constantine. La station forestiere de « Draa naga » est formée d’un Arboretum
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(implanté en 1954 et en 1967) de 77 parcelles, ou sont plantées plusieurs espéces
sylvicoles (feuillus et résineux) de provenances diverses introduites dans le but de
connaitre leur potentialités, adaptations, productivités et de mettre a la disposition des

forestiers une gamme d’espéces leurs permettant d’orienter la reconstitution de la

forét [Leguene, 2014].

La zone d’étude ou arboretum de Draa Naga (forét de Djebel EI Ouahch)
appartient a la wilaya de Constantine (15 Km de Constantine). Il est situé entre la
longitude[ Xy : 6° 42' 5", X,: 6° 42' 30"] et la latitude (Y1: 36° 20' 45", Y,: 36° 22'
15"), il occupe une superficie de 30 ha (Figure 41). Le plan parcellaire de 1’arboretum

est donné dans la figure 42.

Figure 41 : Situation géographique de I’arboretum de Draa Naga
(Google maps, 2018)
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LE PLAN PARCELLAIRE DE FARBORETUM DE DRAAGA
FAMILLES-2014
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Figure 42 : Plan parcellaire de I’Arboretum de Draa Naga (Source : la

conservation des foréts de Constantine)

Sur ce plan La parcelle 47 correspond a I’espece Er, la parcelle 12 a Es quant a Eg

I’espéce est plantée aux alentours de 1’arboretum de Draa Naga (Figure 42).

Les especes et leurs origines sont données dans le tableau 5.

Tableau 5 : Origines et noms communs des espéeces étudiées
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Chapitre V
Nom latin Auteur Nom commun Famille Parties

prélevées

E. robusta Sm Smith(1795) | Gommier robuste ou
Eucalyptus des
marais
E. sideroxylon A. Eucalyptus a écorce
A. Cunn Cunningham | de fer (Ironbark) Myrtacées | Feuilles
(1886) rouge ou mugga

E.globulus Labill.

Labillardiére
(1800)

Gommier bleu

5-2 Presentation botanique des Eucalyptus

5-2-1 Eucalyptus robusta Sm

L Eucalyptus robusta (Er), communément appelé acajou de marais est décrit

comme étant un arbre d’une hauteur de 20 a 30 metres et de plus de 1 metre de

diamétre. Le tronc et les branches sont couverts d'écorce épaisse rouge-brune

spongieuse. Les feuilles sont larges d’un vert foncé et les fleurs blanches a crémes

apparaissent en automne et en hivers [Boland et al., 2006] (Figures : 43 et 44).

Figure 43: Arbre d’Eucalyptus robusta (source: wikipedia)
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Figure 44: Feuilles et fruits d’Eucalyptus robusta (photo personnelle, 2014)
5-2-2 Eucalyptus sideroxylon A. cunn

L Eucalyptus sideroxylon (Es), appelé aussi Eucalyptus a écorce de fer d’une
hauteur de 25 métres, il doit son nom a son écorce persistante dure presque noire sur
le tronc et les grosses branches, lisse et blanche sur les jeunes branches. Les feuilles
adultes sont pétiolées, lancéolées mesurant 14 cm de long sur 1,8 cm de large, d'un
gris ou vert terne. Les fleurs sont de couleur blanche, rose, rouge ou jaune pale et
apparaissent du début de l'automne jusqu'au milieu du printemps [Nicolle, 2010]
(Figures: 45, 46, 47).

Figure 45 : Fruits et feuilles d'Eucalyptus sideroxylon (photo personnelle, 2014)
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Figure 47: Arbre d’Eucalyptus sideroxylon (source : wikipedia)

5-2-3 Eucalyptus globulus Labill

L Eucalyptus globulus (Eg), appelé communément : Gommier bleu, arbre de
fievre ou Eucalyptus commun peut croitre jusqu'a 30-55 m de haut. Les feuilles des
arbres juvéniles sont couvertes d’une pruine cireuse bleue- gris qui est a 1’origine du
nom de gommier bleu. Les feuilles des arbres adultes sont d’un vert foncé luisant, les

fleurs blanches sont solitaires a 1’aisselle des feuilles, elles produisent un abondant
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nectar que les abeilles transforment en un miel a saveur prononcée. Les fruits ligneux

ont une capsule tres dure [Bruneton, 1987] (Figures : 48, 49).

Figure 48 : Arbre d’Eucalyptus globulus (photo personnelle, 2014)

1,5cm

Figure 49 : Feuilles et fruits d’Eucalyptus globulus (photo personnelle, 2014)
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5-3 Analyses physicochimiques
5-3-1 Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles des feuilles seches des différentes especes Er, Es et Eg
ont été extraites par entrainement a la vapeur d’eau au laboratoire de Pharmacologie

et de Toxicologie de I’université Constantine 1.
e Technique d’hydrodistillation :

Les feuilles des Eucalyptus sont découpées en petits morceaux, et introduites
dans un ballon en verre de 5 litres rempli au 2/3 de sa capacité. L’ensemble est
chauffé dans un chauffe ballon jusqu'a I’ébullition ou on a la formation d’une vapeur
chargée de constituants volatiles. Au contact des parois du réfrigérant qui est
constamment refroidi a une température comprise entre 15°C et 18°C, les vapeurs
chaudes se condensent et s’écoulent dans un récipient ou elles forment le distillat. Ce
dernier est un mélange de deux phases non miscibles (huile essentielle + eau) qui
seront séparées par décantation. La phase organique (I’huile essentielle) est séchée sur
une surface de sulfate de sodium anhydre pour éliminer toute trace d’eau et I’huile
obtenue est conservée dans un flacon en verre opaque a une température de 4°C. La

durée de la distillation est de 3 a 4 heures (Figure : 50).

Figure 50 : Montage utilisé pour I’extraction des huiles essentielles
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5-3-2 Détermination et calcul du rendement

Le rendement est la quantit¢é maximale d’huile essentielle que donne une
masse donnée de végétal pendant une période donnée. C’est le rapport entre la masse
de I’huile essentielle obtenue sur la masse du matériel vegétal utilisé. On a calculé le

rendement en utilisant la relation suivante :

R(%) = Masse(HE)/ Masse (M V S) x 100

R (%) : Rendement en huile essentielle.

Masse (HE) : masse de 1’huile essentielle.

Masse (MVF) : masse du matériel végétal sec.

5-3-3 Caractérisation physicochimique des huiles essentielles

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physicochimiques de nos
huiles essentielles sont celles indiquées dans le recueil de normes de I’ Association

Francaise de Normalisation (AFNOR).

e Mesure de la densité relative (Norme NF T 75 -111. 2000)

La densité relative de I’HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un
certain volume d’huile & 20°C et la masse de volume d’eau distillée a 20°C.
Cette grandeur est sans dimension et son symbole est d,p. On a mesuré la densité a
’aide de la formule suivante : p =m/v [Kebsi, 2011]

p : masse volumique de I’huile (g/1)
m : masse du volume (v) de I’huile (g).
V : volume de I’huile (ml).

On effectue la correction a 20°C par la formule :

d2o=d exp + 0,00073 (T exp — 20)

dyo : Densité a 20°C.
d exp : Densité mesuréee par la relation : d exp = p ) / p @©av) [p €av)= 1 0/1]

T exp : Température ambiante.
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e Mesure de I’indice de réfraction (Norme NF T 75 —112. 2000)

L'indice de réfraction d'une huile essentielle est le rapport entre le sinus de
I'angle d'incidence et le sinus de I'angle de réfraction d'un rayon lumineux de longueur
d'onde déterminée passant de I'air dans I'huile essentielle maintenue a une température
constante ou la longueur d'onde de la raie D de sodium est 589,3nm. Ensuite on

effectue la correction a 20°C par la formule suivante :

No®= Mo ' +0,00045 (T - 20)

o™ : Indice de réfraction & 20°C.
o ' : Indice de réfraction & la température ambiante ou de mesure.

T : Température ambiante.

On a déterminé les indices de réfractions de nos huiles essentielles au niveau
du laboratoire physicochimique du Centre Algérien du Controle de Qualité et de
I’Emballage de Constantine (CACQE). Le réfractomeétre utilisé est de type ABBE, il
est muni d’un systéme de température, d’une lampe de sodium, et d’un thermostat. On
a fait une lecture directe sur 1’appareil étalonné avec 1’eau (Igr = 1,333) a 20°C.
L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement supérieur a celui de
I’eau égal a 1,333 a 20°C. Le faible indice de réfraction pour I’HE indique sa faible
réfraction de la lumiere ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits

cosmétiques (Boukhatem et al., 2010).

e Mesure de I’indice d'acide : (AFNOR NFT 75 — 103. 2000)
Il représente le nombre en milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH)

nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1 g d’huile essentielle.

1°® étape : On neutralise 50ml d’un mélange & volumes égaux d’éthanol & 96 % et
d’éther de pétrole.
Dans la burette : On met une solution d’hydroxyde de potassium (0,01M).
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Dans la fiole conique : On met le mélange de solvant & neutraliser et 0,5ml de la
solution de phénolphtaléine (mélange incolore en milieu acide)
La solution d’hydroxyde de potassium est versée goutte a goutte jusqu’au virage au

rose persistant.

2™ étape : Détermination de I’indice d’acide

On dissout 1 g d’huile essentielle dans 50 ml du mélange éthanol a 96 % et d’éther de
pétrole neutralisé. Apres dissolution, On titre la solution contenant 1’huile essentielle
par la solution d’hydroxyde de potassium 0,01 M. Le titrage est terminé lorsque la
couleur rose pale persiste pendant au moins 15 s. On note alors le volume de KOH,

et I’indice d’acide est calculé selon la formule suivante [Chaabane et al, 2001] :

IA = N.V 56,1/ PE

IA : indice d’acide

N : normalité de KOH

V : volume de la solution de KOH (ml)
PE : prise d’essai de I’huile essentielle (g)
56,1 : masse molaire de KOH

e Miscibilité a I’éthanol : (AFNOR 75 - 101. 2000)

Une huile essentielle est dite « soluble dans n volume et plus d’alcool d’un
titre donné « t », si la solution limpide dans n volumes demeure limpide comparée a
I’huile essentielle non diluée, apres addition de nouvelles quantités d’alcool jusqu’au
volume de 20 ml. On ajoute a 1 ml d’huile essentielle de | éthanol & 70% par des
quantités de 0,1 ml, quand on arrive a une solution limpide on note le volume de
I’alcool et on continu jusqu'a 20 ml. La miscibilité des huiles essentielles dans 1’alcool
est exprimée comme suit : un volume d’huile essentielle dans V volumes d’éthanol a

titre t.
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e Identification du cinéole:[EDQM : Pharmacopée Européenne 8™ édition]

On ajoute 4 ml d’acide sulfurique (réactif commercial) a 0,1 ml d’huile
essentielle, il se développe alors une couleur rouge orange qui vire au brun foncé par
ajout de 0,2 ml de formaldéhyde. Ce virage de couleur indique la présence du cinéole

dans I’huile essentielle.

e Identification de ’HE d’Eucalyptus selon la pharmacopée Japonaise 16°™

édition :

On mélange 1 ml d’une huile essentielle avec 1 ml d’acide phosphorique, si au bout
de 30 minutes le mélange se solidifie, ceci indique qu’il s’agit d’une huile essentielle

du genre Eucalyptus.

5-4 Analyse des huiles essentielles par CPG/SM

L’Huile essentielle extraite des feuilles d'Er, Es et Eg a été analysé par un
chromatographe en phase gazeuse couplé a spectrometre de masse «GPC/SM»
(systeme Agilent HP-5MS.) décrit ci-dessous: colonne de chromatographie capillaire
de 30 m (longueur), 0,25 mm (diametre) et 25 um (épaisseur du film)], avec une
phase stationnaire apolaire de 5% de phényle et de 95% de diméthyle polysiloxane.
La température du compartiment de la colonne a été programmée de 50 a 200 ° C
pour 10 °© C / min; I’Interface GPC / MS a ¢été maintenu a 230 ° C et la source
d'ionisation a 150 ° C. L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 0,5
ml / min; le volume d'injection était de 0,5 pl; et I'énergie d'ionisation SM était de
70ev avec une bande de balayage de 45 a 400 u.

