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Introduction

Les abeilles, ces "pharmaciennes ailées”, nous offrent un produit qui est a la fois
plaisant visuellement, gustativement et olfactivement, un aliment merveilleux et un
médicament délicieux entierement naturel.(Donadieu, 2003).

L'apiculture occupe une place importante dans la vie des Algeériens. Elle présente des
intéréts socio-économiques, écologiques, religieux, nutritionnels et apithérapeutique. Ainsi, le
développement du secteur apicole peut jouer un rdle crucial dans la diversification des
activités agricoles en Algérie (Cayrolet al., 2018). Les principaux produits recherchés par les
apiculteurs, par ordre d'importance, sont le miel, le pollen, la gelée royale et la propolis. Dans
cette optique, nos agriculteurs ont modernisé les pratiques apicoles, telles que la pollinisation
croisée de nombreuses plantes cultivées, favorisée par les abeilles (Donadieu, 2003).

Les abeilles domestiques et sauvages jouent un rble essentiel dans les écosystemes
terrestres. En effet, plus de 80 % des espéces a fleurs ne pourraient accomplir leur cycle de
développement sans l'aide des pollinisateurs, qui contribuent de maniére significative a la
reproduction de nombreuses plantes (Vaissiere, 2002 ; Haubruge et al., 2006 ; Breeze et al.,
2011). Grace a leur comportement social complexe, les abeilles représentent I'un des meilleurs
modeles scientifiques pour étudier les fonctions d'apprentissage, de mémorisation et
d'orientation lors des déplacements a des fins de butinage. En outre, d'un point de vue
écologique, cet insecte bénéfique joue le réle d'un bio-indicateur extrémement sensible aux

polluants provenant de diverses sources (Kevan, 1999). Compte tenu de son importance dans

L’environnement, le législateur accorde a l'abeille le statut d'insecte protégé. Malgré
cela, les effondrements de colonies d'abeilles continuent d'étre constatés. Actuellement, ces
affaiblissements sont déesignés par I'acronyme CDD (Colony Collapse Disorder) ou syndrome

d'effondrement des colonies d'abeilles. (Higeset al., 2007).

Les abeilles melliferes jouent un rdle crucial en raison de leur contribution a la
pollinisation de nombreuses fleurs sauvages et cultures agricoles, ainsi qu'a la production de
produits apicoles tels que le miel, la gelée royale, la propolis, la cire d'abeille et le pollen. De
plus, elles sont également utilisées dans le domaine scientifique en tant que modeles de
recherche (Wallberg et al., 2019). Cependant, en tant qu'insectes eusociaux, les abeilles
melliferes sont exposées a divers pathogenes et parasites tels que les bactéries, les
champignons, les virus et leVarroa (Chen et al., 2017 ; Zhu et al., 2022). Parmi les maladies
les plus redoutables nous citons 1’ascosphérose(Ascosphaera apis), étant un champignon
pathogéne obligatoire de l'abeille domestique. Ce champignon provoque I'ascosphérose,

entrainant un déclin significatif de la force et de la productivité des colonies, soit seul, soit en
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combinaison avec d'autres facteurs biotiques ou abiotiques, ce qui a des conséquences graves

pour l'industrie apicole (Aronstein et Murray, 2010).

Les plantes aromatiques et médicinales, également appelées "PAM", sont une source de
substances ayant différentes vertus thérapeutiques, utilisees depuis I'Antiquité dans la
pharmacopée traditionnelle de nombreux pays. Ces extraits volatils ont été utilisés pour traiter
des maladies infectieuses avant méme la découverte des microorganismes (Lang et
Buchbauer, 2012). A cet égard, les huiles essentielles sont recommandées pour leurs
propriétés antibiotiques, antivirales, antiseptiques, fongicides, cicatrisantes, digestives, anti-

inflammatoires, sédatives, etc (Richard, 1992).

Le genre Thymus est reconnu pour ses propriétés médicinales, ce qui le rend parmi les
genres les plus intéressants en termes d'activité biologique. Appartenant a la famille des
Lamiaceae.Le genre Thymus comprend une variété d'especes, dont une grande partie se trouve
dans la région méditerranéenne (Hazzitet al., 2006). En Algérie, 12 espéces de Thymus sont
présentes sur le territoire du pays (Dobet al, 2006).

Parmi ces especes, certaines sont endémiques de I'Algérie, telles que Thymus
pallescensde Noé, Thymus dreatensis Batt., Thymus guyonii de Noé et Thymus lanceolatus
Desf., tandis que d'autres sont endémiques de I'Afriqgue du Nord, comme Thymus ciliatus
Desf., Thymus fontanesii Boiss. EtReut., Thymus numidicus Poiret.,, Thymus munbyanus
Boiss.etReut. etThymus algeriensis Boiss.etReut. (Bekhechi et al., 2007 ;Hazzitet
al.,2006 ;Hazzitet al., 2009).

Thymus lanceolatus Desf.est une espéce endémique d'Algérie largement utilisée en
médecine traditionnelle. Elle est connue pour ses effets anti-infectieux, antidiabétiques et pour
le traitement des affections pulmonaires (Khadir et al., 2013).

Ce present travail de recherche a pour objectifs, d’étudier, premiérement, 1’état de lieu
de cheptel apicole dans la région de Tissemsilt durant la période s’étalant entre 2010 et 2022.
Et de tester, au laboratoire, I’activité antifongique de 1’huile essentielle de Thymus lanceolatus
Desfsur I’ Ascospherose (Ascosphera apis) qui touche 1’abeille domestique Apis mellifera.

Ce présent document est divisé en quatre chapitres. Les deux premiers chapitres portent
sur une étude bibliographique. Tandis que les deux derniers chapitres sont consacres pour
rédiger la partie expérimentale, particulierement la méthodologie de travail et les résultats

obtenus avec leurs discussions.



Premierepartie :
Etudebibliographique



Chapitre 01 :

Generalite sur la plante
etudiée

« Le thym Thymus sp. »



Chapitre 01 Généralité sur la plante etudiée

1.1. Généralité sur le thym
Le nom "Thymus" est dérivé du mot grec "thymos", qui signifie "parfumer”, en raison de

I'odeur agréable dégagée par la plante.(Pariente, 2001).

Le terme "Thym" a été introduit dans la langue francaise au Xlle siecle. 1l dérive du
latin "thymus", qui lui-méme I'a emprunté au grec "thymos", signifiant "grosseur ou loupe", en
référence a la glande, le thymus. Certains pensent plutdt que le mot vient du grec "thymos",
qui signifie "fumée”, en allusion au fait qu'il était autrefois brdlé comme encens et qu'on lui
attribuait le pouvoir d'éloigner les créatures venimeuses. Enfin, d'autres font remonter le mot
au grec "thymus", qui signifie "courage", la plante étant considérée autrefois comme

revigorante (Chenni, 2016).

Pendant longtemps, le thym a été principalement utilisé en médecine et dans les rituels
religieux ou magiques, ses utilisations culinaires se limitant a I'aromatisation du fromage et
des liqueurs. Les Egyptiens I'utilisaient pour embaumer leurs morts, les Grecs pour parfumer
les temples et I'eau des bains, et les Romains pour purifier leurs appartements (Chenni, 2016).

De nos jours, le thym est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne. Ses
feuilles sont riches en huiles essentielles, dont les propriétés sont exploitées en phytothérapie
et en médecine (Kholkhal, 2014).

Il existe une variété d'especes de thym, dont une grande partie se trouve dans la zone
méditerranéenne. En Algérie, 12 espéces de Thymus sont présentes sur le territoire du pays,
dont le Thymus lanceolatus Desf. (khadir et al., 2013).

1.1.2. Description botanique de la plante

Le Thymus lanceolatus Desf. Est une espéce endémique d'Algérie appartenant a la
famille des lamiacées (figure 01), appelée localement "Zaater". 1l se présente sous la forme
d'un arbrisseau (Khadir et al., 2013). 1l se caracterise par des feuilles longues et lancéolées
(12-17 mm / 3-8,5 mm), avec un pétiole de (1-3 mm). Les feuilles de I'apex sont arrondies,
présentant des nervures marquées sur la face inférieure, avec des glandes sphéroidales, parfois
ciliées vers la base. Les fleurs sont disposées en inflorescences denses de couleur rose,
arrangees en verticilles approximatifs. Elles sont pédonculées, mesurant environ 3 mm de
haut, et persistantes. Elles sont disposées a I'extrémité des rameaux en un épi cylindrique. Les
tiges sont dressées, densément poilues avec des poils blancs et raides, les nceuds inférieurs

étant dépourvus de feuilles simples ou ramifiées (Ramon, 1994).
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Figure 01 :Thymus lanceolatus. Desf,avant et apres inflorescence (Khadiret al., 2013)
1.1.3.Classification de la plante

Selon (Quezel et Santa, 1963), la classification du Thymus lanceolatus Desf. est

mentionnée dans le tableau 1.

Tableau 01 : Classification de Thymus lanceolatusDesf.

Regne Plantae

Sous regne tracheobionta
Embranchement magnoliophyta
Sous-embranchement magnoliophytina
Classe magnoliopsida
Sous-classe asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espece Thymus lanceolatus Desf

[ 5> ]
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1.1.4.Principes actifs du Thym

Les substances actives du thym sont des composés synthétisés par les plantes
supérieures a travers des voies métaboliques complexes. Ces composés sont utilisés par les
plantes pour diverses fonctions adaptatives, notamment en réponse aux stress biotiques et

abiotiques auxquels elles peuvent étre exposées (Bougharara, 2016).

1.1.4.1. Phénols

Les phénols sont des composés qui possedent un noyau aromatique avec un ou plusieurs
groupes hydroxyle. Ils ont des propriétés antiseptiques, antifongiques, antibactériennes, anti-

inflammatoires et anti-oxydantes (Belyagoubi, 2011).

1.1.4.2. Flavonoides

Les flavonoides sont un groupe de plus de 6 000 composés naturels présents dans
presque toutes les plantes vasculaires. Ils sont capables de moduler I'activité de certaines
enzymes et d'influencer le comportement de différents systéemes cellulaires. Les flavonoides
ont également de nombreuses activités biologiques, telles que des propriétés anti-oxydantes,
vasculoprotectrices, anti-hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, anti-ulcéreuses

et méme anti-tumorales significatives (Ghedira, 2005).

1.1.4.3. Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques présents dans de nombreuses plantes,
comme les écorces d'arbres. Ils contribuent a l'activité anti-diarrhéique en protégeant les
organes digestifs des attaques nuisibles. De plus, ils ont un pouvoir cicatrisant en favorisant la

régénération des tissus en cas de blessure superficielle (Yezza, 2013).

1.1.4.4. Saponosides

Les saponosides (ou saponines) sont des hétérosides généralement présents dans les
plantes. Ils sont formés d'une génine de type triterpéne ou stéroide appelée sapogénine, qui est
associee a un ou plusieurs groupements osidiques. Les saponosides ont des propriétés
émulsifiantes grace a leur capacité a former des mousses, ainsi que des propriétés
pharmacologiques telles que des effets analgésiques et antidépresseurs (Betna-Bencharif,
2014).
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1.1.4.5. Quinones

Les quinones sont présentes dans de nombreux organismes, principalement dans le
regne végétal, et sont hautement réactives. Elles ont généralement des propriétes
antimicrobiennes, anti-protozoaires, antivirales, antibactériennes, fongicides et antiallergiques
(Belyagoubi, 2011).

1.1.4.6. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d'origine végetale, de nature
alcaline et de structure hétérocyclique complexe. La plupart des alcaloides ont été utilisés
comme médicaments, stimulants ou poisons. Ils sont biologiquement actifs et présentent des

activités pharmacologiques diverses, y compris des propriétés antibiotiques (Touhami, 2017).

1.1.5. Pharmacologie du thymus lanceolatus Desf
La plupart des espéces de thym sont largement utilisées comme herbes médicinales
(Bukvicki et al., 2018) en raison de leurs propriétés pharmacologiques et biologiques. En
médecine traditionnelle, les parties florales et les feuilles des espéces de Thymus ont été
largement utilisées comme tisane tonique, carminative, antitussive, antiseptique et pour le
traitement du rhume (Labiad et al., 2017).

Parmi les différentes propriétés biologiques rapportées pour le thym, certaines sont bien
établies, telles que ses activités anti-oxydantes, insecticides, antibactériennes, antifongiques,
antivirales, anti-inflammatoires (Sidaliet al., 2017) et anti helminthiques. Le thym a
également été recommandé comme agent de prévention du cancer (Ghasemi Pirbalouti et
al., 2015). Toutes ces activités sont liées a sa teneur élevée en monoterpenes et en composés
phénoliques, notamment le thymol et le carvacrol, ainsi qu'a d'autres composés plus ou moins
biologiquement actifs tels que lI'eugénol, le p-cyméne, le y-terpinéne, le linalol, le germiniol et
le broneol (Sidali et al., 2017).

Le thym est considéré comme une source importante d'huiles essentielles (Sobeh et al.,
2020). Son huile fait partie des dix meilleures huiles essentielles au monde, présentant des
propriétés antibactériennes, antimycotiques, anti-oxydantes et conservatrices des aliments
(Mahdavi et Karimzadeh, 2010).




Chapitre 01 Généralité sur la plante etudiée

1.1.5.1.Activité antifongique

La plupart des especes de thym contiennent une quantité élevée de monoterpénes
phénoliques, ce qui confére des effets fongicides en raison de la présence de composés
phénoliques tels que le thymol comme composant principal, qui peuvent perturber la
membrane cellulaire des champignons. Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et
perturber la paroi cellulaire des champignons ainsi que les membranes cytoplasmiques, les
rendant permeéables et endommageant finalement les membranes mitochondriales (Leal et al.,
2017).

1.1.5.2.Activité antibactérienne

Un grand nombre d'huiles essentielles de Thymus, d'extraits et de leurs composés isolés
ont été étudiés pour leur activité antimicrobienne. Ces produits suscitent un intérét particulier
car aucune résistance ou adaptation bactérienne n'a été observée, et des effets secondaires
minimes ou insignifiants ont été constates tant pour les huiles essentielles que pour les extraits
complets (Nabavi et al., 2015)Plusieurs scientifiques attribuent I'activité antimicrobienne des
espéces du genre Thymus a la concentration élevée de carvacrol dans leur huile essentielle. Ce
composé possede des propriétés biocides qui perturbent la membrane des bactéries. De plus, il
est capable de traverser les membranes cellulaires, d'atteindre I'intérieur des cellules et
d'interagir avec des sites intracellulaires essentiels pour leurs activités antibactériennes
(Hussein et al., 2018).

1.1.5.3.Activité antivirale

L'activité antivirale des huiles essentielles est encore peu connue. Certaines huiles ont
été rapportées comme ayant une activité contre certains virus, mais leurs mécanismes d'action
n'ont pas été entierement décrits. En 2011, Saderi et Abbasi ont observé que I'huile de thym
était potentiellement efficace contre les adénovirus (Adaszynska-Skwirzynska et
Szczerbinska, 2017).