Les divers constituants d’HE, ont ét¢ identifiés par leurs indices de rétention
(indices de Kovats) (RI) calculés par rapport aux temps de rétention d’un mélange
d’alcanes linéaires Cg-Cg €t par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux
stockés dans deux bibliotheques de spectres de masse (Wiley 275 et Nist 0.5). Les IR
ont été aussi justifiés par comparaison avec ceux rapportés dans la littérature [Adams,
2007].
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Il ETUDE BIOLOGIQUE

5-1 Test de letalité de la crevette de saumure (The Brine Shrimp
Lethality Assay : BSL)

Les composeés bioactifs sont presque toujours toxiques a doses élevées, une
Iétalité in vivo dans un organisme simple comme la crevette de saumure peut étre
utilisé comme un moyen commode de surveillance des constituants bioactifs des
plantes [Michael et al., 1956 ; Meyer et al., 1982 ; Mac Laughlin et al., 1998].

Le test BSL a été utilisé pour déterminer la toxicité de nos HE et la méthode
modifiée de Mc Laughlin et al., (1991) a été suivie dans cette étude. Différentes
concentrations (1000, 100, 10, 1 ppm) des HE de nos trois espéces d’Eucalyptus ont
été préparés en utilisant de I’huile essentielle, du diméthyl sulfoxide (DMSO 1%) et
I’eau salée. Les ceufs d’Artemia salina ont été placés dans de 1’eau salée, au bout de
48h d’incubation a température ambiante, les larves (nauplii) ont éclos et ont été
récupérées pour la suite de 1’expérience. Des plaques multi puits stérilisées ont été
utilisées, dix larves de crevettes ont été placées dans chaque puits contenant 4,5 mL
d’eau salée et 0,5 mL d’HE. Le test pour chaque concentration a été fait 4 fois et un
test controle contenant 4,9 mL d’eau salée, 0,1 mL de DMSO et dix nauplii a été fait
en parallele [Parra et al., 2001 ; Pisutananan et al., 2004 ; Sharma et al., 2013 ]
(Figure : 51).

Le contrdle permet d'éliminer d'autres facteurs qui contribuent au nombre total
de nauplii morts. Le solvant utilisé pour dissoudre les extraits de plantes brutes est un
contrble négatif a cet effet [Asaduzzaman et al., 2015]. L'expérience a été maintenue a
la température ambiante pendant 24 heures ou le nombre de larves survivantes a été

compté et enregistre.

Le résultat est interprété a l’aide d’une analyse de régression Probit
(Finney, 1971), pour le calcul de la concentration létale CL50 (pg/mL ou ppm), avec
un intervalle de confiance de 95% pour une comparaison de puissance statistiquement
significative [Meyer et al., 1982 ; Mc Laughlin et al., 1991 ; Wanyoike et al., 2004].
En effet, la méthode statistique de Finney a été incorporée dans plusieurs logiciels
tels que Stata, Mat Lab, Bio Stat, R et IBM SPSS, qui permettent des calculs
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informatisés de CL50 avec des intervalles de confiance. Dans notre étude, les CL50

ont été déterminées en utilisant le logiciel Bio Stat.

1- Larves (nauplii) attirées vers un coin par une source lumineuse

Figure 51 : Montage utilisé pour le Test de Létalité des Crevettes de Saumures
(BSL) (photos personnelles, 2015)

5-2 Test antiparasitaire

L’étude a été réalisée dans le rucher « Boufernana» de la coopérative
agricole« El Fadjr »située dans la commune d’Azzaba dans la wilaya de Skikda a 1’est
de I’Algérie. Le rucher de Boufernana (36°45° 41,1” N, 7°03°50,3 E) (Figure 52) est
un verger constitué de différents arbres et arbustes tels que : I’Eucalyptus, le pin, le
chéne, I’olivier, le lentisque, I’indigotier, la bruyére, le basilic.....La diversité florale

est trés importante et s’étend sur toute 1’année (Figure 53).
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Route Sebsi

=

L

Figure 52 : Situation de la zone d’étude (Rucher Boufernana »

(Google maps, 2018)
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Figure 53: Diversité florale dans le rucher « Boufernana »
(Photo personnelle, 2014)

L’expérience s’est déroulée en automne 2014 sur 24 ruches infestées réparties

aléatoirement en huit lots.

Lot 1 : ruches traitées par (HE Er + thymol)
Lot 2 : ruches traitées par (HE Er)

Lot 3 : ruches traitées par (HE Es + thymol)
Lot 4 : ruches traitées par (HE Es)

Lot 5 : ruches traitées par (HE Eg + thymol)
Lot 6 : ruches traitées par (HE EQ)

Lot 7 : ruches traitées par le thymol.
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Lot 8 : ruches n’ont subi aucun traitement, c’est le lot controle de la chute naturelle de
Varroa (Figure 54).

Figure 54 : Zone d’étude (Rucher« Boufernana » de la coopérative El Fadjr)
(Photo personnelle, 2014)

5-2-1 Dispositif expérimental

Des ruches de type LANGSTOTH sont munies de plateaux grillagés, des
langes graissés recouvrent la surface du fond amovible des plateaux, ils servent a
recueillir les Varroas qui tombent et ils sont protégés par une grille métallique
(Figure : 55et 56).
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Figure 56 : Ruche Langstroth munie d’un plateau grillagé
(Photo personnelle, 2014)

5-2-2 Méthode de diagnostique

Cette méthode est appliquée aux huit lots, elle dure 21 jours durant lesquels le
comptage est fait tous les deux jours. La méthode suivie est la méthode biologique
« pose des langes » ou « couvre fond » [Ayvaz et al., 2010 ; Benazzeddine, 2010 ;
Labeste, 2013; Ghomari et al., 2014], elle permet de suivre la chute des Varroa. Les

langes sont graissés par de la graisse blanche puis les plateaux sont posés sous les
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cadres des ruches, les langes seront ensuite retirés et examinés attentivement a 1’aide
d’une loupe a main pour y détecter les Varroa morts parmi les nombreux débris
(Figure : 57). Apres chaque comptage les langes sont soigneusement nettoyés puis
remis en place. Un diagnostique préliminaire est effectué sur les ruches afin de
déterminer les ruches infestées par Varroa, qui auront au minimum une chute de un
Varroa par jour [Benazzeddine, 2010 ; Labeste, 2013]. Pour notre cas les chutes
variaient entre 3 et 15 Varroa par jour. Les résultats sont exprimés en (valeurs
moyennesz écart type) et le test t-Student est utilisé pour évaluer les différences entre

les traitements.

Figure 57 : Lange retiré pour examen et comptage de Varroa

(Photo personnelle, 2014)

5-2-3 Mode d’utilisation des traitements (HE E +thymol), (HE E), et (thymol)

Le mélange (HE+ thymol) a été déposé sur une languette métallique (ou
cartonnée) (1 mm d’épaisseur, 4 cm de largeur sur 20 cm de longueur]. Le volume
déposé est de 1 mL et la concentration du thymol est de 50% de thymol dans le
mélange (%poids / volume) (Figure : 58) [Labeste, 2013]. La languette est introduite
par I’entrée principale de la ruche et la zone du dépot du mélange sur la languette sera
placée sous les cadres (Figures : 59 et 60).Tous les lots suivent le méme protocole, le
volume du traitement déposé est de (ImL/ruche/semaine) pendant trois semaines. Le

thymol se présente sous forme de cristaux qu’on dissout dans de ’alcool a 70% soit
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10 g de thymol en cristaux dans 10 mL d’alcool on obtient alors une solution d’un
volume voisin de 20 mL. On dépose la solution sur la languette et on laisse d’abord
s’évaporer 1’alcool 15mn puis on I’introduit sous les cadres de la ruche [Baggio et al.,

2004].

L’expérience dure 21 jours a raison d’un traitement par semaine. La

température durant I’expérience variait entre 20 ° C et 22 °C.

Figure 58 : Dépdt du melange (huile essentielle-thymol) sur la languette

(photo personnelle, 2014)

Figure 59 : Languette déposée sur le plateau grillagé sous les cadres de la ruche
(Photo personnelle, 2014)
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Figure 60 : Languette sous les cadres de la ruche (Photo personnelle, 2014)
5-2-4 Test t-Student

Nos résultats sont exprimés en (valeurs moyennes + écart type) et le test
t-Student est utilisé pour évaluer les différences entre les traitements. Ce test
paramétrique repose sur des comparaisons de moyennes. Il est utilisé pour comparer
deux échantillons indépendants et/ou appariés (2 versions, adaptées a chaque
catégorie d’échantillons). Lorsqu’il y a plus de 2 échantillons, il devient nécessaire

d’utiliser une ANOVA adaptée.

87



CHAPITRE VI

Resultats et discussion



Chapitre VI Résultats et discussion

6-1 Propriétés physico — chimiques
6-1-1 Paramétres organoleptiques

Les paramétres organoleptiques des huiles essentielles obtenues par

hydrodistillation des feuilles séches des trois espéces étudiées: Er, Es et Eg sont

résumés dans le tableau 6.

Tableau 6: Caractéristiques organoleptiques

Espéce Aspect Couleur Odeur
E. robusta Liquide Jaune tres clair Fraiche
E.sideroxylon Liquide limpide Jaune trés clair Fraiche assez
prenante
E. globulus Forte, aromatique
Liquide, mobile Jaune odeur prononcée de
camphre
Jaune tres pale a fraiche, plus ou
AFNOR,2000 Liquide mobile, limpide P moins eucalyptolée
transparent ,
(HE E.globulus) selon I’origine

6-1-2 Rendement des huiles essentielles

Les rendements des huiles essentielles exprimés en pourcentage (m/m, matiére

seche) sont indiqués dans le tableau 7.

Tableau 7: Rendements des huiles essentielles des espéces étudiées

Masse de la -
Espeéce matiere vegétale Massz td eI} huile Re(;dfnn;&nts
séche (g) essentielle (g) (% )
E. robusta 1450 12,119 0,83
E. sideroxylon 800 8,794 1,09
E. globulus 1400 13,033 0,93

6-1-3 Densité (dz)

La densité des huiles essentielles des especes étudiées est indiquée dans

le tableau 8.
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Tableau 8: Masses, volumes et densités des huiles essentielles

Espéce Volume de ’HE Masse de ’HE dag
(mL) (9)

E. robusta 3 2,745 0,9164

E.sideroxylon 4 3,623 0,9072

E. globulus 4 3,643 0,9122

ﬁfg‘g gl'oi%?gs) dzo [0,9060 — 0,9250]

6-1-4 Indice de réfraction I]p>°
Les indices de réfraction des huiles essentielles d’Er, Es et Eg sont indiqués

dans le tableau 9.

Tableau 9 : Indice de réfraction des huiles essentielles des Eucalyptus

Espéce Ip dice _de
réfraction
E. robusta 1,4698
E. sideroxylon 1,46291
E. globulus 1,4608
AFNOR, 2000
(HE E.globulus) 1,460 - 1,476

6-1-5 Mesure de I’indice d'acide I
Les valeurs des indices d’acides des huiles essentielles d’Er, Es et Eg sont

indiquées dans le tableau 10.

Tableau 10:Indices d’acides des huiles essentielles des Eucalyptus

HE E. robusta | E.sideroxylon |  E.globulus
PE (9) 1 1 1
V (mL) 3 3.9 4.1
la 1,371 1,783 1,874
AFNOR, 2000
(HE E.globulus) I [0,84 - 3,74]

PE : masse de I’huile essentielle (g) V : volume de KOH (mL)
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6-1-6 Miscibilité a I’éthanol

La miscibilité des huiles essentielles d’Er, Es et Eg est indiquée dans le
tableau 11.

Tableaull: Miscibilité des huiles essentielles des Eucalyptus

AFNOR,
HE E. robusta | E.sideroxylon | E. globulus 2000
(E.globulus)
V(HE) . V(ETOH) 1: 1,9 1: 2,1 1:2 1:3

6-1-7 ldentification du cinéole selon la pharmacopée Européenne 8°™ édition

Le test de I’acide sulfurique a été positif pour les trois HE ; I’obtention d’une
coloration rouge orange qui vire au brun foncé par ajout de formaldéhyde signifie

qu’on est en présence d’une HE a cinéole.

éme

6-1-8 ldentification de ’HE d’Eucalyptus selon la pharmacopée Japonaise 16
édition

Le test a I’acide phosphorique est positif pour les huiles essentielles des trois

espéces, ce qui indique que leur origine provient du genre Eucalyptus

6-1-9 Discussion générale des propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles obtenues sont de couleur jaunatre plus ou moins foncée
avec une odeur balsamique trés puissante notamment pour Eg (Tableau 5).

Les rendements obtenus pour les HE de Es (1,09%) et Eg (0,93%) sont
géneralement comparables a ceux décrits dans la littérature(Tableaul2). En ce qui
concerne Eg d’Algérie, notre espece a montré un taux de (0,93 %) qui est assez élevé
comparé aux taux décrits pour la méme espéce récoltée a partir de différentes
populations d'Eg en Algérie [Blida (0,2%), Tizi Ouzou (0,48%), Ouargla (0,51%)].
Toutefois notre valeur reste faible par rapport a celles obtenues par d’autres auteurs
utilisant des population d’Eg récoltées a Constantine [Benayache et al., 2001] et
Bejaia [Harkat-Madouri et al., Bey-Ould Si Said, 2014] ou on note un rendement de
I’ordre de (1,1%) et(2,53%) respectivement. L’HE d’Er a montré un taux plus faible
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de I’ordre de (0,83%) que les deux précédentes especes, mais qui reste largement au
dessus des valeurs signalées pour la méme espece de différentes origines
géographiques (Tableau 12).

Tableaul2: Rendement de I’huile essentielle d’E. robusta, E. sideroxylon et

E .globulus dans différentes régions du monde

Rendements Pays Références
Er Es Eg
0,83 | 1,09° | 0,93 Algerie Atmani-Merabet et al., 2018
(Constantine)
. Algérie .
1,2 (Tizi Ouzou) Nait Achour, 2012
. .o . Algérie
0,6 0,7 1,1 (Constantine) Benayache et al., 2001
2.5 Daroui-Mokadem et al., 2010
0,51° Algerie Kebsi, 2011
(Ouargla
. Algérie i
0,48 (Tizi Ouzou) Taleb-Toudert, 2015
. Algérie
0,2 (Blida) Boukhatem et al., 2014
2530 Algérie Harkat-Madouri et al., 2015 ;
’ (Bejaia) Bey-Ould Si Said, 2014
0,34° Brésil Filomeno et al., 2016
0,20° Brésil Sartorelli et al., 2007
0,13*° RD du Congo | Cimanga et al., 2002
. . Alzogaray, et al., 2011;
1,65 Argentine Toloza et al., 2010
3,0° Tunisie Sebei et al., 2015
2,7° Tunisie Elaissi et al., 2012
1,89° Pakistan Ghaffar et al., 2015
1,21° Maroc Derwich et al., 2009
1,80°° Monténégro Vratnica et al., 2011
0,96°° Nigéria Olayinka et al., 2012
1,87°° RD Congo Cimanga et al., 2002
3,1° Brésil Mossi et al., 2011
1,31- .
1.49° Argentine Russo et al., 2015
1,66° Argentine Toloza et al., 2010
2,25° Argentine Lucia et al., 2009

® : Feuilles séches
** : Feuilles fraiches

Il est bien établi que le rendement tout comme la qualité d’une HE sont
influencés par des facteurs endogenes et exogeénes [Garnéro, 1991 ; Bruneton,
1999].L’influence du stade végétatif, I’organe de la plante, les hybridations, les

facteurs de mutation, la polyploidie et le polymorphisme chimique sont les principaux
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facteurs endogéenes qui influencent la composition et le rendement des huiles
essentielles [Belyagoubi, 2006 ; Chowdhury et al., 2009, Aprotosoaie et al., 2010].

Les conditions environnementales, la température, la lumiére, la pluviométrie, les
conditions édaphiques, 1’origine géographique, les conditions de culture; telles que : la
date de récolte, I’emploi d’engrais, les techniques de récolte, la méthode d’extraction,
et I’état du matériel végétal ainsi que le stockage du végétal avant distillation sont les
principaux facteurs exogénes qui influent sur la composition et le rendement des
huiles essentielles [Bruneton, 1999 ; Mohammedi, 2006 ; Pinto et al., 2006 ; Benini,
2007 ; Marzoukia et al., 2009 ; Aprotosoaie et al., 2010 ; Olle et Bender, 2010].

Les propriétés physico chimiques des huiles essentielles obtenues des trois
espéces Er, Es et Eg sont regroupées dans le tableau 13.

Tableaul3: Constantes physico-chimiques des huiles essentielles d’E.robusta, E.
sideroxylon et E. globulus

Indice Indice de Densité Miscibilité
Espéce d’acide réfl’actign (dzo) [V (HE) - V (ETOH)]
(1a) Mo™)

E. robusta 1.371 1.4698 0.9164 1:1.9
E. sideroxylon 1.783 1.4629 0.9072 1:2.1
E. globulus 1.874 1.4608 0.9122 1:2
AFNOR, 2000 | 64 374 | 1.460-1.476 | 0.9060 - 0.9250 1:3
(E.globulus)

L’HE Eg a montré des paramétres physicochimiques (la, I] o°°, dz) qui se
situent dans les proportions fixés dans les normes AFNOR, sauf pour la miscibilité a
I’éthanol ou 1 volume d’HE pour 2 volumes d’éthanol a été obtenu (Tableau 13). Les
HE des espéces Er et Es ont des indices d’acides, des indices de réfraction et des
densités qui restent comparables aux valeurs AFNOR décrites pour Eg.

L'indice d'acide permet de vérifier la qualité d’un HE, notamment en ce qui
concerne sa degradation avec le temps durant le stockage; il donne une idée sur le
taux d'acides libres, un IA inférieur a 2 est une preuve de bonne conservation de
I’essence (faible quantité d'acides libres) [Boukhatem, 2010]. L’indice de réfraction
est un critére de puret¢ de I’HE, un faible indice de réfraction indique la faible
réfraction de la lumiere ce qui pourrait favoriser 1’utilisation de 1’huile essentielle

dans les produits cosmétiques [Boukhatem, 2010].
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Les propriétés organoleptiques et les valeurs des différents paramétres physico
chimiques des huiles essentielles obtenues des trois espéces d’Eucalyptus étudiées
suggerent des produits bien conservés et de bonnes qualités.

6-2 Analyse chromatographique CPG/SM

Les compositions chimiques des huiles essentielles d’Er, Es et Eg sont décrites
dans les figures 61, 62, 63 et les tableaux 14, 15, 16 respectivement. L’analyse a
permis d’identifier 13 composés chez Er (représentant 96,66 % de I'HE), 36 composés
chez Es (98.85 % de I’HE) et 39 composés chez Eg (99.17% de I’HE).
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Figure 61 : Chromatogramme de I’HE d’E. robusta
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Tableaul4:Composition chimique des HE des feuilles d’E. robusta

Composé (%) RI
a-pinene 1,89 939
Camphene 1,25 966
1-phellandrene 1,52 1003
p-cymene 7,83 1025
0-Cymene 4,57 1026
1,8-cinéole 65,79 1030
4-terpineol 1,0 1177
a-terpinéol 0,6 1189
spathulenol 1,12 1578
Tricosane 34 3000
Tetracosane 4,20 4000
Pentacosane 2,36 5000
Heptacosane 1,10 7000
(%) Total identifiés 96,66

RI : Indices de retention, tel que déterminés sur une colonne HP-5MS
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Figure 62 : Chromatogramme de I’HE d’E.sideroxylon
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Tableaul5: Composition chimique des HE des feuilles d’E.sideroxylon

Composé (%) RI
1,4-diméthylcyclohexane 2.34 774
octane 9.45 800
Cis-1-éthyl-2-méthyl cyclopentane 2.69 827
2,6-diméthyl heptane 3.24 828
Ethyl cyclohexane 8.04 841
1,1,3-triméthyl cyclohexane 6.35 845
Meta-xyléne 3.97 861
Benzol 0.88 868
a-pinéne 2.19 939
cis-6-oxabicyclo[3.2.0]heptane 0.68 -
Camphene 1.85 966
1-phellandrene 0.84 1003
p-cymeéne 2.64 1025
1,8-cinéole 40.24 1030
y-terpinéne 0.19 1047
trans-pinocarveéole 0.99 1139
4-terpinéol 0.93 1177
trans-p-mentha-1(7),8-dieén-2-ol 0.45 1185
a-terpinéol 2.07 1189
trans -1,1,3,4-tétraméthylcyclohexane 0.21 1151
exo-2-méthylbicyclo-(2,2,1)-heptane 1.00 -
cis-p-mentha-1(7), 8-dién-2-ol 0.25 1235
pipériténone oxyde 0.56 1369
Tétradecéne 0.27 1400
Isospathulenol 0.37 1409
Aromadendrene 1.80 1460
Spathulenol 2.85 1578
Hexadecene 0.39 1590
Viridiflorol 0.41 1593
Viridiflorol 0.41 1593
3-méthyl butylester 0.19 2 388
1-éthylidene-7a-méthyl-octahydro-1H-indene 0.31 1644

(%) Total identifies 98,85

RI : Indices de retention, tel que déterminés sur une colonne HP-5MS
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Figure 63 : Chromatogramme de I’HE d’E. globulus
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Tableau 16:Composition chimique des HE des feuilles d’E. globulus

Composé (%) RI
méthyl benzene 0,77 773
3-méthylbut-2-énal 0,16 790
a-thujéne 0,1 930
a-pinene 1,69 939
Camphene 0,7 966
2-beta-pinéne 0,12 979
B-myrcéne 0,13 991
1-phellandrene 0,35 1003
0-cymene 2,18 1026
1,8-cinéole 78,45 1030
gamma-terpinéne 0,1 1060
a-terpinoléne 0,1 1089
trans-p-mentha-2,8-dienol 0,16 1105
a-campholéne aldéhyde 0,1 1126
D-Fenchyl alcool 0,1 1139
Pinocarvone 1,34 1165
4-terpinéol 0,5 1177
trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 0,79 1185
a-terpinéol 1,36 1189
4.,4,6-triméthyl bicyclo[3.1.1] hept-3-en-2-one 0,17 1206
trans-carvéol 0,22 1217
Isopinocarvéole 1,74 1226
cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 0,51 1235
D-carvone 0,16 1243
thymol 0,28 1290
Myrténol 0,13 1327
2-phenylpropanoates 0,1 1350
Aromadendrene 0,1 1441
Allo-Aromadendrene 0,1 1457
Valencene 0,11 1496
a-selinene 0,14 1498
Bicyclogermacrene 0,1 1500
2,4-di-ter-butyl phénol 0,1 1525
Spathulenol 1,05 1578
Viridiflorol 1,31 1593
3- méthylbutylester 0,17 2 388
Ledol 0,28 1569
1-éthylidene-7a-méthyl-octahydro-1H-indene
[Allo- isolongifolene] 0.1 1409
Isospathulenol 0,1 1644
(%) Total identifiés 96,17

RI : Indices de retention, tel que déterminés sur une colonne HP-5MS
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6-2-1 Discussion des résultats de I’analyse CPG/SM

Il existe de nombreuses études dans la littérature sur la composition chimique
des huiles essentielles des espéces du genre Eucalyptus [Roh et al., 2013 ; Taleb-
Toudert, 2015; Barbosa et al., 2016]. Plusieurs travaux ont mis en évidence
I’existence de multiples composés bioactifs dont le 1,8-cinéole qui reste un marqueur
specifique aux huiles essentielles de ce genre a travers le monde [Russo et al., 2015,
Yones et al., 2016]. Toute fois, plusieurs chémotypes caractérisent les espéces

d’Eucalyptus, quelques exemples sont cités sur le tableau 17 [Jean-Philippe, 2016].