1.1.5.4.Activité antioxydante

Le thym est une source de diverses substances bioactives naturelles. Il contient de
nombreux flavonoides tels que la lutéine, I'apigénine, la naringénine, la lutéoline et la
thymonine, ainsi que du thymol et du carvacrol dans son huile essentielle. Ces deux composés
phénoliques sont considérés comme de puissants antioxydants (EI-Guendouz et al., 2019).
Plusieurs chercheurs ont évalué Il'activité antioxydante des différentes especes de Thymus en

utilisant le test de DPPH. Ces études ont montré que la structure chimique des composeés




Chapitre 01 Généralité sur la plante etudiée

phénoliques présents dans les huiles essentielles de thym leur permet de donner de

I'nydrogene aux radicaux libres, ce qui explique leur activité anti-oxydante (Nieto, 2017).

1.1.5.5.Activité anti-inflammatoire

Les plantes du genre Thymus ont démontré une activité anti-inflammatoire dans divers
modeles d'inflammation in vitro et in vivo. Les extraits de thym pourraient efficacement
inhiber la réponse induite par le collagene de type Il (CllI) chez les rats atteints de polyarthrite
rhumatoide, ainsi que réduire les niveaux de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et
d'interleukine-1 beta (IL-1B). Par ailleurs, ils pourraient inhiber la réponse inflammatoire
aigué provoquée par la carraghénane et I'albumine d'ceuf, réduisant ainsi le gonflement des

articulations et augmentant le seuil de douleur (L.i et al., 2019).

1.1.5.6.Autres activités pharmacologiques

L'extrait de thym a démontré des effets réparateurs sur la mémoire et les troubles
comportementaux induits par la scopolamine chez les rats, suggérant son potentiel bénéfique
dans le traitement de la maladie d'Alzheimer (Rabiei et al., 2015). Les effets insecticides de
I'nuile essentielle de thym ont également été signalés. En effet, la toxicité directe sur les
insectes adultes est attribuée a l'inhibition de la reproduction par des effets ovicides et
larvicides. L'huile essentielle a également montré des effets insecticides et répulsifs sur les
moustiques, les larves de Culex quinquefasciatus et Anopheles gambiae (Stahl-Biskup et
Venskutonis, 2012). Des effets herbicides et phytotoxiques du thym ont également été
mentionnés (Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012).

1.2. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Depuis I'Antiquité, on sait que plusieurs especes de plantes contiennent des composés
chimiques volatils pouvant étre extraits sous forme d'huiles essentielles a I'aide d'un solvant
lipidique approprié. Les huiles essentielles représentent une petite fraction de la composition
globale d'une plante, mais elles conferent aux plantes aromatiques les propriétés
caractéristiques utilisées dans les industries pharmaceutique, alimentaire et des parfums.
Differentes méthodes sont utilisées pour separer ces huiles des différentes parties végétales.
Bien qu'il puisse sembler relativement simple d'isoler ces huiles, leur composition peut varier

considérablement en fonction de la méthode d'extraction utilisée (Cassel et al., 2009).
1.2.1.Méthodes conventionnelles d'extraction des huiles essentielles

1.2.1.1.Expression a froid
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L'expression ou la pression a froid est la méthode d'extraction la plus ancienne et est
utilisée presque exclusivement pour la production d'huiles essentielles d'agrumes. Cette
méthode désigne tout processus physique au cours duquel les glandes a huiles essentielles
présentes dans la peau et la cuticule sont brisées afin de libérer I'huile. Ce processus aboutit a
la formation d'une émulsion aqueuse, qui est ensuite centrifugée pour separer I'huile
essentielle (Bousbia et al., 2009).

Jusqu'au début du XXe siecle, la production industrielle d'huiles d'agrumes pressées a
froid était réalisée manuellement. Aujourd'hui, les seuls systémes utilisés pour la production

industrielle d'huiles d'écorce sont les machines "sfumatric”, "speciale sfumatrici*, "Pellatrici",
"Food Machinery Corporation whole fruit process”, "bergamot oil extractors™ et les "brown
oil extractors" (Arnodou, 1991 ; Dugo et Di Giacomo, 2002). L'extraction des huiles
essentielles d'écorces d'agrumes par des méthodes mécaniques s'explique par l'instabilité
thermique des aldéhydes présents. Les huiles essentielles des fruits autres que les agrumes,
comme les baies, ne sont généralement pas extraites selon cette méthode (Dugo et Di

Giacomo, 2002).
1.2.1.2. Extraction par solvant

L'extraction par solvant peut étre utilisée pour extraire les huiles essentielles
thermiquement labiles (par exemple, celles des fleurs). Dans cette méthode, le matériau
végétal est placé dans un bain de solvant qui le dissout. Apres I'extraction, le mélange liquide
contenant I'huile essentielle (ainsi que d'autres composés) est soumis a un processus de
filtration et a une distillation ultérieure. Les solvants couramment utilisés pour I'extraction
sont l'alcool, I'hexane, I'éthanol, I'éther de pétrole et le méthanol. L'avantage principal de
I'extraction par rapport a la distillation est I'utilisation d'une température plus basse pendant le
processus, ce qui réduit le risque de changements chimiques dus aux températures élevées
utilisées dans la distillation. L'extraction par solvant est peu codteuse et relativement rapide.
Etant donné que les taux de diffusion sont influencés par la température, il est possible
d'accélerer le processus en utilisant des solvants chauds. L'huile essentielle produite
contiendra une petite quantité de solvant résiduel, ce qui rend son utilisation impossible dans
des applications alimentaires. Cependant, si I'alcool est utilisé comme solvant, il est apte a la
consommation et considéré comme "de qualité alimentaire”. Cette méthode est couramment

utilisee par I'industrie de la parfumerie (Stary, 2013).

1.2.1.3. La methode de I'enfleurage
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L'enfleurage est une autre méthode d'extraction conventionnelle qui remonte a
I'Antiquité. Elle était principalement utilisée pour extraire les huiles essentielles des fleurs
(comme le jasmin). Dans cette méthode, une graisse froide purifiée et inodore est appliquée
sur le matériau végeétal (par exemple, les fleurs). Les odeurs sont libérées par les fleurs et se
dissolvent dans la graisse. De nouvelles fleurs sont ajoutées pour remplacer les anciennes, et
le processus est répété pendant de tres longues périodes jusqu'a ce que la graisse soit saturée.
Ensuite, la graisse est collectée et extraite avec de l'alcool. Selon les critéres actuels, cette
méthode est considérée comme longue, laborieuse et codteuse. Elle ne semble pas avoir
d'applications dans l'industrie alimentaire et est pratiquement obsoléte de nos jours (verbeke,
2006).

1.2.1.4.La distillation

La méthode d'extraction la plus couramment utilisée est la distillation a la vapeur ou a
I'eau (figure 2). Ce processus d'extraction peut durer entre 1 et 10 heures. La quantité d'huile
produite dépend de la durée de la distillation, de la température, de la pression et du type de

matériau végétal (Naves, 1974).

Pendant la distillation, le matériau végétal est exposé a de I'eau bouillante ou a de la
vapeur d'eau pour libérer I'huile essentielle qu'il contient par évaporation. Lorsque la vapeur et
les vapeurs d'huile essentielle se condensent, elles sont recueillies et séparées dans un
récipient généralement appelé "flacon florentin" (Dugo et Di Giacomo, 2002).

Bien que I'extraction d'une huile essentielle par distillation puisse sembler un processus
simple, elle présente de nombreux inconvénients. Les huiles essentielles étant exposées a I'eau
bouillante pendant de longues périodes, il est possible que des artefacts se forment en raison
de la température élevée ou de l'acidité de I'eau. Cela peut entrainer des variations dans la
composition des huiles volatiles extraites. Pendant la distillation, I'hydrolyse des esters en
alcools et en acides peut se produire, ce qui peut avoir des conséquences graves dans le cas
d'huiles contenant des quantités importantes d'esters. De plus, certaines huiles essentielles
doivent étre rectifiées. Ce processus implique la redistillation de I'huile pour éliminer les
impuretés indésirables (comme les cires) ainsi que les constituants qui peuvent donner une

odeur inacceptable (Dugo et Di Giacomo, 2002).
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Figure 02 : Unité industrielle typique de distillation a la vapeur pour I'extraction des huiles

essentielles (Masango, 2005).

1.2.1.5. Extraction avec des gaz supercritiques
En général, les méthodes d'extraction conventionnelles telles que la distillation a la
vapeur et I'extraction par solvant ont été traditionnellement utilisées ; cependant, ces
méthodes présentent des inconvénients tels qu'un faible rendement, une perte de composes
volatils, des temps d'extraction longs et des résidus de solvants toxiques (Khajeh et al.,
2005).

Cela a conduit au développement de techniques d'extraction alternatives qui peuvent
surmonter ces problémes. Une alternative a ces méthodes conventionnelles est I'extraction par
fluide supercritique (ESF), qui a été introduite et étudiée en profondeur. L'ESF peut étre
réalisée en mode batch, semi batch et continu. En général, le matériau solide est placé dans un
récipient dans lequel le fluide supercritique est ajouté a un debit spécifique jusqu'a ce que les

conditions d'extraction appropriées soient atteintes (Khajeh et al., 2005).

1.2.2. Nouvelles méthodes d'extraction

1.2.2.1. Extraction assistée par micro-ondes

Une autre technologie qui a attiré une attention particuliére est I'extraction assistée par
micro-ondes (MAE) en raison de son mécanisme de chauffage unique basé sur la friction, de
son codt raisonnable et de ses bonnes performances dans des conditions atmosphériques.
Comparée aux méthodes conventionnelles d'extraction telles que I'extraction Soxhlet, la MAE
permet d'obtenir des rendements d'extraction plus élevés, des temps d'extraction plus courts et

une plus grande sélectivité (Chen et al., 2007).
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1.2.2.2. Extraction assistée par ultrasons

L'extraction assistée par ultrasons (UAE) dans la technologie de transformation des
aliments est intéressante car elle facilite I'extraction des composants tels que les huiles, les
protéines et les polysaccharides. Les principaux avantages de I'application des ultrasons sont
les effets minimes sur les composés extractibles, la réduction ou I'évitement des solvants
organiques (car elle est également efficace avec des solvants généralement reconnus comme
srs) et la réduction du temps d'extraction (Vilkhu et al., 2008). Les effets des ultrasons sont
dus au phénomeéne de cavitation, qui implique la production et la décomposition de bulles
microscopiques. Lorsque ces bulles augmentent en taille, elles s'effondrent violemment,
créant ainsi des forces mécaniques qui endommagent les membranes cellulaires (Cameron
etal., 2009). Cela permet d'obtenir un rendement élevé et une extraction rapide (Shah et al.,
2005 ; Sharma et Gupta, 2006).

——
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2.1. Généralités sur ’ascosphérose

L’ascospherose est une maladie du couvain de l'abeille domestique, Apis mellifera,
causée par le champignon pathogéne Ascosphaera apis. Elle est considérée comme une
maladie liée au stress, avec de multiples facteurs génétiques et environnementaux

interagissant entre eux et influencant la gravité des épidémies (Roberts et Armstrong, 2021).

L'ascosphérose est une mycose invasive qui affecte exclusivement le couvain des
abeilles melliferes (Apis mellifera L.) et est provoquée par Ascosphaera apis(Spiltoir et
Olive, 1955). Bien qu'elle soit fatale pour les larves individuelles, la maladie ne détruit
généralement pas une colonie d'abeilles entiere. Cependant, elle peut entrainer des pertes
significatives en termes de nombre d'abeilles et de productivité de la colonie (Bailey, 1963 ;
Wood, 1998), avec des réductions de la production de miel allant de 5 a 37% (Aronstein et
Murray, 2010).

L'ascosphérose est désormais présente dans les colonies d'abeilles du monde entier, et il
existe des indications que son incidence a augmenté ces dernieres années (Aronstein et
Murray, 2010), les activités humaines liées a I'augmentation de la demande alimentaire ayant

des effets directs et indirects qui pourraient étre responsables en partie de cette tendance.
2.1.1. Historique et répartition géographique de I’ascosphérose

La maladie de 1’ascospherose chez les abeilles domestiques a ¢été identifiée pour la
premiére fois au début des années 1900 (Maassen, 1913). Jusqu'a la seconde moitié du XXe
siecle, cette maladie était peu répandue en dehors de I'Europe. Elle était depuis longtemps
connue en Allemagne (Dreher, 1938), en Scandinavie, en Russie (Aronstein et Murray,
2010) et au Royaume-Uni (Heath, 1982; Heath, 1985). En Norvége, la maladie a été
reconnue comme la plus grave des maladies infectieuses de I'abeille dés 1977 (Heath, 1985).
Le premier signalement de ce champignon en dehors de I'Europe a été fait en Nouvelle-
Zeélande en 1957 (Seal, 1957; Gilliamet al., 1978).

Au milieu des années 1980, la maladie a été signalée dans des ruches commerciales
(Reid, 1988), et en 1987, elle s'était repandue dans la majeure partie de la Nouvelle-Zélande.
En Argentine, la maladie a été observée dans plusieurs régions dés 1978, bien qu'elle soit
considérée comme un probléme mineur jusqu'en 1988. A cette époque, des niveaux élevés
d'infection ont été constatés dans de nombreuses provinces du pays (Reid, 1993).

L’ascospherose a été détectée au Mexique (Wilsonet al., 1984) et est maintenant présente

——
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dans la plupart des régions apicoles du Chili, d’Amérique centrale, du Japon et des Philippines
(Heath, 1985; Reynaldi etal., 2003). Dans les années 1987, plusieurs pays méditerranéens
n'avaient aucun rapport sur l'ascosphérose (Bradbear, 1988), bien qu'il soit probable qu'elle
soit présente. Ascosphaeraapis a été signalée pour la premiere fois en Israél en 1984, mais a
un niveau tres faible jusqu'en 1990, lorsque l'infection a considérablement augmenté
(Yacobson et al., 1991). Des enquétes menées en 1988 ont montré que 1’ascosphérose était
répandue dans de nombreuses régions productrices de miel en Turquie. La principale source
de cette infestation était la cire d'abeille contaminée importée de plusieurs pays différents
entre 1986 et 1988 (Tutkun et al., 1993).En Amérique du Nord, la maladie de 1’ascosphérose
a eté découverte dans les années 1960, et en 1971, elle a commencé a avoir un impact
économique (Hitchcock et Christensen, 1972). Les premiers signalements de la maladie aux
Etats-Unis ont été faits en Utah en 1965 (Baker et Torchio, 1968), puis en Californie en 1968
(Hitchcock et Christensen, 1972), bien qu'elle ait pu étre présente aux Etats-Unis bien avant
(Gilliam, 1997). De 1969 a 1975, elle s'est propagée en Arizona, Nebraska, Wyoming,
Montana, Minnesota, Dakota du Nord, Wisconsin, Illinois, Texas et Floride (Hitchcock et
Christensen, 1972; Gilliamet al., 1978). A peu prés & la méme époque, on a constaté sa
présence dans les régions du centre-ouest et de I'ouest du Canada (Hitchcock et Christensen,
1972).