Tableau 17 : Chémotypes de quelques especes d’Eucalyptus

Espéce Chémotype Propriétés

E. globulus 1,8-cinéole Expectorantes et mucolytiques
(plus de 70%)

E.radiata 1,8-cinéole Méme effets qu’E.globulus
(60 % - 70%)

E.citriodora | Citronellal Calmantes, hypotensives, anti
70% inflammatoires et antalgiques

E. smithii 1,8-cinéole Immunostimulantes, expectorantes,
85% mucolytiques et antivirales

Notre étude a montré que I’HE Er de provenance Constantine est riche en
1,8-cinéole (65,97%) suivi du p-cymene (7,83%), o-cyméne (4,75%) et a-pinéne
(1,89%) (Tableau 16). Ce qui la place parmi le chémotype 1,8-cinéole [Barbosa et al.,
2016]. Ce résultat va dans le sens de 1’étude faite sur la méme espéce et de méme
provenance [Benayache et al., 2001]. Cette derniére étude rapporte un taux de
1,8-cinéole (50,0%) suivi de 1’a-pinéne (22,2%) et du trans-pinocarveole (13,0%).
Dans le monde I’HE Er analysée a montré une composition différente; des
échantillons d’HE Er du Brésil ont montré I’absence du 1,8-cinéole et une grande
quantité d’a-pinéne ou des valeurs variant de 36,6 a 70,0 % ont été signalées. En
revanche, 1’espéce de Chine a affiché un pourcentage modéré de (26,08 %) pour le
1,8-cinéole et de (30,18%) pour I’a-pinene. Avec une composition de (27,3 %) de
p-cymene et (12,8%) de myrtenal, ’'HE Er de la RD du Congo présente une grande
variabilité de composition (Tableau 18). Ces variations d’HE Er d’Algérie et celles
d’ailleurs dénotent de I'existence d'un polymorphisme chimique comme

précédemment rapporté [Barbosa et al., 2016].
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Tableau 18 : Composés principaux de ’HE d’E. robusta dans différentes

régions du monde

Espéce Origine Composés principaux Références

1,8-cinéole (65,97%),
Algérie p-cymeéne (7,83%),

(Constantine) | a-pinene (1,89%),

0-cymeéne (4,75%)

Atmani-Merabet et al., 2018

1,8-cinéole (50,0%),

Algérie a-pinene (22,2%),
(Constantine) | trans-pinocarvéole (13,0%)
globulol (5,7%)

Benayache et al., 2001

a-pinéne (30,18%),
Chine 1,8-cinéole (26,08%),
globulol (4,44%)

Xin Chao et al., 2014
E

robusta a-phellandrene (36.6%),

a-pinéne (16.6%),

Brésil o-cymeéne (14.8%), Filomeno et al., 2016
B-pinene (11.8%)
- a-pinéne (73.0%), ,
Bresil limonene (8.3%) Sarotelli et al., 2007
p-cymene (27.3%),
A 0
RD du Congo myrténal (12.8%), Cimanga et al., 2002

B-pinéne (6.3%),
a-terpineol (6.3%)

L’HE de I’espéce Es étudiée est majoritairement composee de 1,8-cinéole
(40,28%), a-terpinéol (2.07%), p-cyméne (2.64%), a-pinene (2.19%), spathulenol
(2.85%) et un taux d’hydrocarbures variant de 2,34% a 9,45%. Cette composition est
en accord avec les résultats obtenus sur la méme espece récoltée a Tizi Ouzou avec un
taux de 1,8-cinéole (33,5%), suivi du p-cymeéne (12,27%), de I’ a-pinene (3,83 %) et
du spathulenol (11.48%). Cependant I’analyse de I’HE Es de Constantine [Benayache
et al., 2001] a enregistré une différence dans la composition ou les taux trouvés sont :
a-pinéne (24,0%), p-cymene (12,5%), vy-terpinéne (7,5%), méthyl eugénol (6,0%),
globulol (3,8%) et 1,8-cinéole (3,5%). ce qui pourrait se traduire par des propriétés
biologiques et pharmacologiques différentes [Bruneton, 1999]. Dans le monde
I’espéce Es d’Argentine est la plus riche en 1,8-cinéole suivi d’Es de Tunisie et enfin
d’Australie avec des taux de (91,3%), (80,8%) et (54,4%) respectivement
(Tableau 19).
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Tableau 19: Composés principaux de ’HE d’E.sideroxylon dans différentes
régions du monde

Espéce Origine Composés principaux Références

1,8-cinéole (40.24%),
a-terpineol (2.07%),
p-cymeéne (2.64%), Atmani-Merabet et al., 2018
a-pinéne (2.19%),
spathulenol (2.85%)

Algérie
(Constantine)

Algérie 1,8-cinéole (33,5%),
(Tizi-Ouzou) | p-cymeéne (12,27%), Nait-Achour,2012
a-pinéne (3,83 %),
spathulenol (11.48%)

a-pinéne (24,0%),
p-cymene (12,5%),
Algérie y-terpinéne (7,5%)
(Constantine) | méthyl eugénol (6,0%),
globulol (3,8%)
1,8-cinéole (3,5%)

E

sideroxylon Benyache et al., 2001

1,8-cinéole (54,4%),
Australie limonéne (11.9%), Roh et al., 2013
a-pinéne (8.2%)

1,8-cinéole (91.3%),

a-terpinéol (2.6%) Toloza et al., 2010

Argentine

1,8-cinéole (80.8%),
Tunisie a-pinene (5.8%), Elaissi et al., 2012
limonene (3.3%)

Le composé principal de I’'HE Eg analysée est le 1,8-cinéole (78.45%) suivi
d’o-cyméne (2.18%), a-pinene (1,69%) et isopinocarveole (1.74%). Différentes
populations d’Eg récoltées dans différentes régions d’Algérie présentent un taux en
1,8-cinéole qui varie entre [47,05 — 78,45%] et un taux en a-pinéne variant entre
[1,67 - 9,7%] (Tableau 20).

La composition chimique de I’HE Eg, prélevée de différents endroits trés
éloignés géographiquement (Brésil, Australie, Italie, Indonésie, Monténégro et Iran),
est remarquablement riche en 1,8-cinéole avec un taux qui varie entre (83,9— 90%)
(Tableau : 20). Les autres constituants étant minoritaires, ceci permet de considérer
ces huiles comme des produits a chémotype 1,8-cinéole, et qui restent tres
recommander par les utilisateurs en industrie pharmaceutique et cosmétique surtout si

la teneur en phellandrene est inférieur a 1% [Sen-Sung et al., 2009].
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L’a-pinene est le deuxiéme composé de cette espéce avec des variations plus
ou moins importantes (Tableau: 20); les quantités sont inférieures a celle du
1,8-cinéole pour la majorite des especes reparties dans différentes régions du monde
(Ethiopie, Kenya et Espagne) avec un taux de 1,8-cinéole qui varie entre
(17.2 — 63.8%) et un taux d’a pinéne qui varie entre (7.1 — 16.1%). Cependant
I’espéce du Nigéria avec une composition de terpinén-4-ol (23.46 %), y-terpinéne
(17.01 %) et celle de Taiwan avec la composition a-pinéne (22.52%), p-cyméne
(21.6%) sont des especes a dominance « terpinén-4-ol et y-terpinene » et « a-pinéne
et p-cymene » respectivement. L’espéce Eg récoltée au Maroc et au Pakistan est a
chémotype « 1,8-cinéole et limonene », celle de I’Egypte et de 1’Inde est a chémotype
« 1,8-cinéole et o-cymeéne ».Enfin, celle de la RD du Congo est a chémotype

« 1,8-cinéole, camphene » (Tableau : 20).

Cette différence au sein d’une méme espéce est due essentiellement au
phénoméne de variabilit¢ naturelle qui caractérise les organismes biologiques
(vivants) dont les végétaux font partie [Tobler et Schneider, 2001]. Il faut savoir que
la composition d’une plante est tributaire de plusieurs facteurs endogénes (génétiques)

et exogeénes (environnementaux).
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Tableau 20: Composés principaux de ’HE d’E. globulus

dans différentes région du monde

Espéce Origine Composés principaux Références
1,8-cinéole (78.45%)
Algérie Z-E)}i/r:gﬁge(izéé?/;)’ Atmani-Merabet et al.,
1 - ’ 0),
(Constantine) isopinocarveole (1.74%), 2018
pinocarvone (1.34%)
1,8-cinéole (71.3%),
Algérie a-pinene (8,8%),
(Constantine) | Trans-pinocarvéole (3,3%) Benayache etal., 2001
E. a-terpinéol (2.7%)
globulus 1,8-cinéole (47.05%),
Algérie p-cymene (3.48%), Taleb-Toudert, 2015
(Tizi-Ouzou) | a-pinene (7.69 %),
globulol (8.65)
-CIné 0,
Algérie 18 ;:]lnleolel (5;54%//0)’ Harkat-Madouri et al.,
(Béjaia) | SPathulenol (7.4%), 2015
a-terpinéol (5.5%)
-ciné 0,
Algérie 1,8-cinéole (48.6%),

(Constantine)

a-pinéne (9.7 %),
Trans-pinocarvéole (10.7%)

Daroui-Mokadem, 2010

Argentine

1,8-cinéole (52,3-62.1%)

Russo et al., 2015

Australie

1,8-cinéole (90.0%),
a-pinéne (2.2%)

Yang et al., 2004

Brésil

1,8-cinéole (83.9%),
limonene (8.2%),
a-pinene (4.2%)

Macedo et al., 2009

RD du Congo

1,8-cinéole (44.3%),
camphene (23.1%),
a-pinene (9.3%),
globulol (7.3%)

Cimanga et al., 2012

Egypte

1,8-cinéole (21.4%),
o-cymene (21.4%),

a-pinene (6.7%), spathulenol
(6.3%)

Yones et al., 2016

Inde

1,8-cinéole (66.3%),
Cis-0-cymeéne (21.3%),
a-terpinyl acetate (3.4%)

Pant et al., 2014

Indonésie

1,8-cineole (86.5%),
a-pinene (4.7%)

Mulyaningsih et al., 2011

Ethiopie

1,8-cinéole (63.0%),
a-pinene (16.1%)

Mekonnen et al.,2016

Italie

1,8-cinéole (84.9%),
a-pinene (5.6%),
p-cymene (5.3%)

Fratini et al., 2014
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1,8-cinéole (17.2%),
Kenya a-pinéne (7.1%), Karemu et al., 2013
spathulenol (6.5%)

1,8-cinéole (84.5%),

Iran limonéne (8.50%) Golestani et al., 2015
1,8-cinéole (85.8%),
Monténégro a-pinene (7.2%), Vratnica et al., 2011
B-myrcene
1,8-cinéole (22.4%), limonéne
Maroc (7.0%), solanone (6.1%), Derwich et al., 2009
B-pinéne (5.2%)
. 1,8-cinéole (56.5%), limonene
E Pakistan (28.0%) Ghaffar et al., 2015
lobulus -ciné 0
J Espagne 18-cincole (63.6%), Lius et al., 2016

a-pinéne (16.1%)

terpinén-4-ol (23.46 %)
y-terpinéne (17.01 %),
Nigéria spathulenol (8.94 %), Olayinka et al. , 2012
p -cymeéne (8.10 %)
p-cymen-7-ol (6.39 %).

a-pinene (22.52%)
Taiwan | p-cyméne (21.6%) Chen et al., 2009
B-phellandrene (20,08%)

6-2-2 Spectres de masse de quelques constituants des HE (Er, Es et
Eg)

Les composés chimiques qui sont communs aux trois especes d’Eucalyptus
étudiées et dont le pourcentage est >0,5% sont le 1,8-cinéole (40,24% - 78,45%),
I’o-pinéne (1,69% - 2,19%), le spathulenol (1,05% - 1,85%), le camphene
(0,7% - 1,85%), I’a-terpinéol (0,6% - 2,85%) et le 4-terpinéol (0,5% - 1,0%).
Les caractéristiques de ces composés sont listées dans le tableau 21. Les figures 64 —
69 montrent leurs spectres de masse tandis que les principaux ions fragments du
1,8-cinéole et de I’a-pinéne ainsi que leurs intensités relatives (%) sont énumérés dans
le tableau 22.
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Tableau 21 : Caractéristiques des composés communs aux trois especes
Er, Eset Eg

Poids Structure
moléculaire | chimique

Fkh 154, 139, 111,
["}J 108, 96,93 81,71
He ™ e, [Imad et al., 2015 ;
N * | Mamoun et al., 2016]

HoC 136, 121, 105, 93,
92,91, 77

Composé Formule lons fragments

1,8-ciné0le CioH150 154

H;C

o-pinene CioHae 136 [Imad et al., 2015 ;

Mamoun et al., 2016]
CHs

220, 205, 159,
119, 91, 69, 43, 41

OH

spathulenol | Ci5sH4O | 220 [Luciardi et al., 2016]

121, 93, 79, 67, 53

Camphene | CioHis | 136 [Bufler et al., 1990]

136, 121,107, 93,
81,79
o-terpinéol | C;oH1gO | 154 @WIU%O gT%%ir;]]med Ali et
e

154,136, 111, 93,

4-terpinéol | CroHgO | 154 86,71,5
[Martinez —Evaristo et
HO al., 2015]
PATEIOA: 1L BClrwecie TR D-CoOastsbenaclof 22 2 ectowws, 1,3, etrirvetind- (COAST) TR Tewpooey
210
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Figure 64 : Spectre de masse du 1,8-cinéole
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Figure 65 : Spectre de masse de I’a-pinene
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Figure 66: spectre de masse du spathulenol

#45018: Camphene (CAS)$$ Bicyclo[2.2.1]heptane, 2,2-dimethyl-3-methylene- (CAS)
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Figure 67 : spectre de masse du camphene
#75965:3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.alpha.,4-trimethyl-, (S)- (CAS)
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Figure 68 : Spectre de masse du a-terpinéol
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Figure 69 : Spectre de masse du 4-terpinéeol

Tableau 22 : Principaux ions fragments et leur intensité relative (%)

des composés 1,8-cinéole et a-pinéne

Intensité relative (%)
lon fragment 1,8-cinéole a-pinene
(m/z)

81 100 3
91 - 46
92 - 42
93 74 100
96 42 -
108 83 -
111 65 -
121 12
136 - 10
139 63 -
154 67

L’intensité relative de 1’ion moléculaire pour I’a-pinene [M] =136 (10%) est

faible comparée a celle du 1,8-cinéole [M] "= 154 (67%). Le processus de

fragmentation de I’a-pinéne est obtenu grace a la dissociation de I’ion moléculaire,
par perte du radical C3H- il se forme I’ion fragment principal (pic de base) [M-C3H/] *
tel que montré sur la figure 70. Le deuxieme processus de fragmentation de la
molécule est la formation de I’ion fragment a m/z 121 qui représente 1’ion [M-CHj3] +

avec une faible intensité relative (12%).

Le processus de fragmentation du 1,8-cinéole commence par la dissociation de
I’ion moléculaire, par perte de CHs il se forme I’ion fragment [M-CHz]+ a m/z 139

(63%). L’ion fragment a m/z = 81 représente le pic le plus intense (pic de base) formé
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par le processus secondaire [M-C3HgO-CH3] + tel que montré sur la figure 71
[Imad et al., 2015 ; Mamoun et al., 2016].

- -CHg + -CHy +
[m] S [M-CH3] — e [M-CHz-CH,
m/z= 136 m/z=121 m/z=105
IR=10% IR=12% IR=12%
'C3H7l
+
[M-CaH]
m/z=93 -H
IR=100%
+
M-CzH5 -H
H, sH7
m/z=92
+ IR=42%
[M—C3H7 —HZ]
m/z=91
IR=46%

Figure 70 : Voie de fragmentation de a-pinéne

+

T ~  -CH
lM-CH3H7l$ VI l M-CH3]
m/z=111 m/z=154 m/z=139
IR=65% IR=67% IR=63%
-C3HsO -CH;30
+ +
- - CH30
[ M-CaHeO | | M-CH; - CHg |
m/z=96 m/z=108
IR=42% IR=83%
-CHj4 -CHs
M - C3HgO —CH3] l M-CHs; -CHsO -CHjs
m/z=81 m/z=93%
IR=100% IR=74%

Figure 71: Voie de fragmentation du 1,8-cinéole

Concernant les autres composés, les ions fragments obtenus rejoignent ceux trouvés

dans la littérature [Tableau : 21].
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6-2-3 Analyse en Composante Principale (ACP) et la Classification
Ascendante Hiérarchique (CAH)

Deux méthodes ont été mises en ceuvre pour exploiter les résultats de I’analyse
CPG/SM des HE des espéces Er, Es et Eg, I’analyse en composantes principales
(ACP) et la classification ascendante hiérarchique (CAH). Le traitement des données
a été réalisé a I’aide du logiciel R studio. Nous avons retenu deux classes de cette
étude; La premicére classe comprend I’HE d’Eucalyptus robusta et I’'HE d’Eucalyptus
sideroxylon et la 2°™ classe est celle de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
[Figure 72]. Ces deux méthodes classent les especes étudiées selon leurs similitudes

quant a leur composition chimique.

E.globulus E.sideroxylon

Figure 72 : Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward

6-2-4 Conclusion sur I’analyse physicochimiques des HE d’Er, Es et
Eg

Sur la base du profil chimique et des paramétres physicochimiques, la qualité
des HE des espéces Er, Es et Eg d'Algérie est proche de celle produite dans d'autres
parties du monde. Les différences dans la composition des huiles peuvent survenir en
raison des différences de chémotypes, de facteurs environnementaux et de conditions
de croissance. L’analyse CPG/SM a révelé que nos espéces sont a prédominance
1,8-cinéole et I’analyse en composante principale ainsi que la classification
ascendante hiérarchique ont déterminé deux classes : la classe d’Er et Es et la classe

d’Eg. De plus, ces résultats constituent une contribution préliminaire a 1’établissement
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de valeurs standards de profils chimiques et de paramétres physicochimiques pour un

produit régional intéressant pour 1’industrie de notre pays.

6-3 Etude biologique

6-3-1 Test de létalité de la crevette de saumure :(Brine Shrimp
Lethality Test: BSL)

Le résultat du test de létalité de la crevette de saumure pour les huiles

essentielles des trois espéces étudiées est indiqué sur le tableau 23.

Tableau 23: Concentrations létales médianes CL50 des HE d’E. robusta,

E. sideroxylon et E. globulus

Extrait de Dose Nbre initial Nbre de CL50
plante (ng/ml) de larves larves (ug /mL)
mortes

E. robusta 1 40 14
10 40 19

100 40 26 9.42
1000 40 35
E.sideroxylon | 1 40 11
10 40 16

100 40 24 34.80
1000 40 29
E. globulus 1 40 13
10 40 20

100 40 25 67.55
1000 40 32

Toutes les huiles essentielles ont montré un potentiel de toxicité important
selon 1’échelle établie par Clarkson. La concentration létale médiane CL50 (pg /mL)
de I’HE Eg analysée est 67,55ug /mL ce qui indique qu’elle est hautement toxique.
Ce résultat va dans le méme sens que d’autres études faites sur des populations de Eg
originaires du Pérou et du Nigéria qui ont présenté un potentiel de toxicité important
sur I’échelle de Clarkson évalué a 29 et 9,59 (ug /mL) respectivement.
Les especes Er, Es ont montré un potentiel toxique comparable a Eg. L’effet toxique
de nos trois especes reste plus élevé comparées a d’autres espéces du méme genre

notamment : E. major (faiblement toxique) du Pérou, E. baileyana (moyennement
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toxique) d’Australie et E. citriodora (non toxique) du Pérou (Tableau 24). Notons que
I’espéce Eg du Nigéria [Olayinka et al., 2012] avec une composition chimique riche
en terpinén-4-ol (23.46 %), y-terpinéne (17.01 %), spathulenol (8.94 %) et seulement
(2.52%) de 1,8-cinéole présente une CL50 = 9,59ug /mL. La faible teneur en
1,8-cinéole de I’espece Eg du Nigéria et sa toxicité importante suggerent que d'autres

constituants de I’huile essentielle pourraient contribuer a sa toxicité.

Tableau 24 : CL50 des huiles essentielles d’Eucalyptus

Espéces Origine CL50 Références

(pg/mL)
E. g!obulus Algérie 65,55 Atmani-Merabet et al., 2018
(feuilles)
E.glpbulus Pérou 29 [Bussmann et al., 2011]
(feuilles)
E.globulus - :
(feuilles) Nigéria 9,59 [Olayinka et al., 2012]
E.ro_busta Algérie 9,42 Atmani-Merabet et al., 2018
(feuilles)
E.sm_jeroxylon Algérie 34,80 Atmani-Merabet et al., 2018
(feuilles)
E.major .
(feuilles) Australie | 762 [Cock, 2007]
E.baileyana Australie | 216 | [Cock, 2007]
(fleurs)
E.cquodora Pérou > 1000 | [Bussmann et al., 2011]
(feuilles)

6-3-2 Test acaricide

Les résultats du test acaricide pour les trois espéces étudiées sont exprimés en
valeurs moyennes + écart type. Le test t-Student est utilisé pour évaluer les

différences entre les traitements.
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6-3-2-1 Evolution de la mortalité de Varroa dans les lots traités par

I’huile essentielle d’E. robusta

a/ Effet du traitement (HE Er+ thymol)

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement
des ruches avec le mélange (HE Er+thymol) est décrite dan la figure 73. Les valeurs

chiffrées obtenues sont exposees dans le tableau en annexe 1.
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Figure 73 : Evolution de la chute de Varroa morts dans le Lot (1) traité par le

mélange (HE Er+thymol)
La lecture de I’histogramme indique que :

-Le traitement (HE Er+thymol) a provoqué une chute de 2680 Varroa sur I’ensemble

des trois ruches pendant la période de trois semaines.
- La chute des Varroa a une tendance continue.

- La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches
pendant le traitement est : 99,26 + 3,83.
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b/ Effet du traitement (HE Er)

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement des
ruches avec (HE Er) est décrite dan la figure 74. Les valeurs chiffrées obtenues sont

exposees dans le tableau en annexe 2.
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Figure 74: Evolution de la mortalité de Varroa dans le Lot (2) traité par
(HE Er)

La lecture de I’histogramme indique que :
- La chute des Varroa a une tendance discontinue.

- La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches

pendant le traitement est : 29,22 + 1,82.

- Le traitement (HE Er) a provoqué une chute de 789 Varroa moins importante

comparée au 1% traitement (HE Er+thymol) (Figure 73).
¢/ Effet du traitement par le Thymol

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement
des ruches avec le (Thymol) est décrite dan la figure 75. Les valeurs chiffrées

obtenues sont exposées dans le tableau en annexe 3.
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Figure 75: Evolution de la mortalité de Varroa morts dans le Lot (7) traité par le
(Thymol)

La lecture de I’histogramme indique que :
- La chute des Varroa a une tendance discontinue.

- La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches
pendant le traitement est : 34,37 + 6,51.

- Le traitement au (Thymol) a provoqué une chute de 928 Varroa moins importante
comparée au traitement (HE Er+thymol) (Figure 73) et plus grande comparée au
traitement (HE Er) (Figure 74).

d/ Effet du (Contréle) chute naturelle de Varroa

L’évolution de la mortalit¢ de V.destructor dans le lot contréle de la chute
naturelle de Varroa pendant les 21 jours de traitement des ruches est décrite dan la
figure 76. Les valeurs chiffrées obtenues sont exposées dans le tableau en annexe 4.
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Figure 76: Evolution de la mortalité de Varroa morts dans Lot (8) le
(Contraole)

La lecture de I’histogramme indique que :

- Un total de 172 Varroa morts naturellement a été enregistré. Ce résultat reste tres

faible comparé aux traitements précédents.
- La chute des Varroa a une tendance ascendante.

- La valeur moyenne des chutes naturelles de Varroa morts enregistrée sur les trois
ruchesest: 6,37 + 1,011.

Cette différence de mortalité de Varroa qui se manifeste d’une ruche a une
autre est due au degré d’infestation de chaque ruche qui est différent ainsi qu’au

nombre d’individus de la colonie d’abeille dans la ruche.

Le résultat du test acaricide de I’HE Er exprimés en (valeur moyenne * écart
type) est décrit dans la figure 77. Les valeurs chiffrées obtenues sont exposées dans le

tableau en annexe 5.
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Figure 77: Evolution de la mortalité de Varroa avec les différents traitements a

IP’HE Er exprimée en (moyenne + écart type)
La lecture de I’histogramme indique que :

- Toutes les ruches d'abeilles infectées traitées ont montré une moyenne de chute

significative de Varroa destructor par rapport au (Controle).

- Le lot traité par (HE Er+thymol) s’est montré le plus efficace pour réduire les
colonies de parasites comparé aux lots de Thymol (p = 0,002) et d'HE Er (p = 0,001).
Cependant, aucune différence significative n'a été observée entre les lots traités au
thymol et a I'HE Er seule (p=0,4).