Depuis lors, I’ascosphérose s'est répandue dans tous les Etats-Unis, y compris en Alaska
et & Hawali. Plus récemment, en Australie, I’ascosphérose a été identifiée pour la premiére fois
dans le Queensland en 1993, mais en quelques années seulement, elle s'est répandue dans tous
les Etats australiens (Hornitzky, 2001). La nature migratoire de I'apiculture commerciale en
Amérique du Nord et en Australie est probablement le facteur le plus important contribuant a
la propagation de la maladie de 1’ascosphérose sur ces deux continents.(Aronstein et

Murray, 2010)
2.1.2. La position systématique de lI'agent causal

La plupart des membres du genre Ascosphaera sont associés aux abeilles sociales et
solitaires. Certains d'entre eux sont saprophytes (Skou, 1972; Skou, 1988; Anderson et
Gibson, 1998), mais plusieurs espéces sont pathogénes. A. apis était initialement connu sous
le nom de Pericystis apis(Maassen, 1913), mais il a été reclassifié en tant qu'Ascosphaera
apis(Spiltoir, 1955).

——
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En effet, I'application de nouvelles méthodes basées sur I'ADN dans la systématique
fongique a récemment entrainé une réorganisation compléte de la systématique mycologique
(James, 2006; Hibbett, 2007). Cependant, dans certains cas, la signification des données
basées sur I'ADN n'est pas encore claire et les conclusions tirées de ces études peuvent ne pas
éclaircir les classifications. Par exemple, en utilisant I'amplification PCR et le séquencage de
I'ADNr, (Berbee et Taylor, 1992; Anderson et al.,, 1998) ont conclu que le genre
Ascosphaera devrait étre maintenu dans la classe des Plectomycétes, ou il était classé

traditionnellement.

Cependant, cette conclusion n'a pas été largement acceptée et le terme Plectomycetes a
été abandonné ces derniéres années. La lignée taxonomique actuelle du champignon de
I'ascosphérose est la suivante : Ascomycota ; Pezizomycotina ; Eurotiomycetes ;
Eurotiomycetidae ; Onygenales ; Ascosphaeraceae ; Ascosphaera apis(Lumbsch et
Huhndorf, 2007).

2.2. Infection et multiplication

Les larves agées de 3 a 4 jours ingérent les spores du champignon avec leur nourriture.
Une fois dans l'intestin, ces spores germent et produisent un mycélium qui se développe et
finit par traverser les larves. Lorsque des mycéliums males et femelles se rencontrent a la
surface du corps, un corps de fructification noir se forme, contenant de nouvelles spores qui
constituent une forme de résistance (Guilliford, 1994). Les larves infestées par les
champignons, également appelées momies, deviennent foncées et sont contagieuses (Bailey,
1967).

La propagation de lI'ascosporose se fait par les spores de ce champignon par le biais de
deux voies de contamination. La voie buccale est la plus courante et se produit par ingestion
de nourriture contaminée. Cependant, il existe également une voie transcutanée qui affecte
initialement l'intestin moyen des abeilles et finit par envahir tout I'organisme (Heath, 1985).
La dissémination de la maladie entre les colonies se produit lors du pillage, de la dérive et lors
des manipulations apicoles. L'apparition de cette pathologie est favorisée par une chute
brusque de la température et des conditions d’humidité élevée (Pederson, 1976; Heath,
1982).

——
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2.3. Symptémes

Parmi les symptomes typiques de la pathologie, on observe devant la ruche ou sur la planche
d'envol des larves momifiées, dures et blanches (Thurber, 1979). En ce qui concerne le couvain, il
apparait clairsemé, avec une apparence "mosaique™ et non compacte, avec une répartition aléatoire des
larves de différents &ges. La maladie entraine également la formation d'un amas cotonneux de

filaments mycéliens blancs autour des larves, occupant l'alvéole (Thorstensen, 1976).

Les symptémes de I'ascosphérose comprennent :
« Présence de larves momifiées blanches et/ou noires au fond de la ruche ou devant le
trou de vol.
o Présence des momies blanches et/ou noires dans le couvain operculé ou non operculé.
« Bruit de grelot lorsqu'on secoue un cadre de couvain atteint.
o Aspect irrégulier et en mosaique du couvain.
o Présence de taches légéres ou d'affaissement sur le couvain operculé.
o Sortie de larves ou de nymphes par les abeilles devant le trou de vol.
o Présence de larves "droites"” (en position redressée) dans une cellule désoperculée.
« Affaiblissement de la colonie, avec un dépeuplement plus ou moins important (Ballis,
2013).
2.4. La bio écologie de I'ascosphérose, causée par Ascosphera apis
2.4.1.Etude de la croissance mycélienne de champignon Ascosphera apis
L’étude portait sur l'identification des facteurs optimaux pour la croissance mycélienne
du champignon A. apis, notamment la température et la durée de germination. La souche d'A.
apis a été isolée a partir de larves momifiées résultant d'infections par I'ascosphérose. La
croissance mycélienne a été évaluée quotidiennement pendant les huit premiers jours
d'incubation a différentes températures (10, 15, 20, 25, 30 et 35 °C).

Apres huit jours de germination, la croissance mycelienne a 10 °C, 15 °C et 35 °C était
faible (inférieure a 20 mm). En revanche, aux temperatures de 20 °C, 25 °C et 30 °C, la
croissance mycélienne était maximale (pouvant atteindre jusqu'a 84 mm) apres environ six
jours de germination (figure 03). Ainsi, la croissance mycélienne optimale pour le
champignon Ascosphaera apis se situe dans une plage de température de 20 °C a 30 °C. Les
caractéristiques des colonies de champignons comprenaient leur taille, leur apparence en
surface, leur texture et leur couleur. De plus, I'examen microscopique du mycélium a permis
d'observer la présence ou l'absence de cloisons, le diamétre du mycélium et les types de
reproduction sexuée et asexuée(Pornpukdeewattana et al., 2017).
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Figure 03 :Les étapes de croissance mycélienne dans une température optimale (25°C a 30°C).
A, BetC:a25°C; D, EetF:a30°C (Chahbar, 2017).
2.5. Les facteurs de stress qui déclenchent la maladie

4

L'abeille domestique joue un réle essentiel dans le bon fonctionnement de nombreux
écosystemes terrestres. Elle fournit non seulement des aliments précieux et médicinaux, mais
elle est également un pollinisateur pour de nombreuses plantes (Vorobeva et Sannikova,
2013; Liubimov et al., 2020). Cependant, I'apiculture est influencée par divers facteurs, qu'ils
soient abiotiques, biotiques ou anthropiques (Kalashnikov et Udina, 2014; Kolbina et al.,
2015; Liubimov et al., 2020). Au cours des dernieres années, le déclin des colonies d'abeilles
est observé en raison de diverses maladies (virus, bactéries, acariens) et des changements
environnementaux. Le phénoméne du syndrome d'effondrement des colonies d'abeilles, connu
sous le nom de CCD (Colony Collapse Disorder), est largement répandu (Krivtsov, 2011;
Liubimov et al., 2020). Les épidémies localisées de Varroas et nosémose et d'ascosphérose
entrainent une diminution de I'immunité des insectes et, par conséquent, une réduction du
nombre de colonies et de la productivité de l'industrie apicole dans son ensemble.
Aujourd'hui, la recherche de traitements respectueux de I'environnement pour lutter contre les
différentes maladies des colonies d'abeilles est une préoccupation urgente. L'incidence de
diverses maladies infectieuses et invasives a éte identifiée lors d'études menées dans la
Republique d'Oudmourtie, notamment la varroas, la nosémose, l'acariose, la loque européenne
et américaine, ainsi que l'ascosphérose. Le pourcentage le plus élevé de colonies d'abeilles

malades, soit 77,5 %, était associé au champignon Ascosphaera apis(Liubimovetal., 2020).

——

]
16 |



Chapitre 02 : Généralité sur I’ascophérose

2.6. Facteurs favorisant I'apparition de I'ascosphérose

La maladie de I’ascosphérose est devenue un probléme croissant pour de nombreux
apiculteurs australiens ces dernieres années, mais les facteurs a l'origine des épidémies

actuelles ne sont pas clairs (Roberts et Armstrong, 2021).

Les facteurs génétiques qui influencent les épidémies de 1’ascosphérose comprennent la
réponse immunitaire des larves, les comportements d'immunité sociale (par exemple, le
comportement hygiénique) et la virulence des souches del’ascosphérose(Roberts et

Armstrong, 2021).

Le remplacement des reines est une stratégie couramment utilisée pour surmonter les
infections par 1’ascosphérose, l'idée étant que les nouvelles reines auront une meilleure
immunité larvaire innée ou un meilleur comportement hygiénique (Roberts et Armstrong,
2021).

Les facteurs suivants peuvent favoriser I'apparition de I'ascosphérose :
e L'humidité.
« Une ventilation insuffisante de la ruche.

o L'atteinte des abeilles par d'autres agents pathogenes tels que Varroa, les loques ou les

virus.

o Des manipulations techniques, telles que la formation d'essaims, qui réduisent le

rapport entre les abeilles adultes et le couvain.
2.7. Pathogenese

Les spores d'A. apis produites sexuellement (ascospores) sont historiqguement
considérées comme la principale source d'infection du couvain (Spiltoir, 1955 ; Hitchcock et
Christensen, 1972 ; Rose et al., 1984). Les premieres études suggéraient que deux voies
d'infection par les ascospores étaient possibles : la pénétration a travers la cuticule
(Aronsteinet Murray, 2010) et I'ingestion (Matus et Sarbak, 1974 ; Gilliam, 1978).1l est
maintenant largement accepté que les spores d'A. apis ne peuvent pas germer sur la cuticule
des larves, elles doivent donc étre ingérées pour infecter les larves (Maurizio, 1934 ; De
Jong, 1976 ; Heath, 1982 ; Puerta et al., 1994 ; Flores et al., 1996).A. apis peut infecter le

couvain de toutes les castes (ouvriéres, faux-bourdons ou reines).

——
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Selon Bailey (1963), les larves sont les plus sensibles a I'ascosphérose a I'age de 3 a 4
jours, tandis que d'autres études indiquent que les larves agees de 1 a 2 jours sont également
tres sensibles (Maurizio, 1934 ; De Jong, 1976 ; Gilliam et al., 1978). Bien que les abeilles
adultes ne soient pas sensibles a cet agent pathogene, elles peuvent néanmoins le transmettre
dans et entre les ruches. La transmission de matériel infectieux entre abeilles adultes au sein
de la colonie semble se produire par le partage de nourriture (Gilliam et Vandenberg, 1997).
Les spores fongiques peuvent étre transportées par les abeilles butineuses et transmises aux
larves par les abeilles nourricieres qui les alimentent avec de la nourriture contaminée. La
transmission entre les colonies gérées est principalement facilitée par les apiculteurs en raison
des matériaux contaminés (Gilliam et Vandenberg, 1997). Etant donné que les spores
peuvent s'accumuler sur toutes les parties de la ruche et dans tous les produits de la ruche (tels
que la cire de fondation, le pollen stocké et le miel) et rester viables pendant au moins 15 ans,
tout matériel de ruche contaminé par des spores fongiques constitue une source d'infection
durable (Toumanoff, 1951 ; Gilliam, 1986 ; Gilliam et Taber, 1991 ; Anderson et al., 1997
; Flores et al., 2005).

Les spores consommeées par les larves d'abeilles domestiques germent dans les lumiéres
de l'intestin, probablement activées par le CO2 (Heath et Gaze, 1987 ; Bailey et Ball, 1991).
Les larves infectées réduisent rapidement leur consommation de nourriture, puis cessent
complétement de s'alimenter. Theantana et Chant-awannakul (2008) ont récemment
identifié plusieurs enzymes produites par A. apis, certaines d'entre elles jouant un réle dans la
pénétration du pathogéne dans la membrane péritrophique de l'intestin moyen des larves

d'abeilles.

Figure 04:Des larves d'abeilles agées de trois jours ont été infectées en étant nourries avec un
régime contenant des spores. (A) témoin. (B) 72 heures aprés l'infection. (C) 78 heures apres
I'infection. (D) 6 jours aprés l'infection.(Aronstein et Murray, 2010).
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Figure 05 : Les momies de 1’ascosphérose sont blanches, brunes ou noires.(Aronstein et
Murray, 2010).

2.8. Caractéres macroscopiques et microscopiques d’ascosphera apis
2.8.1. Le diagnostic macroscopique de I'ascosphérose chez Apis mellifera

Les symptdmes caractéristiques observés dans une colonie affectée par cette maladie
comprennent des opercules de cire irréguliers sur les cellules du couvain et des cellules non
operculées dispersées sur les cadres du couvain (Figure 06). Les opercules des cellules
peuvent également présenter de petits trous ou sembler Iégerement aplatis. Les momies de
couvain atteint de 1’ascosphérose peuvent souvent étre observées sur les rayons, a l'entrée de
la ruche ou sur le plateau inférieur (Figure 07). L'observation des rayons peut révéler
différents stades de la maladie : des larves mortes récemment recouvertes d'un mycelium
blanc semblable au coton, ainsi que des momies desséchées qui apparaissent sous forme de
masses solides blanches ou foncées. Les momies desséchées blanches ressemblent a de petits
morceaux de chalk, d'ou le nom de la maladie. Les momies foncées sont colorées par les

fructifications des champignons. (Jensen et al., 2013)
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Figure 06 :Un cadre de couvain provenant d'une colonie d'abeilles melliferes présentant des

symptomes cliniques de I’ascospherose.(Jensen et al., 2013)

Figure 07 : Les momies noires et blanches de 1’ascospherose. (Jensen et al., 2013)
2.8.2. Diagnostic microscopique

Le diagnostic sur le terrain repose généralement sur I'observation de momies crayeuses
(comme décrit précédemment). Aprés le diagnostic initial sur le terrain, un examen
microscopique est souvent nécessaire pour confirmer la présence de kystes de spores dans les
échantillons, en utilisant la technique du frottis sur lame de microscope. Les spores peuvent
étre montées sur une lame de microscope avec une goutte d'eau distillée et observées a un

grossissement de 100-400x. (Jensen et al., 2013)

Ascosphaera apis présente des hyphes septés (de 2,5 a 8,0 um de diamétre) avec des
ramifications dichotomiques prononcées (Spiltoir, 1955 ; Skou, 1988). Comme mentionné
précédemment, il s'agit d'un champignon hétérothallique avec deux types d'accouplement, et
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la formation de corps fructiferes ne se produit que lorsque les souches + et - sont a proximité.
Les fructifications sont des kystes de spores sphériques (de 47 a 140 um de diameétre ; Figure
8a) qui contiennent de nombreuses boules de spores (de 9 & 19 um, Figure8b) composées de
spores hyalines (de 2,7 a3,5x 1,4 a 1,8 um, Figure8c) (Skou, 1972 ; Krivtsov, 2011).