6-3-2-2 Evolution de la mortalité de Varroa dans les lots traités par

I’huile essentielle d’E. sideroxylon

a/ Effet du traitement (HE Es+ thymol)

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement
des ruches avec le mélange (HE Es+ thymol) est décrite dan la figure 78. Les valeurs
chiffrées obtenues sont exposées dans le tableau en annexe 6.
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Figure 78 : Evolution de la mortalité de Varroa dans le Lot (3) traité par le

mélange (HE Es+thymol)
La lecture de I’histogramme indique que :
- La chute des Varroa a une tendance discontinue.

-La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches
pendant le traitement est : 72,19 = 6.94.

Le traitement (HE Es+thymol) a provoqué une chute de 1949 Varroa moins
importante comparée au traitement (HE Er+thymol) et plus grande comparée au
traitement (Thymol).

b/ Effet du traitement (HE Es)

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement
des ruches avec (HE Es) est décrite dan la figure 79. Les valeurs chiffrées obtenues

sont exposées dans le tableau en annexe 7.
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Figure 79: Evolution de la mortalité de Varroa dans le lot(4) traité par
(HE Es)

La lecture de I’histogramme indique que :
- La chute des Varroa a une tendance ascendante a discontinue.

-La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches

pendant le traitement est: 15,74 + 2,28.

-Le traitement (HE Es) a provoqué une chute de 425 Varroa moins importante
comparée au traitement (HE Er) et plus grande que le (Contréle)

Le résultat du test acaricide de ’HE Es exprimés en (valeur moyenne + écart
type) est décrit dans la figure 80. Les valeurs chiffrées obtenues sont exposées dans le

tableau en annexe 8.
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Figure 80: Evolution de la mortalité de Varroa avec les différents traitements a

I’HE Es exprimée en (moyenne * écart type)
La lecture de I’histogramme indique que :
- Une chute significative de Varroa destructor est enregistrée par rapport au controle.

-Le lot traité par (HE Es+thymol) s’est montré le plus efficace pour éliminer

I'ectoparasite comparé aux lots de thymol (p = 0,02) et d'HE Es (p = 0,02).

-Aucune différence significative n'a été observée entre les lots traités au thymol et a
I'HE Es (p=0,06).

6-3-2-3 Evolution de la mortalité de Varroa dans les lots traités par

I’huile essentielle d’E. globulus

a/ Effet du traitement (HE Eg+ thymol)

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement
des ruches avec le mélange (HE Eg+thymol) est décrite dan la figure 81. Les valeurs

chiffrées obtenues sont exposées dans le tableau en annexe 9.
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Figure 81: Evolution de la mortalité de Varroa dans le Lot (5) traité
par le mélange (HE Eg+ thymol)

La lecture de I’histogramme indique que :

-Le traitement (HE Eg+thymol) a provoqué une chute de 1548 Varroa moins
importante comparée aux traitements (HE Er+thymol) et (HE Es+thymol).

- La chute des Varroa a une tendance en géneral continue.

-La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches
pendant le traitement est : 57,33 = 6.33.

b/ Effet du traitement (HE EQ)

L’évolution de la mortalité de V.destructor pendant les 21 jours de traitement
des ruches avec le mélange (HE Eg) est décrite dan la figure 82. Les valeurs chiffrées

obtenues sont exposées dans le tableau en annexe 10.
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Figure 82: Evolution de la mortalité de Varroa dans le Lot (5) traité par
(HE EQ)

La lecture de I’histogramme indique que :

-Le traitement (HE Eg) a provoqué une chute de 421 Varroa comparable a celle de

(HE Es) est faible comparée au traitement (HE Er).
- La chute des Varroa a une tendance descendante.

-La valeur moyenne des chutes de Varroa morts enregistrée sur les trois ruches

pendant le traitement est: 15,56 + 2,71.

Le résultat du test acaricide de ’HE Eg exprimés en (valeur moyenne + écart
type) est décrit dans la figure 83. Les valeurs chiffrées obtenues sont exposées dans le

tableau en annexe 11.
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Figure 83: Evolution de la mortalité de Varroa avec les différents traitements a
I’HE Eg exprimeée en (moyenne + écart type)

La lecture de I’histogramme a indiqué que :

- Toutes les ruches traitées ont montré une chute significative de Varroa destructor

par rapport au controle.

- Le lot (HE Eg + thymol) s’est montré le plus efficace pour éliminer I'ectoparasite
compareé aux lots du thymol (p = 0,05) et d'HE Eg (p = 0,006).

- Aucune différence significative n'a été observée entre les lots traités au thymol et a

I'HE Eg la différence n'est pas significative (p = 0,07).
6-3-2-4 Synthese du test acaricide pour les trois especes

La figure 84 regroupe les résultats du test acaricide exprimés en
(valeur moyenne + écart type) pour les huiles essentielles des espéces Er, Es et Eg

associées au thymol.
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Figure 84: Nombre de Varroa morts pour les HE associées au thymol de
Er, Es et Eg exprimé en moyenne + écart type

- Tous les traitements ont provoqués une chute de Varroa significative par rapport au

controle.

-Une différence significative a été observée entre le lot traité par (HE Er +thymol) et
celui de (HE Eg +thymol) (p = 0.01).

- Aucune différence n’a été notée entre le lot (HE Es + thymol) et les deux lots
précédents.

- Le traitement (HE Er+thymol) présente une différence tres significative par rapport
au thymol (p = 0.002).

-Les lots (HE Es+thymol) et (HE Eg+thymol) ont montré une différence significative
avec le thymol, (p = 0.023) et (p = 0.05) respectivement.

La figure 85 regroupe les résultats du test acaricide exprimés en

(valeur moyenne * écart type) pour les huiles essentielles seules.
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Figure 85: Nombre de Varroa morts pour les HE des trois espéces Er, Es et Eg

exprimé en moyenne * écart type
La lecture de I’histogramme a indiqué que:

- Les traitements & base des HE et du thymol ont montré des valeurs moyennes de
chutes de Varroa significativement supérieures par rapport au controle.

- Les traitements a base des HE ont montré des valeurs moyennes de chutes de

Varroa plus faibles mais non significativement différents par rapport au thymol.

-Le traitement a base de HE Er s’est montré significativement plus efficace que ceux a

base de HE Es (p = 0,02) et HE Eg (p = 0,02).
- Aucune différence entre les traitements a ’'HE Eg et I’HE Es (p = 0.54).

Malgré le fait que le groupe traité au thymol a montré une moyenne plus
élevée de Varroa tombé (34,37 = 6,51) que celle de I’'HE Er (29,22 + 1,82), de
I’HE Es (15,74 + 2,28 et ’'HE Eg (15,56 + 2,71), aucune différence statistiquement

significative entre ces groupes n'a été observée. Une des raisons pourrait étre liée a la
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forte variabilité détectée dans le rucher. Pour surmonter ce probleme, le nombre de
ruches doit étre augmenté afin d'obtenir une meilleure appréciation de I’efficacité des

effets des traitements appliqués.
6-3-3 Conclusion sur I’étude biologique

Les résultats obtenus par 1’étude de la toxicité ont révélé que les HE étudiées
sont toutes actives envers Artemia salina avec ’effet le plus élevé pour celle de
I’espéce Er. L’évaluation de I’effet des HE sur les ruches a confirmé la méme
tendance de toxicité. D’une part, les traitements par les HE seules des ruches
infectées ce sont révélés comparables en efficacité par rapport au traitement a base de
thymol composé, largement utilisé en apiculture pour protéger les colonies d’abeilles
contre différentes maladies notamment la varroase et d’autre part, 1’association
(HEE +thymol) s’est montrée statistiquement plus efficace que les traitements

précédents.

Parmi les trois associations testées celle a base de (HE Er + thymol) s’est distinguée

par un effet acaricide statistiquement supérieur aux autres.

Nos résultats vont dans le sens d’autres études [Calderone et Spivak, 1995 ; Eguaras
et al., 2005 ; Ghasemi et al., 2011 ; Labeste,2013 ; Habbi-Cherifi, 2014 ; Abu Bakar et
al., 2017] qui ont montré un potentiel acaricide important des huiles essentielles des

espéces d’Eucalyptus contre 1’acarien des abeilles le Varroa destructor.

Notre étude bien qu’elle rejoint les conclusions des auteurs précédant a permis de
montrer que 1’association (HE E+thymol) donne une meilleure efficacité que le
traitement avec du thymol a réduire la population du parasite a I’intérieur du rucher. Il
faut savoir que les traitements conventionnels a base de thymol seul rencontrent
actuellement un phénomeéne de résistance de la part de V.destructor [Charpentier,
2013 ; Bruneau, 2015], ainsi la piste proposée par notre étude repose sur une
association (HE+thymol) pour palier a ce probléme de résistance. Sachant d’une part
gue la composition complexe d’une HE et sa diversité structurale remarquable,
constituera un obstacle difficilement surmontable pour que le parasite puisse
développer une quelconque résistance. D’autre part, les médicaments anti Varroa les

plus utilisés en Algérie présentant pour la pluparts un seul principe actif (Tableau 25)
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donc, les huiles essentielles de part leur structure complexe, pourraient diminuer le

phénomene de résistance de Varroa.

Tableau 25 : Acaricides les plus utilisés en Algérie

Acaricide Principe actif Structure
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L’Algérie, de par sa position, géographique possede une biodiversité
exceptionnelle et une richesse importante en plantes aromatiques et medicinales. Dans
le présent travail, on s’est intéressé a la valorisation des plantes aromatiques locales
utilisées en médecine traditionnelle vétérinaire pour leurs propriétés acaricides dans le

contrdle de la varroase.

Trois espéces d’Eucalyptus ont fait 1’objet de notre recherche, a savoir,

E. robusta, E. sideroxylon et E. globulus.

La caracteérisation chimique des huiles essentielles est réalisée par la mesure de
paramétres physicochimiques et une analyse par CPG couplée a la masse. Les HE
d’Er, Es et Eg ont donné des rendements variant entre 0,83% et 1,09%.

Les propriétés organoleptiques et les parametres physico chimiques des
huiles essentielles des feuilles de nos trois plantes sont en accord avec ceux
mentionnés par les normes AFNOR. La valeur des parameétres obtenus indiquent que
nos huiles sont de bonne qualité.

L’étude chromatographique des huiles essentielles des feuilles d’Er, Es et Eg
a révelé que le composant le plus abondant chez les trois espéces est le 1,8-cinéole
avec le pourcentage le plus €élevé pour I’espéce Eg (78,45%) Les résultats obtenus
permettent d’affecter nos huiles au chémotype 1,8-cinéole. Par ailleurs en plus d’un
fort taux en 1,8-cinéole, nos huiles essentielles notamment celles d’Es et Eg
contiennent un faible taux de phellandrene. Cette substance est considérée comme
extrémement toxique [Dooms et al., 1977] . Ces spécifications des HE d’Es et Eg les
rendent tres recherchées en industrie pharmaceutique et par le secteur de la

cosmétique.

Les trois huiles essentielles ont montré un seuil de toxicité important sur les
deux tests, BSL et varroacides. Les résultats de ces deux essais se rejoignent pour
indiquer que I’espece Er est la plus toxique suivie de Es et finalement Eg.

Ce travail a permis d’identifier le potentiel varroacides des HE d’Eucalyptus et
indique que 1’association (HEE + thymol) peut constituer une option viable aux
traitements conventionnels a base de thymol seul. En effet, cette étude a été motivée

par le fait que le thymol est un produit dont I'efficacité dans le contréle des acariens
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est établie et que cet effet pourrait étre potentialisé en le combinant avec les huiles
essentielles d'Eucalyptus locales. L'utilisation de I'huile d'Eucalyptus comme pesticide
naturel est dune importance immense compte tenu des implications
environnementales et toxicologiques de [I'utilisation néfaste des pesticides
synthétiques. Le but ultime est de développer de nouveaux produits plus efficaces,
mais surtout de surmonter le probléeme de l'augmentation de la résistance des

ravageurs aux traitements actuels.

Les investigations réalisées concernant les trois plantes sont une premiére
étape qui s’inscrit dans le cadre de leur valorisation tant sur le plan chimique que sur
le plan biologique. Ainsi, pour développer cet objectif de recherche, un certain

nombre de pistes peuvent étre explorées:

e La chute la plus importante de I'ectoparasite a eté enregistrée avec l'association de
(HE Er+ thymol). Ce résultat est important et souléve d'autres questions parmi
lesquelles : Est-ce que l'effet acaricide observé de I’huile essentielle d’E.robusta, est
attribué ou non aux composés prédominant de I’espéce a savoir 1,8-cinéole? Si tel est
le cas, il sera intéressant d'étudier les traitements & base du 1,8-cinéole, de

I'association (thymol + 1,8-cinéole), et de les comparer au thymol.

e [ ’évaluation expérimentale in vitro de :
¢ L’impact de nos huiles essentielles sur I’abeille et les produits de la ruche
¢ L’effet des huiles essentielles sur le développement des nymphes des abeilles
¢ La mise au point d’une formulation galénique plus appropriée a base de gel

pour la libération retardée de 1’huile essentielle et palier ainsi a son évaporation

précoce.

e Envisager 'utilisation des huiles essentielles seules ou en association avec d’autres
produits en alternance avec les médicaments anti Varroa et ce pour diminuer le

phénoméne de résistance de Varroa.

Enfin, La varroase est désormais un probléme d'ordre mondial ¢’est pourquoi

la lutte contre ce fléau doit étre prise au sérieux par les pouvoirs publics, par les
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apiculteurs et par les chercheurs. Elle doit faire I’objet d’un vaste programme d’action
territorial afin d’éviter les perpétuelles infestations, et de sauver ainsi notre sentinelle

de I’environnement : I’abeille domestique.
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Annexe 1:

Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par

(PHE Er + thymol)
Numéro |01 au |03 au 05 au 07 au [10au 12 au |14 au 17au 19 au
Ruche |30/11|05/11 |07/11 |10/11 |12/11 |14/11 |17/11 |19/11 |21/11
R1 101 108 107 94 102 116 153 117 96
R2 87 73 97 97 70 90 73 85 83
R3 79 106 138 96 105 108 107 101 91
Annexe 2:
Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par
I’HE Er
Numéro |01 au |03 au 05 au 07 au |10 au 12au |14 au 17au 19 au
Ruche |30/11|05/11 |07/11 |10/11 |12/11 |14/11|17/11 |19/11 |21/11
R1 27 27 19 42 25 35 45 37 49
R2 10 35 6 51 49 6 35 32 0
R3 60 47 31 19 18 48 13 8 15
Annexe 3:
Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par
le thymol
Numéro |01 au |03 au 05 au 07 au |10au 12 au |14 au 17au 19 au
ruche |03/11|05/11 |07/11 |10/11 |12/11 |14/11 [17/11 |[19/11 |21/11
R1 32 28 31 30 52 27 28 34 12
R2 24 35 25 32 29 31 25 34 42
R3 44 45 46 46 35 39 42 45 35
Annexe 4:

Nombre de Varroas morts dans le lot contréle de la chute naturelle

Numéro |01 au |03 au 05 au 07 au |10au 12 au |14 au 17 au 19 au
ruche |03/11|05/11 |07/11 |10/11 (12/11 |14/11 |17/11 |19/11 |21/11
R1 1 2 3 6 3 3 12 8 9
R2 2 3 4 7 5 10 10 7 15
R3 3 1 8 0 12 6 13 10 9




Annexe 5:

Nombre de Varroas morts pour Er dans les différents lots de traitement exprimé
en moyenne + écart type

Traitements Moyenne * écart type
HE Er + thymol 99,26 + 3,83
Thymol 34,37 £ 6,51
HE Er 29,22 + 1,82
Controle 6,37 + 1,011

Annexe 6:
Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par

(PHE Es + thymol)

Numéro | 01 au 03 au 05 au 07 au |10 au 12 au 14 au 17 au 19 au
Ruche |[03/11 |05/11 |07/11 |10/11|12/11 14/11 |17/11 19/11 |21/11

R1 49 27 35 39 102 48 104 67 53
R2 41 57 54 48 145 74 150 90 50
R3 55 81 100 54 146 57 121 59 43
Annexe7 :

Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par I’HE Es

Numéro| 0lau |03 au 05 au 07 au |10 au 12 au 14 au 17au |19 au
Ruche | 30/11 |05/11 |07/11 |10/11|12/11 14/11 |17/11 19/11 |21/11

R1 28 12 10 34 5 10 25 19 20

R2 18 12 12 19 12 3 15 22 27

R3 17 8 6 14 20 12 18 16 11
Annexe 8 :

Nombre de Varroas morts pour Es dans les différents lots de traitement exprimé
en moyenne * écart type

Traitements Moyenne + écart type
E. sideroxylon + thymol 72,19 + 6.94
Thymol 34,37 £ 6,51
E.sideroxylon 15,74 + 2,28
Controle 6,37 + 1,011




Annexe 9 :

Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par
I’HE Eg + thymol

Numéro| O0lau |03 au 05 au 07 au |10 au 12 au 14 au 17au |19au
Ruche | 30/11 |05/11 |07/11 |10/11|12/11 14/11 |[17/11 19/11 |(21/11

R1 42 36 46 48 42 57 100 120 82

R2 42 47 53 58 59 50 70 50 30

R3 56 62 50 141 50 46 40 35 36
Annexe 10 :

Nombre de Varroas morts durant le traitement des ruches par ’HE Eg

Numéro| 0lau |03 au 05 au 07 au |10 au 12 au 14 au 17au |19au
Ruche | 30/11 |05/11 |07/11 |10/11|12/11 14/11 |17/11 19/11 |21/11

R1 23 14 18 20 14 23 23 18 12

R2 17 17 16 17 14 17 15 15 12

R3 12 5 5 15 11 13 17 20 18
Annexe 11 :

Nombre de Varroas morts pour Eg dans les différents lots de traitement exprimé
en moyenne * écart type

Traitements Moyenne + écart type
E. globulus + thymol 57,33 + 6.33
Thymol 34,37 £ 6,51
E.globulus 15,56 + 2,71
Controle 6,37 + 1,011
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Abstract

The study was aimed to determine the chemical composition, toxicity effect and field
varroacidal efficacy of essential oil from leaf of Eucalyptus robusta (Er), Eucalyptus
sideroxylon (Es) and Eucalyptus globulus (Eg) grown in Algeria. The brine shrimp lethality
(BSL) assay and bee hives infected by Varroa destructor were used to assess the toxicity and
acaricidal effect, respectively. Steam distillation of (Er), (Es) and (Eg) leaves yielded 0.83%,
1.09 % and 0.93% (v/w) of essential oil (EO) respectively. GC/MS Analysis revealed 13
compounds for (Er), 36 for (Es) and 39 for (Eg). The main constituents for Er EO were 1,8-
cineole (65,97%), p-cymene (7,83%) and o-cymene (4,75%), for Es EO 1,8-cineole (20,57%),
octane (4.83%) and p-cymene (1,35%), and for Eg EO, 1,8-cineole (78.45 %), o-cymene
(2.18 %), and isopinocarveole (1.74 %). The BSL assay of Er EO, Es EO and Eg EO revealed
a highly toxic value of LC50 (pg/ml): 9.42, 34.80 and 67.55 respectively. Furthermore, field
efficacy testing on bee hives infected with Varroa destructor has confirmed the effectiveness
of Eucalyptus robusta essential oil (Er EO), (Es EO) and (Eg EO) and thymol (p < 0, 05) as
varroacidal agents. Moreover (EEO + thymol) association was more effective than EEO or
thymol alone. Finally the use of (EEO + thymol) may constitute a viable alternative to the

thymol based commercial treatment.

Key words: Eucalyptus spp, essential oil, toxicity, BSL Test, GC/MS, Varroa destructor.



Résumé

L’objectif de cette étude est la détermination de la composition chimique et 1’évaluation de la
toxicité et de ’effet acaricide de I’huile essentielle d'Eucalyptus robusta (Er), d'Eucalyptus
sideroxylon (Es) et d'Eucalyptus globulus (Eg) d’Algérie. Le test de létalité de la crevette de
saumure (Brine Shrimp Lethality Test: BSL) et les ruches d'abeilles infectées par Varroa
destructor ont été utilisés. La distillation a la vapeur d’eau des feuilles seches de (Er), (Es) et
(Eg) a donné les rendements respectifs suivants: 0,83%, 1,09% et 0,93%. L'analyse
CPG / SM a révélé 13 composés pour (Er), 36 pour (Es) et 39 pour (Eg). Les constituants
principaux pour I'HE Er étaient 1,8-cinéole (65,97%), p-cymene (7,83%) et o-cymene
(4,75%), pour I'HE Es 1,8-cinéole (20,57 %) et p-cymeéne (1,35%) et enfin pour I'HE Eg
1,8-cinéole (78,45%), o-cymene (2,18%) et isopinocarveole (1,74%). Le test BSL des huiles
essentielles d’Er, Es et Eg a révélé une valeur de CL50 (ug/ ml) hautement toxique de 9,42,
34,80 et 67,55 respectivement. En outre, des tests effectués sur le terrain sur des ruches
d'abeilles infectées par Varroa destructor ont confirmé I'efficacité des huiles essentielles d’Er,
Es et Eg et du thymol (p< 0,05) en tant qu'agents varroacides. De plus 1’association
(HE E + thymol) était plus efficace que I'HE E ou le thymol seul. Enfin, l'utilisation de
’association (HE + thymol) peut constituer une alternative viable au traitement commercial

de la varroase a base de thymol.

Mots clés: Eucalyptus spp, huile essentielle, toxicité, BSL Test, CPG/SM, Varroa destructor.
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ABSTRACT
The study was aimed at determining the chemical composition, toxicity effect and field
varroacidal efficacy of the essential oil distilled from the leaf of Eucalyptus globulus (Eg)
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leaf essential oil, distillation of leaves yielded 0.93 % (v/w) of essential oil (EO). GC/MS Analysis revealed
thy.m.Ol’ 39 compounds, essentially oxygenated monoterpenes (86.01%). The main constituents of
oxicity,

the oil were 1,8-cineole (78.45 %), o-cymene (2.18 %), isopinocarveole (1.74 %), a-pinene
(1.69 %), pinocarvone (1.34%) and veridiflorol (1.31%). The BSL assay revealed a highly
toxic value of LC50 (67.55 pg/mL). Furthermore, field efficacy testing on bee hives infected
with Varroa destructor has confirmed the effectiveness of Eucalyptus globulus essential oil
(EgEO) or thymol as varroacidal agents. Moreover, a EGEO + thymol association was
more effective than EGEO or thymol alone. Finally, the use of EgEO + thymol may

Varroa destructor.

constitute a viable alternative to the thymol-based commercial treatment.

INTRODUCTION

Varroa destructor is an ectoparasite that contributes to
the collapse of bee colonies, resulting in economic losses
and ecological problems related to the role of bees as the
most important pollinators on Earth [1]. Varroatosis has been
treated by methods that include special apiculture practices
(mesh floors, smoke, selection of resistant bees etc.) bio-
logical and chemical approaches [2-4]. Synthetic pesticides
have been widely used throughout the world, however, they
have often proved to be harmful to the environment and
pose potential risks of contamination of honey and other
hive products with chemical residues [5]. There is also clear
evidence for the evolution of resistance in Varroa mite popu-
lations to conventional pesticides [6]. Given this situation,
where the number of infected bee colonies is increasing
steadily, there is an urgent need for an effective and environ-
mentally-friendly means of control available to beekeepers.
This problem has led to the appearance of several programs
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of prospecting natural products with anti-varroa potential
[7-10]. Commercially available botanical products include
formulations based on natural molecules such as camphor,
thymol, and eucalyptol. Thymol-based formulations
(e.g. Apiguard®, Thymovar®) are particularly effective,
with a percentage that exceeds 90% [11]. Although thymol
treatment has been shown to be effective in neutralizing
mites, volatility problems have arisen [12], and treatment
based solely on thymol may generate the potential resistance
of V. destructor [13]. A special practice of local beekeep-
ing in the forest regions of Skikda (city by the sea, 471 km
from Algiers) is to combine conventional treatments with
aromatic plants for better efficiency and lasting effect, thus,
Eucalyptus leaves are used as fumigation in nearby hives.
The efficacy of this traditional practice is plausible given the
many scientific studies supporting the insecticidal properties
of Eucalyptus essential oils [10-14].

A large number of Eucalyptus species have been intro-
duced in Algeria, notably by the French settlers from 1864
to 1876 [15]. Eucalyptus globulus of the Myrtaceae family,
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also known as Tasmanian blue gum or blue gum, is one of
the species originated from Australia which has well accli-
mated in Algeria, especially in the northern part where it
found a favorable climate for its development. Eucalyptus
leaves are largely used in the Algerian folk medicine for
a range of therapy conditions. For instance, vapor from a
hot water extract of the dried leaves is inhaled to retrieve
symptoms associated with respiratory infections, such as
cold, flue and sinus congestion [16].