Figure 08 :Images au microscope électronique a balayage de la fructification d'Ascosphaera
apis. A. Fructification sphérique ; B. Fructification fissurée avec des boules de spores ;

sporeballs ; C. Sporeballs avec plusieurs ascospores. (Jensen et al., 2013)
2.8.3. Diagnostic biologique

Diagnostic biologique L'identification des stades végétatifs du champignon peut étre réalisée
par un test d'accouplement avec deux souches de référence (AFSEF 7405 et ARSEF 7406).
La production de kystes de spores avec l'une des souches de référence permettrait de
confirmer l'identification d'A. Apis.(Jensen et al., 2013).

2.9. Dégats de I’ascosphérose

L'ascosphérose affecte principalement les colonies non cultivées. Elle ne présente un
danger que lorsque la colonie est affaiblie par d'autres facteurs, notamment en cas de manque
de nutrition (Flores et al., 2005).

Elle tue rarement les abeilles. Cependant, cela peut entrainer un retard de la croissance
au printemps, ainsi qu'une diminution de la vigueur de la ruche au fur et a mesure que le miel
s'écoule, ce qui peut éventuellement entrainer une mauvaise récolte (Colin, 1989).

Malgré I'impact négligeable d'A. Apis sur la santé des colonies, I'infection peut entrainer
des pertes importantes en termes de nombre d'abeilles et de productivité des colonies,
notamment les suivantes (Aronstein et Murray, 2010) :

* Réduction de la production de miel de 1 a 5 %, une réduction de 23 % de la vigueur
de la colonie et une diminution de 49 % du butinage (Heath, 1982 ; Zaghloul et al.,
2005).

——
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* Lorsque les mycéliums males et femelles se rencontrent a la surface du corps, un
corps de fructification noir se forme, contenant de nouvelles spores qui constituent la
forme de résistance (Jones, 2005).
* Les larves infectées meurent en raison de 1ésions mécaniques et enzymatiques, d'une
perturbation de la circulation de I'hnémolymphe et d'une toxicose générale (Glinski et
Buczek, 2003).

2.10. Lutte contre I’ascosphérose

La maladie de I’ascospherose chez les abeilles melliféres (Apis mellifera L.) est causée
par une infection a Ascosphaera apis(Olive et Spiltoir, 1955) qui affecte le couvain en
développement. Les larves ingérent les spores fongiques lorsqu'elles se nourrissent, ce qui
permet & la maladie de se développer chez les larves étendues apres I'operculage. Les larves
étirées sont tuées et seéchent ensuite, laissant un cadavre momifié rappelant un petit morceau
de craie, qui devient sombre si des fructifications de champignons se sont formées (momies
sporulées).

Cette maladie nécessite une condition prédisposante dans le couvain sensible pour se
développer (Revue par Heath, 1982). Les larves au cinquiéme stade, avant et quelques
heures apres I'operculage, sont les plus sensibles a la maladie (Bailey, 1967 ; Puerta et al.,
1994 ; Flores et al., 1996). Afin de préserver les caractéristiques saines et naturelles du miel
et des autres produits apicoles, il est nécessaire de développer des méthodes alternatives pour
lutter contre 1’ascosphérose, afin d'éviter 'utilisation de fongicides qui pourraient contaminer
les produits de la ruche. Une mesure de précaution importante que les apiculteurs peuvent
prendre est d'éviter de transférer des rayons de cire entre des colonies infectées par
I'ascosphérose et des spores, car l'apparition d’A. apis et des spores constitue un facteur de

risque pour les abeilles.

L'apparition de la maladie est proportionnelle a la quantité de spores en circulation
(Puerta et al., 1990). Tout matériel contenant des spores d'A. Apis qui entre en contact avec
des abeilles peut entrainer la transmission de la maladie (Revue par Heath, 1982 ; Gilliam,
1990). On a émis I'nypothese que les spores présentes dans la cire de fondation (la base de
cire utilisée en apiculture, sur laquelle les abeilles construisent les cellules de cire pour le
développement du couvain ou le stockage du miel et du pollen) sont une source d'infection.
Toutefois, cette conjecture n'a pu étre confirmée que lorsque des techniques permettant
I'expression expérimentale des symptdmes cliniques de maniere contrdlée tout en maintenant

les conditions naturelles des ruches ont été utilisées (Puerta et al., 1994 ; Flores et al., 1996).

——
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En refroidissant le couvain sensible pour le prédisposer a l'infection (Puerta et al., 1994 ;
Flores et al., 1996), nous avons pu démontrer le réle de l'infection dans les ruches et son

impact sur I'expression de la maladie des larves de I’ascosphérose .

Deux actions prépondérantes permettent de réduire la charge infectieuse d'une colonie

d'abeilles touchée par A. Apis :

1)La conduite hygiénique des abeilles, qui repose sur un mécanisme complexe de détection et

d'élimination des larves infectées.

2) Le diagnostic précoce de la maladie par l'apiculteur permettra de nettoyer la ruche

parasitée.
2.11. Prévention et traitement

A ce jour, il n'existe aucun traitement spécifique commercialisé pour lutter contre
I'ascosphérose. En cas d'infestation légére, l'apiculteur doit remplacer la reine et, de
préférence, introduire des reines sélectionnées en fonction de leur comportement de
nettoyage. Il est également recommandé d'enlever les rayons fortement infestés (TABER,
1986). En cas d'infestation importante, il est nécessaire de former un essaim artificiel et de le

placer dans une ruchette contenant de nouveaux cadres (STACE, 1994).

Cependant, il est intéressant de noter qu'une étude menée par des chercheurs francais a
testé l'utilisation d'une médication a base d'huile essentielle de sarriette, incorporée dans un
nourrissement hivernal & base de candi a une concentration de 0,1 %. Ils ont observé une nette

régression de l'affection pendant les 75 jours suivant le traitement (Colin et al., 1989).

Il n'existe aucun traitement reconnu. Le docteur Marc-Edouard Colin, chercheur a
SupAgro (Montpellier), a proposé une solution basée sur I'utilisation d'huile essentielle de
sarriette des montagnes, incorporée au nourrissement hivernal a base de candi a une

concentration de 0,01 % en volume, qui semble donner des résultats intéressants.

» La guérison spontanée est fréquente lorsque les conditions de température s'ameliorent
(température supérieure a 30°C). < Eliminez les cadres atteints. ¢ Changez de reine
(race/lignée). * En cas d'infestation importante, transférez la ruche et détruisez les cadres
contaminés. Changez la reine pour des "abeilles nettoyeuses". « La prévention passe par la
possession de colonies fortes, dans un rucher bien exposé au soleil. Favorisez I'aération des

ruches (ventilation). ¢ Les spores (forme de résistance du champignon) peuvent survivre

——
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jusqu'a 15 ans a l'intérieur des larves momifiées, dans le miel et la cire, et jusqu'a 4 ans dans

I'environnement extérieur. Toutefois, ils sont détruits lors de la fonte de la cire (Ballis, 2013).

——
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3.1. Présentation de la région d’étude

3.1.1. Situation et limites géographiques

La wilaya de Tissemsilt, née du découpage territorial de 1984, a été tracée autour
del’imposant massif de 1’Ouarsenis qui s’étend sur plus de la moiti¢ Nord de son
territoire.Située au Sud - Ouest d’Alger (figure 09), de laquelle elle est distante de 170
kilometres, lawilaya de Tissemsilt fait partie de la bordure Sud du Tell. Elle est comprise
entre 1°18°E et2°18’E de longitude et 35°32°N et 36°00°N de latitude nord. Environ 80
kilométres demonts et vallées la séparent de la mer méditerranee.Couvrant une superficie
de 3 173 km2, la wilaya de Tissemsilt est entourée par 6wilayas : au Nord, Chlef et Ain
Defla ; au Sud, Tiaret et Djelfa ; a I’Est, Médéa et a I’Ouest,Relizane. La wilaya de
Tissemsilt est un pays en grande partie montagneux. De la naitl’enclavement
qui  résume  parfaitement la  situation  géographique et  fait  que
lescommunications sont malaisées tant avec les wilayas limitrophes qu’a I’intérieur de la
wilaya.Le réseau routier principal est constitué par la RN14 (Alger- Theniet-el-Had -
Tissemsilt —Tiaret) et la RN19 (Tissemsilt- Chlef- Ténes).

o=
\
/
)

Chlef

Carte N- 1 : Situation générale de la wilaya de Tissemsilt.

Figure 09 : Situation générale de la wilaya de Tissemsilt(CDF).

——
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3.1.2. Dairas et communes
Selon le découpage administratif de 1984, la wilaya de Tissemsilt est constituée de
08 Dairas et 22 communes dans le tableau 02.

Tableau 02: Découpages administratifs de la wilaya de Tissemsilt (DPAT, 2019).

Dairas Nombre de communes
Tissemsilt Tissemsilt et Ouled Bessem
Bordj bounaama Bordj Bounaama, Béni Chaib, Sidi Slimane et Beni
Lahcene
Theniet El Had Theniet El Had et Sidi Boutouchent
Bordj Emir AEK Bordj Emir AEK, Youssoufia
Khemisti Khemisti et Laayoune
Ammari Ammari, Sidi abed et Maacem
Lardjem Lardjem, Sidi Lantri, Melaab et Tamellahet
Lazharia Lazharia, Larbaa et Boucaid
3.1.3. Climat

La connaissance des caractéristiques climatiques est fondamentale pour permettre une
meilleure évaluation des besoins en eau des différentes cultures et une détermination des
facteurs qui ont un effet néfaste sur la production et le rendement.

La wilaya de Tissemsilt révele du domaine méditerranéen caractérisé par un été chaud
sec et long s’étalant d’Avril a octobre et un hiver froid et pluvieux qui s’étale de Novembre a
Awvril.

La pluviométrie (figure 10) est décroissante du nord au sud et d’ouest en est.

* 300 2 450 mm sur les piémonts et le centre (les plaines)

* 300 mm et moins au Sud—Est.
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Figure 10: Carte pluviométrique de la Wilaya de Tissemsilt (DSA, 2021)
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La précipitation se limite entre 350 mm et 450 mm pendant 65 jours durant une année
normale dont la concentration est située entre les mois d’octobre et avril. Il neige en moyenne
3 a 5 jours par an. Généralement, les écarts de températures ainsi que les amplitudes
thermiques sont importants, la moyenne du mois le plus chaud se situe & 38°C. Les
températures négatives sont fréquentes durant les mois de mars, les gelées sont fréquentes
surtout au printemps (Mars a Mai) et trés importantes durant le mois de décembre, le siroco
est a craindre de Mai a Juin.

Selon la classification de Képpen-Geiger, 2020. Sur I'année, la température moyenne de
la Wilaya de Tissemsilt est de 14.9°C et les précipitations sont en moyenne de 362.1 mm.

3.1.4. Pluviométrie
La pluviométrie est un facteur essentiel dans I’alimentation directe en eau et par
conséquent dans le développement des plantes. En effet le manque ou I’insuffisance en cet
élément a certaine période (phase critique) de I’année a des conséquences sur la croissance et
la production de la culture (Boussen et al.,2005). Le tableau 03 ci-dessous synthétise les
données pluviométriques durant les dix dernieres années (2010-2020).
Tableau 03 : Données pluviométriques (2010-2020) (DSA, 2021).

Année

2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019

2020

Pluviométrie | 365.08 | 389.50 | 358.40 | 632.83 | 415.90 | 343.00 | 324.60 | 262.70 | 671.65 | 409.65

(mm)

256.20

L'analyse de la répartition des précipitations (annuelles et mensuelles) est importante
pour la production des cultures en sec et pour déterminer les besoins en eau d'irrigation.
Les donnees pluviométriques disponibles pour les années 2010 a 2020, nous donnent un
moyen annuel de 462,7 mm, et nous montrent les principales contraintes suivantes :
» Une grande variation et irrégularité des précipitations avec un caracteére aléatoire et une
concentration pendant une période courte de quelques jours de I'année, ce qui entraine des
sequences de sécheresse.
« Cette irritabilité des précipitations mensuelles exerce une influence considérable sur le

développement agricole et rural.
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3.1.5. Relief

Nous rencontrons deux types opposés de régions :

Au Nord : Le massif de I’Ouarsenis qui couvre plus de la moitie de la wilaya et lui
imprimeses caracteres majeurs. Cet énorme paté montagneux qui est un maillon important de
lachaine de D’atlas tellien, s’impose par ses dimensions : 150 kilometres d’Ouest en Est,
entrela Mina et I’oued Deurdeur et une soixantaine du Nord au Sud, entre la vallée du Cheliff
etle plateau du Sersou, avec un rétrécissement dans la partie orientale et que prolongent
lesmonts de Matmata a 1I’Est d’oued Deurdeur vers les monts du Titteri. Architecture simple,
onaper¢oit dans la région médiane, une aréte jalonnée d’émergences plus ou moins
denteléescomme le Djebel Ghilas (1621 m), le Djebel EI Meddad (1787 m) et surtout le Kef
SidiAmar dont I’'imposante pyramide (1985) domine de 800 metres les reliefs environnants.
Lespentes sont abruptes.

Au Sud : Les reliefs descendent avec des formes monotones de croupes et de plateau
hachéspar les vallées profondes des oueds.

A I’Est, c’est la région des dépressions qui fait partie du plateau du Sersou oriental et
quis’avance vers les hautes plaines de 1’oued Ouassel qui annoncent les steppes.Au centre et a
I’ouest, une zone de piémonts assez large (environ 25 a 35 kilometres) va al’encontre du

plateau du Sersou (figure 11).
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Figure 11 : Carte des pentes de la wilaya de Tlssemsnt(CDF)

3.1.6. Les Principaux indicateurs du secteur de I’Agriculture
Le secteur de 1’agriculture est considéré comme ’un des volets les plus importants dans
le développement national généralement et pour la wilaya de Tissemsilt en particulier. En

effet, le secteur a bénéficié d’un intérét particulier durant les années précédentes pour la seule

——
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raison que 1’agriculture constitue une richesse renouvelable qui devait étre utilisée et orientée

pour atteindre I’autosuffisance et réduire par conséquent la dépendance alimentaire.

3.1.6.1. Population

La population totale de la wilaya est estimée a 361 960 habitants soit une densité de93
habitants au km2 (wilaya Tissemsilt, 2019).

Une grande partie de la population est concentrée dans les communes de Tissemsilt,
khemisti, theniet el had, larjem et bordj bounaama. Elle est caractérisée principalement par la
jeunesse car plus de la moiti¢ a moins de 20 ans (52,56%) et nombre au 1’état de croissance

continue (DPAT, 2019).