The chemical composition of EgEO has revealed more
than twenty compounds with 1,8-cineole, a-pinene and
d-limonene as major constituents [17,18]. EgEO is also
widely used in modern cosmetics, food and pharmaceutical
industries [19]. EgEO was shown to possess anti-inflam-
matory, analgesic, antiviral, antimicrobial, antioxidant and
insecticidal activities [20,21]. Moreover, its has exhibited a
varroacidal activity against V. destructor [1,2,9,10]. Essential
oils components offer an attractive alternative to synthetic
acaricides for the control of V. destructor. They are gener-
ally inexpensive and most pose few health risks. It is on
this basis that we have studied the chemical composition,
the acaricidal and toxic effects of the essential oil extracted
from the leaves of Eucalyptus globulus.

This study is initiated on the basis that thymol is a product
whose efficacy in the control of mites is established and that
this effect could be potentiated by combining it with local
Eucalyptus essential oils. The ultimate goal is to develop
new products which are more efficient, but, above all,
will overcome the problem of increasing pest resistance to
treatments.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and distillation

Leaves were collected in April 2014 at the herbarium
of “Draa Naga” Djbel El Ouahch, located at 15 km east of
Constantine, Algeria. The study area (Draa Naga herbarium)
is situated between the longitude X1: 6°42°5%, X2: 6°42°30”
and the latitude Y'1: 36°20°45%, Y2: 36°22°15%. Fucalyptus
globulus was identified by a taxonomist (Dr Bouzid Mosbah)
and the voucher specimen (Eg006501) was deposited for
future reference at the herbarium of the Constantine Forestry
Conservation. Essential oil was extracted from fresh leaves
(1400 g) by steam distillation using a Clevenger apparatus
for 4 hours. Distilled oil was immediately dried over anhy-
drous sodium sulfate and stored in screw-capped dark glass
vials at 4°C until further testing.

GC/MS analysis

Essential oil extracted from the leaves of Eucalyptus
globulus was analysed by a gas chromatograph coupled with
mass spectrometer “GC/MS” (Agilent System HP-5MS.) as
described below: Capillary chromatographic column of 30 m
(length), 0.25 mm (diameter), and 25 um (film thickness)],
with apolar stationary phase of 5% phenyl and 95% dimethyl
polysiloxane. Column compartment temperature was pro-
grammed from 50 to 200°C for 10°C/min; GC/MS interface
was maintained at 230°C and the ionization source at 150°C;
Helium was used as gas vector with a flow of 0.5 ml/min;
Injection volume was 0.5 pl; MS ionisation energy was 70ev

with scan band of 45-400 u. The essential components were
tentatively identified by comparison with mass spectra data
(MS) obtained from NIST-Wiley-MS library and confirmed
by comparison with Kovats index on HP-SMS column.

BIOACTIVITY

Brine Shrimp lethality assay

The brine shrimp lethality (BSL) assay was used to
predict the toxicity of the essential oil, as previously
described [22]. Different concentrations (1000, 100, 10,
1 ppm) of EgEO were prepared using dimethyl sulfoxide
(DMSO 1%). After 48 h, a drop of DMSO and 4 ml of sea
water were added to each of the sample bottles containing
the oil sample; Ten brine shrimp larvae of Artemia salina
were carefully counted into each of the sample bottles and
the volume of the sea water was made up to 5 ml. Tests
for each concentration was done four times, and a control
experiment containing 5 ml of sea water, a drop of DMSO
and ten brine shrimp larvae was set along side. The experi-
ment was maintained at room temperature for 24 hrs, the
number of surviving larvae were counted and recorded, and
the data obtained were subjected to Finney’s probit analysis
to determine the “LC50” of the oil.

ACARICIDAL ACTIVITY

Experimental apiary

This Experiment was conducted in an apiary located in
nearby Azzaba (36°45°41.1”N, 7°03°50.3”E). Langstroth
type hives of bees (Apis mellifera) whose colonies were
infected with V. destructor were randomly assigned into four
batches: batch 1 to 3 was treated with (ImL/hive/week) of
each of EgGEO, thymol, and EgEO + thymol (v/v) [2]. Batch
4 was used as a control (untreated hives).

Collection, counting and analysis

The method followed is the biological method deemed
“raised diapers” or “covers background” [2,3]. This method
is designed to track and count the fallen mites. Vaseline
greased diapers are first placed in the hive, then removed
and carefully examined with a hand lens to detect the
dead Varroa. This method lasts 21 days, during which the
counting is done every two days. After each count, the
diapers are thoroughly cleaned and then replaced. The essen-
tial oil is deposited on a cardboard tab of 1 mm thickness to
a width of 4 cm and a length of 20 cm, the deposited volume
is 1 ml [2]. The tab is inserted through the main entrance
of the hive; the treatment is repeated at the 7 day and then
continues to the 14" day. The results are expressed in means
of mortality + standard deviation. The temperature during
the experiment varied between 20°C and 22°C.

RESULTS AND DISCUSSION

Yield of essential oil

The essential oil extracted from the Eg leaves was yellow
colored and had a camphor-like smell and pleasant odor,
as previously described [17,23]. The extraction yield of
essential oil was 0.96 %, a value within the range of those
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previously reported [24-27]. Of note, disparity of yields in
the same species can be linked to genetic and environmental
factors, time of collection and extraction method [28].

GC/MS analysis of essentials oils

The results of the GC/MS analysis revealed 39 compounds
(Table 1), essentially oxygenated monoterpenes (86.01%),
monoterpenes (5.74%), monoterpenes alcohols (4.05%) and
sesquiterpenes alcohols (2.74%) (Table 2). The main con-
stituents of the oil were 1,8-cineole (78.45 %), o-cymene
(2.18 %), isopinocarveole (1.74 %),a-pinene (1.69 %),
pinocarvone (1.34%) and veridiflorol (1.31%).

Table 1. Chemical composition of leaf essential oil of E.globulus

Previous investigations of EgEO have revealed various
chromatographic profiles with different percentages of 1,8-
cineole [29]. For example, EgEO samples from Brazil and
Australia showed a high amount of 1,8-cineole, with an
average of 85 and 90 %, respectively [30,31]. In contrast,
an analysis of a Eucalyptus oil sample from Argentina dis-
played a moderate percentage of 60% [32], while those
of Morocco and Kenya gave a low percentage - with an
average of 22.4 and 17.22%, respectively [26,33]. Studies
from Algerian EGEO collected from different sites revealed a
variability in the composition from 47.05 to 53.3% [23,34].
These variations in Algeria EgEO and those of elsewhere
denote the existence of several chemotypes, as previously
reported [29].

KI: compounds were tentatively identified by comparison with mass spectra
data (MS) obtained from NIST-Wiley library and confirmed by comparison
with Kovats index on HP-5MS column. (%) composition: percentage of
concentrations based on peak area integration

Table 2. The percentage of particular groups of E. globulus
essential oil components

Groups Percentage (%)

Monoterpenes 5.47
Oxygenated monoterpenes 78.45
Monoterpenes alcohols 4.05
Monoterpenes ketones 3.41
Monoterpenes aldehydes 0.1

Sesquiterpenes 0.65
Sesquiterpenes alcohols 2.74
Aromatic hydrocarbons 0.87
Aldehydes 0.16
Esters 0.27

Vol. 31, No. 2, Pages 89-93

Compounds KI % composition
1,8-cineole 1030 78.45 BIOACTIVITY
o-cymene 1026 2.18
Isopinocarveole 1226 1.74 Toxicity and acaricidal activity
alpha-pinene 939 1.69 The result of the brine shrimp lethality assay of EQEO
alpha-terpineol 1189 1.36 is shown in (Table 3). The (BSL) test revealed a value of
Pinocarvone 1165 1.34 “LC50” of 67.55 ng/mL. According to the toxicity scale
Veridiflorol 1593 1.31 established previously by Clarkson et al., the value of
(+) spathulenol 1578 1.05 “LC50” obtained for EGEO is considered as highly toxic
trans-p-mentha-1 (7), 8-dien-2-ol 1185 0.79 [35]. It is worth noting that the toxicity of our EO is lower
methyl benzene 773 0.77 than that obtained from a Nigerian sample which showed on
Camphene 954 07 th; same assay an “LCSO” value 0f?.59 Hg/mL [24]. The
die-p-mentha-1 (7),8-dien-2-ol 1230 o1 Nigerian EO has a d1fferent composition, with terpmen-4-ol
- at 23.46% and 6-terpinene at 17.01% as predominant com-
4-terpineol 1177 0.5 . . .
ponents, while 1,8-cineole was present with only a 2.52%.
1-phellandrene 1003 0.35 . . .
— o0 P This low value of 1,8-cineole suggest that other constituents
e . of the Nigerian EgEO might contribute to its toxicity.
Ledol 1569 0.28
trans-carveol 1217 022 Table 3. Brine shrimp lethality assay of leaf extracts of E. globulus
essential oil
butylester 2388 0.17
PR G Dose Nbre of tested Nbre of “LC50"
D-carvone 1243 0.16 (pg/mL) shrimps survivors (ug/mL)
alpha-selinene 1498 0.14 ! 40 13
10 40 20
beta-myrcene 991 0.13 E. globulus 100 40 25 67.55
Myrtenol 1327 0.13 1000 40 32
2-beta-pinene 979 0.12
Valencene 1496 0.11 The results of the field acaricidal testing of EGEO are
gamma-terpinene 1060 0.1 shown in (Figure 1). All treated infected bee hives have
Tsospathulenol 1644 01 showed significant fall of Varroa destructor compared to the

control. The EgEO + thymol-treated batch showed as being
the most efficient in removing the ectoparasite compared
to the thymol (p = 0.05) and EZEO (p = 0.006) batches.
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Figure 1. Number of dead Varroa expressed as means + SD
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However, no significant difference was observed between
the thymol and the EgEO treated batches. Despite the situ-
ation that EgEO alone has a lower value of fallen Varroa
(15.60+2.70) than that of thymol (34.37+6.56), the differ-
ence is not significant (p=0.07).

Several studies have been conducted world-wide,
to understand the effectiveness of essential oils against
Varroa destructor [29]. Aromatic species such as Ferula
assa-foetida. Allium sativum. Sizygium aromaticum, Piper
aduncum, Thymus spp., Eucalyptus spp. has been tested suc-
cessfully against the ectoparasite [29]. The acaricidal activity
of EOs from E. camaldulensis on V. destructor mite was
also investigated, and a LD50 of 1.74 pL/L was found [8].
A previous study using Eucalyptus globulus EO at a level
of 10 uL, has showed an acaricidal effect of 45.75% of dead
Varroa [10]. Our result revealed a slightly lower toxic effect
toward the ectoparasite than the last study. This difference
may be justified by the more important number of repeated
treatments used by this study [10]. Finally, all these studies
have outlined the usefulness of an EgEO treatment against
Varroa destructor.

Despite the fact that the thymol treated group has shown
a higher percentage of fallen Varroa than that of EgEO,
no statistically difference between the two groups was
observed. One of the reasons might be linked to the high
variability detected in the apiary. To overcome this issue,
the number of hives and apiaries that form such a study
must be raised to obtain a better understanding of the effects
of the applied treatments. It should be underlined that the
most important fall of the ectoparasite was recorded with
the association of EgEO + thymol. This result is significant
and raises other crucial issues. Among the raised questions
is whether the observed effect of EgEO is attributable or
not to 1,8-cineole?, if this is the case, it will be interesting
to investigate the association of thymol + 1,8-cineole as a
potential acaricide.

CONCLUSION

The chemical analysis of EgGEO revealed a composition
dominated by oxygenated monoterpénes in the main, rep-
resented by 1,8-cineole. Our study has confirmed that an
EgEO + thymol association was more effective in reducing
the ectoparasite populations than was EZEO or thymol alone.
This result is interesting in that the use of EgEO+thymol
may constitute a viable alternative to thymol-based com-
mercial treatment. Finally, the use of a natural pesticide is of
immense significance in view of the environmental and toxi-
cological implications of the indiscriminate use of synthetic
pesticides and in view of the need to overcome the problem
of the increasing pesticide resistance of V. destructor.
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