3.1.6.2. Emploi agricole
L’effectif de la population occupée par le secteur de I’agriculture adopte la troisiéme place

apres les services, le secteur des Batiments et travaux publics, soit 19.86% (DPAT, 2019).

m Administration
m Batiments et travaux
publics

Agriculture

m Services

m Industrie

Figure 12: Répartition de la population occupée par secteur de 1’agriculture (DPAT, 2019)

Il est a signaler que la population rurales représentent 57 % de la totalité de la population et
encore 50 % de I’emploi. Il y a cependant un fort déclin de I’emploi agricole dans le monde
rural ou le taux de chomage y est plus élevé qu’en zone urbaine ou ce chdmage touche en

particulier les populations jeunes dans le tableau 04.

——
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Tableau 04: Répartition de la population par dispersion (source : DPAT, 2019)

Population urbain 157 478
Population rurale 204 482
Population agricole 127 327
Population Agricole Active 40 678
Population Agricole Occupée 24 622

3.1.6.3. Volume de la main d'oeuvre Campgne Agricole 2019/2020

Tableau 05: volume de la main d’oeuvre (DSA, 2021)

Main d’oeuvre permanente 14 042

Main d’oeuvre saisonniére 75 397

3.1.6.4. Productions agricoles

La wilaya de Tissemsilt constitue une source tres remarquable en matiere de production
végétale et animale pour la région. L’occupation du sol au titre de la campagne agricole

2019/2020 (figure 13) se présente comme suit :

Ocupation du sol Camapgne Agricole 2019-2020

m Viticulture, oléiculture et
arboriculture

1% ® Grandes cultures

= Maraichage

= Autres

Figure 13:Répartition de la superficie agricole par spéculation (compagne 2019/2020)
(DSA, 2021).

L'agriculture dans la région s'articule principalement autour de la production des
grandes cultures en particulier la production céréaliére qui occupe une grande superficie de la
SAU qui est de I’ordre de 81 456 ha soit 60%. Elles sont localisées surtout en zone de plaine
(50%).

——
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Il est & signaler que les céréales est la principale culture agricole dans la wilaya. La

production céréaliere fait vivre une grande partie de la population rurale.

Les ceéréales restent dépendantes d'une bonne pluviométrie. En conséquence, le
rendement peut varier d'une année a une autre en fonction des conditions climatiques. Pour les
fourrages, la superficie réservée est de 4 926 h soit 56% et ils se trouvent en zone de
montagne. Par contre, les Iégumes secs sont limités (1 447 ha) et 95% des superficies qui sont

consacrées aux légumes secs se trouvent en zone de plaine.

L’arboriculture présente un autre créneau pour la production et la conservation des
terres dans les zones montagneuses. Néanmoins, cette filiere ne représente qu’une faible
proportion de la SAU soit 14 % (19 567,54 ha) (dont, olivier : 8359,53 ha) ou I’amandier et

I’olivier sont les principales espéces y cultivées.
3.1.6.5.Ressources animales

L'élevage ovin dont lI'alimentation dépend de la céréaliculture, occupe la premiére place
avec 484 700 tétes. 1l est suivi par I'élevage bovin dont I'effectif est évalué a 19 408 tétes dont
9 941 vaches laitieres alors que I'élevage caprin est de type traditionnel soit 53 279 tetes
(tableau 06). Pour les petits élevages, les effectifs évalués sont de 210 950 sujets de poulets de
chair, de 8 359,53 sujets de poulets de pontes et de 107 760 sujets pour la dinde. Enfin, pour

I'apiculture on enregistre la présence de 32 944 ruches (tableau 06).

Tableau 06 : Cheptel animal existant dans la wilaya de Tissemsilt (2019/2020) (DSA, 2021).

BOVIN Dont V Ovin Caprin équin Total
laitiéres
19 400 9941 436 000 53 279 264 508 943
Poules Poulets de Dindes Apiculture Nb de ruches pleines
Pondeuses chair
210950 6 082 734 107 760 13135

3.1.6.6. Potentialités hydriques

Le réseau hydrographique se situe en majeur partie au nord de la wilaya, constituant un

réservoir d’eau pour la vallée du Cheliff. Du point de vue découpage hydraulique, Le

——
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territoire de la wilaya est situé principalement dans le grand bassin versant du Cheliff. Il est

traversé par de nombreux oueds tels que 1’Oued Nahr Ouassel au sud, Oued Sly, Oued Fodda

et Oued Rhiou au nord (figure 14).

I
E

Figure 14 : Réseau hydrographique de la wilaya de Tissemsilt (DRE, 2021).
3.1.6.7. Ressources hydriques

Tableau 07: Ressources hydriques dans la wilaya de Tissemsilt (DRE, 2021).

Ouvrage Nombre
Barrages 02 Capacité de 90,8 millions m3
Petits barrages 02 1 capacité de 14,9 millions m3
Forages 1315 Un débit de 3 268 I/s
Puits 2007 Un débit de 892 I/s
Sources 216 /
Retenues 10 Capacité de 1 812 000 m3

3.2. Richesse de la région de tissemsilt en espéce végétale

L’altitude plus que le sol impose son empreinte en ce domaine. Le manteau forestier
demeure sans doute I’élément le plus remarquable du massif de 1’Ouarsenis.Nous rencontrons
le chéne-vert sur les terres assez argileuses et le Pin d’Alep sur les roches calcaires (Tableau
08). Dans les parties basses, ou la forét a été a peu pres détruite, c’est le maquis avec
lentisques et oliviers. Au-dessus, quand le Diss n’envabhit pas le terrain, c’est le pin d’Alep qui
domine. A partir de 900 métres, c’est le domaine des chénes (Chénes vert — Chéne liege et
Chéne zeen). Au-dessus de 1300 m apparait le cédre (Djebel Meddad en particulier a Theniet
el Had), (figure 15).

——
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Figure 15: Carte de végétation de la wilaya de Tissemsilt(CDF).

présontation de la zone d’étude

La wilaya de tissemsilt recouvre une flore riche et diversifié engendrée par 1’existence de

157 espéces (figure 16). Les familles les mieux représentées sont: lamiacea, Astéracées, Poacees

et Fabacées. En plus on trouve Le chéne liege souvent mélangé avec des essences forestieres telles

que: le chéne vert, le chéne zeen, le cédre de 1’Atlas et le genévrier oxycedre (Sarmoum et al.,

2013).

30
25

15

Figure 16: les espéces végétales présentées dans la wilaya Tissemsilt (Sarmoum et al.,
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Tableau 08 : Répartition des espéces dans la wilaya de Tissemsilt (CDF).

présontation de la zone d’étude

Type de formation Superficie (Has) (%)

Pin d’Alep 40 641 44,32
Chene Vert 14263 15,55
Cedre de I’ Atlas 3707 4.04
Thuya de Berberie 2300 2,51
Chene Liege 1392 1,52
Cypres Vert 815 0,89
Genevrier Oxycedre 750 0,82
Chene Zeen 210 0,23
Eucalyptus 200 0,22
Maquis,Parcours et autres 27430 29,91
Total 91708 Has 100%

Les terres forestiéres ne sont pas repartie sur tout le territoire de la wilaya .Elles sont
concentrées au niveau de trois (03) sous zones seulement qui regroupent a elles seules 99% de

I’occupation forestiére de la wilaya Il s'agit des sous zones suivants :

> Dhebel Ouarsenis : 36252has
» Massif de I’Ouarsenis Sud Est : 36983has
» Djebel Tafrent et Melaab : 19034has

——
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4.1. Etat de lieu

Les données qui porte sur 1’état de la wilaya de Tissemsilt en filiere apicole sont
collectées en s’adressant a la DSA de Tissemsilt.Cette étude porte sur des données en relation
avec le nombre d’apiculteurs, nombre des ruchers, la production de miel, la prévalence des

maladies prospectees et les ennemies naturels.et ce a partir de I’année 2010 jusqu’au 2022.
4.2.1 'extraction de I'huile essentielle et récupération de I’hydrolat

Plusieurs étapes sont suivies afin d’obtenir I’huile essentielle de thym, commengant par
la récolte de la matiere végétale sur terrain jusqu’au ’obtention de I’huile au laboratoire.

L’extraction de I’huile essentielle de la plante a été effectuée par Hydro distillation.
4.2.1. Récolte de thym

La plante étudiée appartient a 1’espéce Thymus lanceolatus Desf Appartiennent a la
famille des lamiacées.Prélevée et recoltée au niveau de la région Melaab dans la Wilaya de

Tissemsilt.

Elle a été identifiée par Dr Chouhim K de département SNV, Faculté ST de 1’Université de

Tissemsilt.

Figure 17: Les feuilles séches de Thymuslanceolatus Desfutilisées dans cette étude.
(Originale)

L’étude expérimentale a été faite en utilisant un échantillon de thym qui est récolté
dans la willaya de Tissemsilt, la commune de melaab (Figure 18). Le thym a été récolté au

printemps a I’état vert puis séché, Afin d'éviter la détérioration de ses composants.

——
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LA CGMMUNE GE  MELAsE

WiLayYa DE AlM-DEFLA

FLAM OE SITUA

Figure 18: Situation géographique de la région de Melaab (commune Melaab,2023)

4.3.2. L’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation
Deux méthodes sont utilisées pour l’extraction de I’huile essentielle de thym, la
premicre est basée sur I’utilisation d’un simple hydrodistillateur, tandis que la deuxieme

consiste a Iutilisation de type Clevenger.

4.3.2.1. Hydrodistillationsimple

Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un
ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité
(Bruneton, 1999).Une quantité de 200 g de matiere vegétale seéche est transvasée dans un
ballon de 2000 ml auquel un volume de 1500 ml d’eau distillée. Le mélange est porté a
ébullition pendant 3 heures ; a l'aide d’une micropipette, on a récupéré l'huile essentielle
obtenu qui a été mise dans des Tube a essai ou tube eppendorf couvres par aluminium et

stockée a 4°C jusqu’a utilisation (Figure 19).
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age de distillation simple utilisé pour I’extraction des huiles essentielles
(originale)

4.3.2.2. Hydro distillation de type Clevenger

Cette méthode consiste & immerger directement le matériel végétal a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur
une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton,
1999).Une quantité de 125 g de matiere végétale séche est transvasée dans un ballon de 2000
ml auquel un volume de 950 ml d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition pendant 2
heures ; a l'aide d’une micropipette, on a récupéré l'huile essentielle obtenu qui a été mise
dans des Tube a essai ou tube eppendorf couvres par aluminium et stockée a 4°C jusqu’a

utilisation (Figure 20).

40

——
| —



Chapitre 04 Matériel et Méthodes

Figure 20 : Montage de type Clevenger utilisé pour 1’extraction
Des huiles essentielles (originale) .

4.4.3. Conservation d’huile essentielle obtenue

Pour éviter tout risque de dégradation de I'huile essentielle due a I'action de I'air et de la
Lumiére, nos échantillons étaient conservés au réfrigérateur (4-6°C) dans des flacons bruns
bien fermés. L’huile essentielle obtenue a été mise dans des Tube a essai ou tube eppendorf et
qui sont ensuite couvrés par I’aluminium.

4.4.4. Calcul de rendement

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la
massed’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traiter.Selon la
norme(Afnor, 1992), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant le
rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres 1’extraction (MHE) et la masse de la
matiére végétale utilisée (MS). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par
la formule suivante :

RHE(%) = MHE / Mms .100.
R : Rendement en extraits fixes en g /50 g de matiere seche

——
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MHE: quantité d’extrait récupérée exprimée en g.

Mms : quantité de la matiére végétale seche utilisée pour 1’extraction exprimée en g.

4.5. Isolement et identification de champignonAscosphaera Apis

L’étude a porté sur une scule espéce fongiqueAscosphera apis.Afin de déterminer
l'activité antifongique de I’huile essentielle de Thymus. Nous avons choisi cette espece
fongique, car Ascosphera apis est parmi les espéces les plus dangereuses qui attaquent les

colonies d’abeille provoquant des problémes majeurs. (Fluriet al., 1998)

4.5.1.1solement de champignon
Une partie d’un échantillon historique des larves et de la cire battue infectéesest
déposée stérilement et individuellement dans une boite de Pétri contenant le milieu Sabouraud
apres un ringage par I’hypochlorite de sodium a 10 % pendant 10 min. Aprés un lavage dans
deux bains successifs par I’eau distillée, il faut incuber la boite a 28°C pendant 5 jours
(Jensen et al., 2013).
4.5.2. Purification
La purification vise a obtenir des colonies fongiques pures et spécifiques afin
d'identifier les champignons en question. A l'aide de I'extrémité inférieure d'une pipette
Pasteur stérile, nous prélevons des disques de mycélium que nous transférons dans un
nouveau milieu Sabouraud, en veillant a mettre le mycélium en contact avec le milieu
Sabouraud. Ensuite, les boites de Petri contenant les colonies fongiques sont incubées a 28°C
pendant 5 jours. Cette opération doit étre répétée jusqu'a l'obtention de colonies pures.
(Yilmaz et al., 2019).
4.5.3. Méthode d’identification
Apres 1’obtention des colonies pures, une étape d’identification de ces dernic¢res basée
sur ’observation des critéres culturaux et morphologiques est réalisée par deux examens,
macroscopique et microscopique.
Une fois que des colonies pures ont été obtenues, une étape d'identification de celles-ci
est réalisee en se basant sur I'observation des criteres culturels et morphologiques a travers

deux examens, a savoir I'examen macroscopique et I'examen microscopique.

——
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4.5.3.1. Examen macroscopique

Il faut observer attentivement dans un endroit bien éclairé I’aspect du champignon, en
vérifiant I’homogénéité des colonies (I’obtention des colonies identiques). Sur le milieu de
culture, les colonies d’Ascosphera apis sont blancheset denses, leurs diamétres varient
entre 5cm et 8 cm. Aprés 8 jours de germination, le mycélium était blanc et aérien
(chahbar, 2017)(figure 21).

Figure 21 : Aspect macroscopique d’Ascosphaera apis(chahbar, 2017).

4.5.3.1. Examen microscopique
La préparation est effectuée en prélevant une fraction de mycélium avec une aiguille

stérile a I’extrémité de la colonie (car les structures fertiles sont jeunes et le nombre de
spores n’est pas excessif). Cet inoculum est déposé sur une lame contenant une petite
goutte de bleu méthyléne, ensuite il faut remuer délicatement pour avoir une préparation
homogene. L’ensemble est recouvert d’une lamelle tout en évitant la formation des bulles
d’air. Ensuite, observer rapidement au microscope optique au grossissement GX 40. Aussi
pour identifier I’apparence des champignons, nous avons utilisé¢ la méthode de scotch.Elle
consiste a coller doucement un scotch transparent sur la surface du champignon, puis a la
place sur une lame pour I’examiner sous microscope. Cette méthode est particulierement
utile pour les champignons qui poussent sur les surfaces difficiles a prélever et pour ceux
qui ne peuvent pas étre coupés en tranches pour étre examinés.
Les hyphes d'Ascosphaera apis sont segmentés et ont des diametres compris entre 2,5
pm et 8 um. lls présentent des ramifications dichotomiques bien marquées. Les fructifications
se presentent sous forme de kystes de spores sphériques, appelés également sporocytes ou

ascoma, avec un diametre variant entre 47 um et 140 um. L'ascoma renferme de nombreuses

——
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balles de spores, appelées asques, avec un diamétre oscillant entre 9 um et 19 um. Les spores
hyalines, appelées ascospores, ont des dimensions d'environ 2,7 um a 3,5 pum de longueur et
de 1,4 um a 1,8 um de largeur maximales respectivement (Chahbar, 2017) (figure 22).

Figure 22 : Aspect microscopique d’Ascosphaera apis (Gr X 400) (chahbar, 2017)

4.6. Testde ’activité antifongique sur Ascosphera apis
L'efficacit¢é de I’huile essentielle de thym, a été testée contre le champignon

entomopathogéne Ascosphera apis pour évaluer son activité antifongique.

4.6.1. Préparation des doses (concentration) d’huile essentielle de thym

Nous avons mis séparément les doses d’huile essentielle de thym dans 09 bécher stériles
par différentes concentrations (13,5ul. 12ul. 10,5ul.  9ul. 7,5ul. 6ul. 4,5ul. 3ul et 1,5ul).
Ensuite nousajoutons dans chaque bécher 30ml de milieu culture sabouraud dissoute, on
mélange, puis on le vide dans les Boites Pétri .Ou chaque bécher remplit trois Boites Pétri
puis Laissez-le pendant 15 minutes jusqu’a ce qu’il durcisse au milieu de culture.Pour le

témoin, nous mélangeons le champignon A. apis avec le milieu de culture sélectif

4.6.2. Préparation des doses (concentration) d’hydrolat de I’huile essentielle de thym
Nous avons misséparément les doses d’hydrolat de huiles essentielles de thym dans 10
bécher stériles par différentes concentrations (0,3ml. 0,6ml. 0,9ml. 1,2ml. 1,5ml. 1,8ml.
2,1ml. 2,4ml. 2,7ml et 3ml). Ensuite on ajoute danschaque bécher 30ml de milieu culture
sabouraud dissoute, on mélange, puis on le vide dans les Boites Pétri .Ou chaque bécher

remplit trois Boites Pétri puis laissez-le pendant 15 minutes jusqu'a ce qu'il durcisse au milieu

——
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de culture.Pour le témoin, nous mélangeons le champignon A. apis avec le milieu de culture

sélectif.

4.6.3. Test des concentrations de champignon
4.6.3.1. Ensemencement

En utilisant I'extrémité inférieure d'une pipette Pasteur stérile, nous prélevons des
disques mycéliens que nous transférons dans un milieu Sabouraud, en veillant & mettre le
myceélium en contact avec le milieu. Nous répétons cette opération avec le reste des
concentrations de la méme maniere.

4.6.3.2. L’incubation

Les boites de Petri sont placées en incubation pendant 5 jours a une température de
28°C (figure 23). Les résultats sont ensuite évalués en mesurant en centimétres le diaméetre de
la zone d'inhibition. L'expérience est répétée trois fois pour chaque extrait d'huile essentielle,
et les résultats expérimentaux sont exprimés en fonction du diametre du développement du

champignon Ascosphaera apis.

e P S .
Figure 23 : incuber les boites de pétri dans une étuve a 28°C. (Originale)

4.6.3.3. La lecture

L’évaluation de I’activité antifongique des extraits d'huile essentielle est estimée en
termes de diamétre de la zone d’inhibition autour des disques contenant les extraits a
différentes concentrations.La lecture a été faite par la mesure des diamétres des
développements du champignon d’Ascosphera apis au tour des disques a 1’aide d’un pied a
colis. Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et symbolisés par des
signes (A et B) (la figure 24)

On classe les démettre de développement d’ascosphera apis selon la longueur

——
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A : démettre plus long (longueur)

B: démettre peu long (largeur)

Figure 24 : pris les mesures de diamétre des disques (originale)

D’autres chercheurs (Krutmuanget al., 2022)ont utilisé la méme méthode pour mesurer le
diamétre de I’inhibition des colonies du champignon. Les mesures sont effectuées sur les axes
X et Y(A : caractéristique de la mise en place du champignon sur le milieu, B: évaluation de |

croissance fongique sur le milieu.) (Figure 25), puis le pourcentage moyen d'inhibition de la
croissance de champignon a été estimé.

Figure 25: la représentation de ’efficacité des vapeurs d’extraits de plantes dans 1’inhibition
de I croissance mycélienne du champignon (Ascosphera apis) sur le milieu.
(Krutmuanget al., 2022).

4.6.3.4. Taux d’inhibition

Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne est déterminé aprés 5 jours d’incubation
a 28°C, en utilisent la formule d’Abbott (Motiejunaite et Peiculyie, 2004).
T=(DK-D0)/DK*100

DK : diamétre de la colonie fongique du témoin (en mm).

DO : diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm).

T : taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage (%).

——

]
46 |



Chapitre 04 Matériel et Méthodes

4.7. Analyses statistiques

Toutesles analyses statistiques sont faites par logiciel SAS version 9. La probabilité était
acceptée a 95 %. Pour étudier I’efficacité et I’impact des différentes concentrations de 1’huile
essentielle ainsi que son hydrolat, nous avons utilisé le test statistique nonparametrique de
Wilcoxon. Un modele linéaire généralisé (GLM) a éte utilisé pour différencier entre
I’efficacité¢ des produits valorisés dans cette étude. Nous avons exploité I’option « Means
Duncan Waller » pour le groupement des doses homogenes issues de ces deux produits
utilisés. Et ce pour grouper les doses qui ont les mémes efficacités. La procédure Proc
PROBIT LOGI10 a été utilisée pour estimer les concentrations inhibitrices de la croissance

mycélienne.

——
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5.1. Etat de lieu

Pour étudier 1’état de cheptel apicole dans la région de Tissemsilt, nous avons collecté
des informations sur apiculture au niveau de la DSA de Tissemsilt, et ce pour une période qui
s’¢tale entre 2010 et 2022.

5.1.1. Répartition des apiculteurs sur les communes

Le nombre d’apiculteurs par année et par communeest illustré dans le tableau (09) et la
figure (26). Nous avons constaté que le nombre d’apiculteurs est trés important en 2017/2018
(1040 apiculteurs) (tableau 09 figure 26). Ce qui peut étre justifié par le soutien de 1’état qui a
lancé en 2017 par la DSA. Aussi, pendant les années 1990, les agriculteurs ont quitté leurs
villages pour des mesures de sécurité, mais actuellement ces agriculteurs ont rejoint leurs
terrains. Ce qui peut expliquer I’augmentation en nombre d’apiculteurs par rapport les années
passées. En revanche, entre 2018 et 2022, le nombre d’apiculteurs a diminué
considérablement. Aprés la distribution des ruches pour les agriculteurs, en 2017, il est a
signaler que le manque d’accompagnement et d’orientation a favorisé 1’abondance de la
filicre par les agriculteurs pour des raisons de manque de compétences. D’autres facteurs
aussi peuvent étre considérés comme étant des causes de cette diminution. Parmi eux, nous
citons les changements climatiques et la réduction en précipitation, la pauvreté en plantes
melliféres influencant le rendement en termes de quantité de miel produit. Entre les années
2010 et 2016, le nombre d’apiculteurs était treés faible relativement. Selon les services
concernés de la DSA, durant ces années il avait seulement des apiculteurs amateurs ou bien
ceux qui considerent 1’apiculture comme fonction secondaire. Ainsi selon les mémes sources,
il n’y avait pas de recensement de I’ensemble des apiculteurs de la région. Les mémes
résultats étaient signalés par Kidoud (2020), dont la plupart des apiculteurs sont des
apiculteurs amateurs avec certains d’autre qui considérent I’apiculture comme une fonction
secondaire (Kidoud, 2020). En conséquence, le niveau de technicité des apiculteurs amateurs,

est insuffisant.
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Tableau 09 : Nombre apiculteur par commune dans la région de tissemsilt 2010-2022(DSA,
2023).

Année
10/11 | 11/12 | 12/13 | 13/14 | 14/15 | 15/16 | 16/17 | 17/18 | 18/19 | 19/20 | 20/21 | 21/22

Commune

Tissemsilt 10 7 35 26 38 15 38 115 | 74 74 24 24
BBN 110 |99 115 | 104 | 104 |90 90 143 | 121 | 113 |56 56
THE 65 65 63 76 44 59 71 209 |76 120 | 56 56
LAZHARIA | 120 | 101 | 125 |89 79 56 56 58 44 63 42 42
BENI 70 38 72 61 61 68 79 107 | 63 58 38 38
CHAIB

LARDJEM | 50 12 | 58 38 49 35 |83 98 37 44 104 | 104

MELAAB |40 18 52 14 39 11 50 73 49 83 25 25

SIDI 25 13 |48 36 47 12 59 68 31 70 45 | 45
LANTRI

B/EMIR 30 22 |30 30 39 15 |42 75 62 69 35 |35
AEK

Laayoun 5 5 8 12 12 27 |31 58 22 48 33 |33

Khemisti 6 6 8 9 19 45 | 45 49 27 39 29 |29

Ouled 15 22 22 18 27 17 32 19 29 47 27 29
bessem

Ammari 65 65 65 68 41 36 93 103 | 63 63 43 | 48
Yousoufia 10 10 10 10 13 17 21 40 20 22 50 |50
Sidi 25 34 |24 26 30 39 |44 87 45 66 58 58
boutouchent

Larbaa 70 35 71 38 37 13 20 44 39 49 32 38

Maacem 41 41 |55 31 31 10 |44 32 32 30 19 20

Sidi abed 83 83 |83 80 79 17 | 84 111 | 80 79 21 25

Tamelaht 30 19 |34 29 34 13 |29 90 50 50 25 |25

Sidi slimen | 90 76 104 | 104 | 100 |76 109 | 134 134 |99 31 |31

Boucaid 85 03 |88 47 50 30 |50 100 |50 54 38 |32

Beni lahcen | 124 | 110 | 122 | 103 |97 55 113 | 127 | 120 |93 84 | 84

Total 1169 | 944 | 1292 | 1049 | 1076 | 756 | 1283 | 1940 | 1268 | 1433 | 915 | 927

——
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Figure 26: Evolution de nombre d’apiculteurs dans la région de Tissemsilt 2010-2022(DSA,
2023).

5.1.2. Nombre des ruches pleines

La figure (27) montre 1’évolution d’effectifs des ruches pleines au niveau de la wilaya
de Tissemsilt depuis 2010 jusqu’a 2022, Selon DSA(2023), nous remarquons que il n’ya pas
une grande différence, durant cette période.La moyenne est de 12480 ruches avec un
nombre maximal de 14860 ruches.en 2011. Le nombre le plus faiblea été trouvéen 2015 avec

10250 ruches (tableau 10).

Tableau 10 :Evolution de I’effectif des ruches dans la région de tissemsilt 2010-2022(DSA,
2023).

Année 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Nombre des 11800 | 14860 | 12280 11330 11200 10250 | 11000
ruches
Année 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Nombre des 11271 | 13778 | 13712 | 13135 13887 13739
ruches
(=)




Chapitre 05 Résultats et discussions

16000

14000

12000

10000 .
8000 .
6000 .

4000

0

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Figure 27: Evolution de nombredes ruches dans la région de Tissemsilt 2010-2022(DSA,
2023).

5.1.3. La production de miel

D’aprés les données de la direction des services agricoles de la wilaya de Tissemsilt, la
production du miel varie d’'une commune a une autre et d’une année a une autre, et cea cause
de plusieurs facteurs.Pendant la saison apicole2017 - 2018, la production du miel est la plus
importante avec une quantité de 1200 Qs (Figure 28).En comparant cette production avec les
autres années, la cause principale était I’effet de 1’environnement.La précipitation, les
formations d’apiculteurs en raison de distribution des ruches dans le cadre de soutien agricole
de I’états au personne ayant une expérience ou compétence dans ce domaine. En comparant
cette production avec celle des années précedentes(2010 a 2016), la production et moins
importante. Plusieurs facteurs peuvent influencer la production, parmi lesquels nous citons
manque de sensibilisation surl’intérét de cette filiére aupres des agriculteurs, des apiculteurs

amateurs et des instances étatiques concernées.

Alors que, pour les derniéres années (entre 2019 et 2022), la production est presque
stable (constante) et précieuse et cela indique que ce domaine est devenu d’une grande
importance mais 1’impact de 1’environnement reste essentiel sur la quantité et la qualité de
miel produit. Mais on ne peut pas passer de l’influence de I’état sanitaire de 1’abeille
domestique dans la production apicole, notamment, ’apparition du plusieurs maladies et

ennemis,conduisant a une perte économique importante.
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5.1.3.1. La production du miel par commune

Nous avons trouvé que les commune Bordj.B.N,Benichaib, Sidi Slimen,Sidi lantri et
Beni Lahcen sont caractérisées parune production du miel trés importante (tableau 11). Ce qui
peut étre justifié par I’impact des conditions climatique, particuliérement la pluviométrie, et
des conditions géographiques (zones agricoles disponible sur les paturages apicoles,et des
zones forestieres). 1l est a noter que les conditions environnementales de ces régions sont
favorablesa la production par rapport les autres communes.Les communes de Borj el Amir
AEK, Sidi boutouchent etBoucaied sont caractérisée par une production tres faible. Cela est
dd a plusieurs facteursparticiulierement ceux géographiques et climatiques,plus précisément
la sécheresse etl’étagebioclimatique semi-aride de lawillaya,En revanche, la production de
miel est quasi inexistante dans les communes de Tissemsilt,Laayoune,Khemisti, Ammari el
Yousoufia. Ce qui est expliqué parlesconditions géographiques et 1’absence des foréts, en plus
les réchauffements climatiques entrainant des changements climatiques dans le monde et en
Algérie. Aussi, le vent sirocco (Al-shahili) soufflant dans les zones de la willaya pendant une
période de plus de 20 jours en moyenne, un autre facteur influengant la production
apicole.L’incendie sur le territoire de la willaya, qui a eu un impact négative et important sur
la détérioration du couvert forestier et végétal et sur la détérioration de biodiversité en
géneral.

Les conditions environnementales, telles que la saison, les steppes, les zones forestieres
(THE, BBN, Sidi Slimen, Lazharia, Boucaid, Sidi Lantri, Melaab, Bordj Amir Aek,
Youssoufia) et les zones agricoles, ont un impact sur la production de miel. Par exemple,
certaines communes comme Ammari, Khemisti et Laayoun. La précipitation est un facteur
qui entraine une augmentation de la productivité. De plus, les facteurs climatiques, en
particulier I'humidité, jouent un réle important, car il existe une corrélation positive trés

significative entre la production de miel et I'numidite.
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Tableau 11:La production de miel par commune (2009 — 2022)

W\ 09/ 10/ | 11/ | 12/ | 13/ | 14 | 15/ | 16/ 17/ | 18/ | 19/ 20/ | 21
22
10 11 12 13 14 | /15 | 16 17 18 19 20 21 /
Commune

Tiss 0 1 0 4 2 4 2 7 38 15 15 22 .
BBN 30 55 35 | 55 | 48 | 42 | 32 26 115 93 64 41 ’6
TH.E 21 16 15 | 14 | 19 | 10 | 19 36 143 9 15 9 26
Laz 21 22 11 | 23 12 10 16 10 28 14 12 11 10
Bch 26 35 26 | 35 | 29 | 27 | 19 25 83 26 18 17 -
Ldjm 19 15 4 27 16 24 | 22 38 78 38 76 58 38
Mib 20 9 2 17 9 13 8 21 43 3 11 6 51
S.A 22 6 3 22 13 15 15 26 43 12 32 19 ’6
B.A.A 12 11 5 7 6 9 11 15 39 9 17 5 1s

Lyn 0 6 1 2 3 3 2 7 33 7 10 4
7

Khst 0 9 2 3 3 4 3 14 27 9 12 6
14

O.bsm 20 4 6 6 3 6 3 8 4 8 13 14
8

Amr 0 6 11 18 | 20 13 9 34 71 29 15 28
34

Ysf 0 2 2 2 2 3 6 7 18 4 2 7
7

Sb 12 4 14 8 6 11 19 23 71 9 12 7
20

Lrb 19 13 8 17 7 7 10 15 25 11 10 6
15

Mcm 11 1 5 3 3 2 1 5 9 4 2 5
5

S.bed 8 3 6 8 7 7 5 18 31 7 7 12
18

Tmt 9 12 3 14 8 12 10 19 32 4 13 7
19

Ss 34 45 26 | 50 | 50 | 35 | 25 40 93 103 65 43
40

Bcd 14 15 6 14 6 6 10 15 70 17 18 12
15

B.L 19 62 41 | 66 | 57 18 10 34 108 71 40 27
34
Totale 317 351 | 232 | 413 | 327 | 282 | 256 | 443 | 1200 | 500 | 479 367 | 430

( ]
L °>* )
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Figure 28: Evolution de la production du miel dans la région de Tissemsilt 2010-2022. (DSA
2023)
5.1.4. Les données sur les maladies et les ennemies

5.1.4.1. Méthode de prospection

Concernant la méthode d’échantillonnage (prélévement) effectuée pour les inspecteurs
vétérinaires de la DSA sur les colonies d’abeille identifié, nous avons regu les informations ci-
mentionnées.

Chaque apiculteur qui veut prendre 1’agrément sanitaire de son exploitation apicole, il
devait contacter le vétérinaire de la subdivision communale pour prélever des échantillons
d’abeilles vivantes. Leséchantillons doivent prendre les mémes numéros que ceux qui sont
déja utilisés pour I’identification des ruches. Dans chaque ruche,les inspecteurs utilisent des
petites cagettes qui contiennent entre30 et 50 abeilles et qui sont percees pour ventiler les
abeilles, ces boites contiennent une solution sucrée pour attirer les abeilles a la boite.

Les échantillons doivent étre conservés dans un réfrigérateur (glaciére) afin de les
envoyer a l’inspection Vétérinaire. Aprés 48 heures, ces échantillons serons envoyés au
laboratoire régionale de la médecine vétérinaire de Mostaganem. Tout en accompagnant ces
échantillons avec unedemande d’analyse apicole. La demande est rédigée par 1’inspecteur
vétérinaireen précisant la nature des maladies a détecter (virus, bactérie, parasite). La réponse
de laboratoire est fixée, au maximum, dans une semaine et envoyée par fax ou bien par email.
L’accord de I’agrément sanitaire a 1’apiculteur est conditionné par 1’obtention des résultats

négatifs des maladies analysees.
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5.1.4.2. Résultat des maladies prospectées par commune

Au niveau de la DSA, les seules données disponibles sont surtout cellesqui portent sur
la prévalence de varroase de la nosémose, de la loque américaine et de la fausse teigne.Selon
le tableau(12) la varroase est la maladie la plus répondue dans cette région,suivi par la
nosémose et en derniére position 1’infestation de la fause teigne.L’ensemble des communes
prospectées sont caractériseées pardes résultats positifs pour la varroase. Cette maladie, selon
plusieurs chercheurs a travers le monde entier, est cosmopolite(Fernandez et Coineau,
2002). Cependant la fausse teigne ne se trouve que dans certaine commune, notamment Ouled
bessem, et qui n’a été signalée que durant I’année 2010. Cette année (2010)est caractérisée
par une période hivernale froide relativement, qui peut favoriser l’infestation de ce
parasite.Ce parasite a été signalé particulierement dans les faibles colonies et les colonies a
faible effectif. La fausse teigne apprécie I’endroit a forte taux d’humidité relative et les
espaces confinés.Il se développe a une altitudes inferieurs a 1000 métres et il peut causer
plus de dégats durantces stades larvaires (insecte de faiblesse colonies).

Pour la nosémose, elle existe dans certaines communes, particulierement, durant la période
s’¢talant entre 2019 et 2020.La direction des services agricoles n’ont pas pris des

prélévements pour les analyser a cause de I’épidémie Covid 19.

Nous avons remarqué qu’aucune maladie n’a été détectée, hormis les parasites, pendant
I’année 2010. Aussi, aucune détection n’a été signalée dans certaines communes pendant
certaines années. Nous signalons la commune de sidi slimen en 2014, S. Lantri ; ammari en
2017, TEH et S.Boutouchent en 2021, Ammari, BEK,laayoun, khemisti, S.Abed et TEH en
2022.

L’apparition et la propagation des maladies apicoles varient considérablement d’une
commune a une autre, ce qui peut étre justifié par ’intervention de plusieurs facteurs. Nous
citons parmi eux les changements environnementaux (Anderson, 1988), dont ces
changements peuvent entrainer des différences dans les composés chimiques et les facteurs
microbiens présents dans un eécosysteme affectantla santé des abeilles. Nous avons par
exemples, I’usine de barytine a boucaid, et la station de concassage a theneit el had et bordj

Amir AEK.
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Ainsi, la propagation des maladies est conditionnée par le régime alimentaire(Brodschneider
et Crailsheim, 2010), dont chaque modification du régime alimentaire des abeilles peut
entrainer une propagation rapide de certaine maladie., Certains aliments de qualité médiocre
peuvent contribuer a [’émergences et a la propagation d’infections.Dans le méme ordre
d’idée, I’exposition aux produits chimiques utilisés dans différentes zones peuvent avoir des
effets négatifs sur les santés des abeilles en augmentant le risque d’affection par des
maladies. Les changements climatiques peuvent influencer la propagation des maladies,car les
températures élevées peuvent favoriser la propagation des maladies dans certaines communes.
Cependant, il est difficile de prédire les causes exactes des épidémies chez les abeilles
melliféres, mais il est indispensable de comprendre les facteurs potentiels afin de prendre des
mesures préventives appropriées qui peut aider a réduire la propagation de la maladie et a

protéger les abeilles.
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Tableau 12 : Résultats des maladies obtenues par la DSA

Résultats et discussions

La commune Nombre Nombre des Les maladies
D’apiculteur | Ruches prélevé Résultat de I’Abo
2010 O.Bessam 02 05 Fausse teigne +varroas
Sidi slimen 01 05 S
2011 TEH 01 15 Varroas
2012 TEH 04 402 Varroas
2013 Khemisti 01 43 Mauvaise conditionnement
2014 S.lantri 01 25
TEH 04 45 Varroas + nosémose
Ammari 02 20
2015 TEH 01 07 Nosémose
B.AMIR .AEK 04 79 Varroas
2016 TEH 04 41 Varroas + nosémose
S.boutouchent 01 23 Varroas
BBN 01 37 Varroas + nosémose
Lardjem 02 13 Varroas
Boucaid 01 30 Varroas + nosémose
2017 THE 01 12
S.boutouchent 02 23 _
2018 S.boutouchent 03 39 Varroas + nosémose
S.lantri 01 50 Varroas + nosémose
2019 - - -
2020 - - --
2021 Ammari 02 23
B.E.AEK 01 15
Laayoun 01 10  —
Khemisti 02 11
Tamelaht 01 11 Varroas
Laardjem 01 07
Malaab 02 12 Varroas
2022 Boucaid 07 114
Lardjem 01 19 Varroas + nosémose
Khemisti 01 05 Varroas
B.E.AEK 01 10 Varroas + nosémose
S.Abed 02 23
T.EH 01 10 Varroas + nosémose
( |
L % )




Chapitre 05 Résultats et discussions

5.1.5. Méthodes d’identification des ruches

L’identification des ruches dans la région de Tissemsilt a été suggeré par lancien
directeur des services agricoles.Il s’agit de la définition des ruches des abeilles au niveau des
communes de la wilaya de tissemsilt depuis 2017au 2018. L’apiculteur decait déclarersur le
pratique del’apiculture, puis il s’engage a soumettre ses ruches a une identification et un suivi
sanitaire vétérinaire saisonnier. Le suivi est assuré en prélévant des échantillons vivants sur
les abeilles de chaque ruche. Tous les échantillons sont envoyés au laboratoire régional de la
santé animale de Mostaganem. L’agrément est délivré a 1’apiculteur lorsque les résultats des
tests des maladies sont négatifs. Ensuite, le chef de lieu (subdivisionnaire) avec le délégué et
le vétérinaire de la subdivision de chaque commune font une sortie sur le terrain chez
I’apiculteur pour identifier ces ruches en fixant la numérotation sue la ruche. L’identifiant doit

contenir certaines informations,a titre d’exemple : 38/01/13/04.
38— signifier le numéro de la wilaya

01— numéro de la commune

13—numéro de I’apiculteur

04—numéro de la ruche chez ’apiculteur
Cette procédure a été prise afin de faciliter le travail de la chambre agricole

5.2. Détermination du rendement de I'huile essentielle

Le rendement d’huile dethymus lanceolatus.Desfextraite par les deux méthodes, a savoir
I’hydrodistilation et Clevenger,au niveau de laboratoire pédagogique de département snv de

I’université de Tiaret,a donné dans desrésultats qui sont illustrés dans le tableau 13et la figure

29.

Tableau 13 : rendement de I’huile essentielle de thym

Hydrodistilation | Clevinger
Rendement % | 1,23+0,27 2,37+0,22

D’aprés le tableau 13, nous avons enregistré despourcentages de rendement qui se

différent selon la méthode d’extraction. Cette différence qui a été€ constatée, en utilisantles

——
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deux maniéres d’extraction,pourraitétrejustifiépar existence de différents facteurs affectant le
processus d’extraction.Nous citons parmi eux, la qualité des outils et des matériaux utilisées
dans le processus, les conditions de stockage et de séchage, la température et la pression de

I’eau utilisée dans le processus, ainsi que la durée de I’extraction. (Kouch, 2014).

En ce qui concerne, le rendement del’huile essentielle de thym extraite, se révele
meilleur que celui rapporté par Naili et al., (2013) qui était de 0,84%. Selon certains
auteurs,(Nouasri et al.,2015) la composition chimique et le rendement en huile essentielle
peuvent varier en fonction de différentes conditions, telles que la méthode utilisée, les parties
de la plante utilisées, les produits et réactifs utilisés lors de I'extraction, I'environnement, le
génotype de la plante, son origine geographique, la période de récolte, le degré et les
conditions de séchage, la température, ainsi que la présence de parasites, de virus et de

mauvaises herbes (Naili etal., 2013).

2,5

1,5

Hydrodistilation Clevenger

Figure 29 : le rendement d’huile essentielle de thym extraite par deux méthodes

5.3. Test de I’activité antifongique d’HE contre Ascosphera apis

Dans cette partie, nous avons testé 1’activité antifongique del’ huile essentielle de thym
contre un champignon entomopathogene Ascosphera apis. L’ensemble des résultats obtenus sont

illustrés dans cette partie.

——
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5.3.1. Examen macroscopique et microscopique

Nous avons trouvé que le mycélium est apparu blanc et dense, cencernant 1’aspect

microscopique les hyphes sont cloisonnés, les fructifications sont des sporanges sphériques.

Les résultats obtenus par 1’observation macroscopique et microcsopique d’A.apissont
similaires avec ceux quiont été trouvé par plusieurs chercheurs (Jensenet al, 2013 ; Hemmerlé,
2015 ;Reynaldi et al, 2015 ; Chahbar, 2017).

Figure 30: Ascosphaera Apis apres incubation, A: Observation macroscopique, B : Observation

microscopique (G X 40).
5.3.2. Résultats de test préliminaire des doses d’hinibitions

Vu que il n’y avait pas de donner bibliographique sur les doses d’inhibition
dechampignon A . Apis en utilisant 1’huile essentielle de thym et son hydrolat. Aussi, il est a
signaler qu’aucun chercheur n’a travailler sur ce sujet. Donc nous avons trouvé utile de
travailler sur des doses éloignées pour avoir une idée sur la fourchette de la dose
inhibitrice.Les doses sont comme suit (13,5 pl ;12 ul ;10,5 ul ;9 ul ;7,5 ul; 6 ul ;4,5 ul ;3
pl ;1,5 pl).et celles de I’hydrolat
sont(0,3ml ;0,6ml ;0,9ml ;1,2ml ;1,5ml ;1,8ml ;2,1ml ;2,4ml ;2,7ml ;3ml).

D’apres le tableau cumilatif des résultats prélimionaire de test, nous remarquons
qu’apartir de 0,015 %, le taux d’hinibition de champignon était a 100 % (tableau 14 ; figure
30).
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Tableau 14 : resultat des HE de thym sur A . apis

Dosage HE % HE en pl Dosage de milieu ml Résultat
Témoin Témoin Témoin Témoin
0,045 % 13,5 30 ml -
0,04 % 12 pl 30 ml -
0,035 % 10,5 p 30 ml -

HE 0,03 % 9 ul 30 ml -
0,025 % 7,5 pl 30 ml -
0,020 % 6 ul 30 ml -
0,015 % 4,5 ul 30 ml -
0,010 % 3ul 30 ml +
0,005 % 1,5 ul 30 ml +
Dosage de HY % HY en ml Dosage de milieu ml Résultat
Témoin Témoin Témoin Témoin
1% 0,3 ml 30 ml +
2% 0,6 ml 30 ml +
3% 0,9 ml 30 ml +
HY 4% 1,2 ml 30 ml +
5% 1,5 ml 30 ml +
6% 1,8 ml 30 ml +
7% 2,1 ml 30 ml +
8% 2,4 ml 30 ml +
9% 2,7 ml 30 ml +
10% 3ml 30 ml -
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Les résultats et les doses

Témoin

Figure 31: Résultat de test L'activité antifongique de I’huile essentielle de thym contre
Ascosphaera Apis
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Les résultats et les doses

0,6ml

1,2ml

1,8ml

2,1ml

2,4ml

3ml

Témoin

Figure 32 : Résultat de test de 'activité antifongique d’hydrolat de I’huile essentielle de

5.3.3. Le taux d’inhibition maximal

thym contre Ascosphaera Apis

Pour HE de thym,a partir de la dose 0,015%, le taux d’inhibition était a 100%. Donc il

n’est pas évident de travailler sur les autre doses dépassant 0,015%. Cette dose trop faible

(tableau 14) que nous avons utilisée a donné une inhibition totale de champignon.

Pour hydrolat,a partir de la dose 10%, le taux d’inhibition était & 100%. Donc n’est pas

évident de travailler sur les autre doses dépassant 10%. Cette dose forte par rapport les autres

doses (tableau 14) que nous avons utilisé a donné inhibition totale de champignon.

Ce qui peut étre expliqué par une forte activité antifongique de thym, particulierement

contre 1’ascosphérose.Plusieurs chercheurs ont étudié 1’activité des huiles essentielles (Zienab

etHassanein, 2022 ; Colinet al., 1989,) et des extrait végétale (Krutmuang etal.,

2022,Chaimanee et al., 2017)contre Ascosphaera Apis .

——
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Il est a signaler que certains auteurs (Zienab etHassanein, 2022) ont appliqué un
mélange d'huiles naturelles, a savoir 1’huile de thym, huile de clou girofle et huile de camphre
avec concentration de 5%, avec l'acide formique 65%.contre asosphérose, et ce dans des

conditions de terrain.

Les résultats trouve par Zienabet Hassanein(2022) ont confirméque la réduction de
I'infection dans le couvain scelléa été nettement réduite apres les traitements a base d'huiles
mélangées avec l'acide formique. Alors que les pourcentages de réductiondes huiles
mélangées ont atteint (85,5 %) et ceux de I'acide formique ont atteint(91,7 %) sur le couvain
scellé.,Les données obtenues ont montré que la réductionla plus forte de l'infection a eu lieu
enmai. Les résultats de cet auteur montrent que le mois de mai est considéré comme étant la
période d’inhibition maximale en utilisant la méme dose que les autre mois alors que le taux
d’inhibition le plus faible a était remarqué pondent le mois avril.Les résultats de cette étude
étaient basés sur laquantification de nombre de momies qui ont été ressorties par les
nettoyeuses. Cependant, a 1’état naturel, sans y avoir de traitement, les abeilles nettoyeuse font
ressortir les larves momifiées pendant la période printaniere aprés avoir une intensité dans
I’activité de I’abeille (Medina-Flores et al.,2022).

Il est aussi a signaler que le comportement hygiénique est influencé par la génétique des
abeilles domestique (Medina-Flores et al., 2022).

5.3.4. Période de traitement _ taux d’inhibition

Cette étude a été realisée pendant le mois de novembre, en pratiquent des tests in vitro,
avec une température de 28°C. Mais in vivo la période de traitement Peut influencer
considérablement le taux d’inhibition. Ce qui a été confirmé par (Zienab et Hassanein,
2022)dont cette étude était réalisée sur 3 mois, a savoirmars, avril et mai. Cet auteur a signalé
que le mois de mai est considéré comme étant la période d’inhibition maximale en utilisant les
mémes doses que celles utilisées pendant les autre mois. Alor que le taux d’inhibition le plus
faible a été remarqué pendant le mois d’avril pour I’acide formique et le mois de mars pour

les HE mixte.
5.3.5. Les méthodes de traitement_ efficacité

Nous avons testé in vitro ’efficacit¢ d’HE de thym et de son hydrolat contre

Ascosphaeraapis en utilisant la méthode d’ensemencement de champion A. Apis sur un milieu

——
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de culture spécifique Sabouraud.L’étude consiste a suivre le développement des souches d'A.

Apis en présence d'huile essentielle de thym ou de son hydrolat.

D’autre méthode décrite par Boulaghmen et al., 2018,c’estla méthode de diffusion en
gélose. Elle consiste a I'utilisation des disques de papier wathman stériles déposés au centre
des boites de pétri contenant le sabouraud d’extrose agar .Ces disques sera imbibés par
différentes concentrations d’huiles essentielle. Boudeggaet al.(2010) ont utiliséesdeux
techniques différentes pour évaluer I'effet des huiles essentielles.La premiére expérience
(Figure 32) était de suivre le développement des souches d'A. Apis en présence d'huiles
essentielles.Cela s'est fait par contact direct entre les huiles et les micro-organismes. Des
disques de papier ils ont utilisés et l'inoculum a été mélangé au milieu de culture par
suffusion.La technique consiste a déposer des spores dans une boite de Pétri de 90 mm, juste
avant I'écoulement du milieu de culture. Apres solidification, des disques de papier Whatman
stériles ont été placés dans des distances égales et imbibés de spores.Dans la deuxiéme
expérience (Figure 32), la technique était basée sur une confrontation entre les puits d'huile
essentielle et le disque PDA portant du mycélium d'A. apis. Le milieu PDA a été versé dans
des boites de Pétri. Apres solidification, un disque de mycélium est placé face aux puits,

destinés a recevoir les huiles testées.

Method 1 Method 2

Wattmann disk +
2ul essential oil

PDA medium

PDA disk
o

with fungus

PDA medium +
Spores' suspension

. _—
Diameter - 4 m

Ess. oil

25°C ; 8 days

Figure 33 : Schéma de la confrontation (champignon / huile essentielle) par deux methodes in
vitro.(Boudeggaet al. 2010)

Certains chercheurs (Zienab et Hassanein, 2022) ont fait une étudebasée sur le test de
I’activité antifongique des substances naturelles in vivo.Leur expériences sont divisées en
trois parties, chaque partie étant composée de cinqColonies d’abeille (controle sans traitement

- mélange d'huiles naturelles 5% - acide formique
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65%). Les mesures de couvain operculé et ouvert étaient estimés avant et apres le traitement,
tous les 12 jours, une feuille de plastique est placée sous un rayon recouvert de vaseline pour
attraper les momies tous les 3 jours.

Une lutte technique peut étre utilisée contre le champignon mis en cause

Les conditions environnementale particulierement la température, humidites, peuvent limiter
le développement de la maladie (Chahbar, 2017), Donc le choix de site de rucher et la
transhumance peuvent étre considés comme les méthodes de traitement technique.(Flores et
al., 1996).

5.3.6. Les doses_ taux inhibition

Pour tester 1’efficacité de 1’huile essentielle de thym ainsi que son hydrolat, nous avons
utilisé le test non paramétrique de Wilcoxon, dans SAS9, pour comparer entre les moyennes.
En considérant le taux d’inhibition comme étant un facteur variable et les
différentesconcentrations comme étant un facteur fixe. Pour I’huile essentielle, une différence
significative a éteé trouvée entre les différentes concentrations (ddl=3 ; Chi2= 11 ; P=0,0117).
Pour I’hydrolat, la différence entre les doses était hautement significative (ddl=10 ; Chi2=32 ;
P=0,0004).D’apres les résultats obtenus, nousconstatons que la croissance mycélienne
d’Ascosphaera Apis diminue lorsque les doses augmentent. Et la zone d’inhibition se diffuse
en intermédiaire des disques mycéliens (Figure 30 ; 31).D’Aprés ce que nous avons trouvée,
la dose de traitement peut influencer considérablement I’efficacité des produits utilisés,
effectivement plusieurs chercheurs ont travaillé sur différentes doses pour chaque produit
(Colin et al., 1989 ;Boudeggaet al., 2010).Nous avons utilisé différentes doses pour tester
I'efficacité de I'huile essentielle de thym. En effet, plusieurs chercheurs (Boutarfaia et
Benyahia, 2015 ;Belhamel et al., 2021) rapportent que les champignons ont montré une
sensibilité accrue a I’augmentation de la concentration de 1’huile essentielle dans leur milieu
de culture ou le diametre de la colonie se réduit a chaque fois qu’on augmente la dose jusqu’a
une inhibition totale ou aucune croissance n’est observée.Certains chercheurs (Lee, 2007) ont
signalé que le concept de dose est important en médecine clinique. Lors du traitement
pharmacologique de nombreuses conditions, les médecins commencent en général par
prescrire une dose qu'ils estiment étre la dose efficace minimale. Si le patient ne réagit pas,
cette dose initiale pourra étre amenée par titrassions progressive jusqu'a la dose maximale au-
dela de laquelle les effets secondaires du médicament deviennent inacceptables pour le

traitement.
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Des résultat similaire que nous avons trouve sont obtenus par plusieurs auteurs (Belhamel et
al., 2021 ; Nadjet et Naima, 2019 ;Boutarfaia et Benyahia, 2015).Ces auteurs ont trouvé
que les diameétres de la croissance mycélienne ont diminué en paralléle avec 1’augmentation
de la dose des huiles essentielles, ceci peut étre di a la présence de plus de composeés actifs

avec 1’accroissement de la concentration en huile essentielle.

5.3.7. Effet de ’odeur et de la vapeur sur Ascosphaera Apis

En comparant les témoins de différents tests realisés au laboratoire, nous observons que
le développement d’Ascosphaera Apis n’était pas similaire avec ’existence de différent
traitement (figure 33).Pour chaque test, nous avons installé des témoins afin de comparer les
résultats de D’efficacité des produits utilisés (HE, hydrolat).Pour les témoins de champignon
Ascosphera Apis qui sont mis dans la méme étuve que A.apis traité par 1’huile essentielle, le
développement était faible par rapporta celui des témoins qui sont mis en présence de
I’hydrolat. Cependant, les témoins qui sont mis seuls, sans y’avoir aucun traitement dans
I’étuve, le développement de champignon était maximale (100%).
De ce fait, nous pouvons suggérer que 1’odeur de certain traitement a un effet considérable
sur le développement d’Ascosphaeraapis.Nos résultats ont été confirmés par Krutmuang
etal.,(2022).ces auteursont trouvé que la vapeur de plusieurs extrait végetaux a un effet

inhibiteur sur A.apis, et ce avec des pourcentages d’inhibitions déférents.

Figure 34: développement des témoins d’Ascosphaera Apis en présence des traitements dans

la méme étuve. A: présence d’HE, B: présence d’hydrolat, C: aucun traitement (originale)
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5.3.8. Origine géographique de thym _efficacité

D’apres ce que nous avons trouvé dans cette étude 1’huile essentielle de thym exerce
une efficacité (ddl=3; Chi2= 11; P=0,0117) contre le champignon pathogéne affectant
I’abeille domestique (Ascosphaera Apis). Villar-Rodriguez et al., 2022 ont signalé que les
huiles essentielles ont une thérapie alternative possible avec des preuves empiriques de bons
résultats, et les effets antifongiques des HE peuvent étre une solution tres prometteuse pour
surmonter les insuffisances thérapeutiques des médicaments antimycotiques qui augmentent
avec l'apparition de souches résistantes. Cependant, 1’efficacité de 1’huile essentielle de thym
se difféere en fonction de I’origine géographique et en fonction de la variété¢ de thym utilisée.
Cette différence dans I’efficacité est justifiée par la différence dans la composition de thym
utilisé. D’aprées (EI mehdi et al., 2021), I’effet antifongique de ces composés volatiles est di a
sa richesse en composes terpéniques, alcooliques et phénoliques avec des concentrations

relativement différentes.

L’huile de thym clone 133 montres une bonne stabilité des propriétés antifongiques,
mais ce en fonction de I’année de récolte.
Plusieurs recherches ont réveélé que le thym posséde un effet contre les champignons. En 2012
De Lira Mota et ses collaborateurs, (2012), ont montré que I'huile essentielle de T. vulgaris est
considérée comme un antifongique efficace et pourrait étre utilisé pour le traitement de la
mucormycose en raison de son interférence avec l'ergostérol provoquant une perturbation de
la membrane des champignons et la perte de contenu intracellulaire. Aussi, il inhibe la
germination des sporangiospores et le développement de mycélium. L’huile essentielle de
thym, riche en thymol et autressubstances antifongiques, utilisées pour désinfecter les murs

moisis dans les habitations a faible concentration (Segvi¢ Klari¢ et al., 2007).

Leal et al., 2017 ont révelent que I’effet des plantes de Thymus sur les micro-organismes
fongiques par exemple ’espéce Thymus vulgaris inhibé le développement des différentes
maladies fongique notamment (Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Penicillium chrysogenum), une autre espece de Thymus eriocalyx Thymus x-porlock a un
effet sur Aspergillus niger, et il y a une autre espéce Thymus schimperi qui affecte sur
plusieurs souche des champignons notamment en (Penicillium chrysogenum,
Verticilliumsp.,Aspergillus  tubingensis,  Aspergillus  minutus,  Beauveriabassiana,

Microsporumgypseum).
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Aussi Plusieurs scientifiques attribuent l'activité antimicrobienne d'espéces du genre
Thymus a la forte concentration de carvacrol dans son huile essentielle. Il a des propriétés
biocides qui entrainent des perturbations de la membrane bactérienne. De plus, il peut
traverser les membranes cellulaires, atteindre I'intérieur de la cellule et interagir avec les sites
intracellulaires vitaux pour les activités antibactériennes (Hussein et al., 2018). Par
exempleThymus vulgarisa Une forte activité antibactérienne est enregistré contre 120 souches
de Staphylococcus, Enterococcus, Genres Escherichia et Pseudomonas (Sienkiewicz et al.,
2011),

Un autre éspece Thymus leucotrichius et I’huile essentielle préparée a partir de Thymus
syriacusa declaré par (Al-Mariri et Safi, 2014 ; Ulukanli et al., 2011) que L'activité
antibactérienne des extraits de méthanol et d'acétone est enregistrée contre certaines souches
d'E. Coli vérocytotoxinogene,

D’autre auteur (Usai et al., 2010) ont prouvé queL'huile essentielle Thymus capitatus présente
une activité plus élevée que les extraits contre E. coli, E. aerogenes, S. aureus et P.

aeruginosa,.

Certaine étude ont trouvé que Thymus maroccanus a un effet antibactérien est
significativement supérieur a l'activité antimicrobienne de la tétracycline, utilisée comme

contr6le positif contre les especes B. subtilis, S. aureus et Salmonella (Belaqziz et al., 2013).
5.3.9. Détermination des doses létales

En conversant les données en données logarithmiques nous avons pu estimer les valeurs
plus exactes des doses inhibitrices de la croissance mycélienne, et ce par 1’utilisation de la
procédure PROBIT LOG 10 dans SAS9, Nous avons obtenus des estimations des doses
inhibitrices de 1’huile essentielleet qui sont mentionnées dans le tableau (15), en considérant
I’erreur a partir de 5%. La dose inhibitrice totale (DL100) était estimée a 0,036 %, avec un
intervalle de confiance qui donne des valeursoscillaient entre 0,08 et 0,023. Aussi, La DL50
était estimee a 0,004 % avec des valeurs varient entre 0,003 et 0,005. Et il a signaler que
I’intervalle de confiance est acceptable (Figure 34) mais d’autres études, sur d’autres doses

intermédiaires, sont envisagées pour pouvoir estimer les doses d’inhibition exactes.

——

]
70 |



Chapitre 05 Résultats et discussions

Tableau 15:Détermination des doses inhibitrices de 1’huile essentielle de thym contre

I’ascosphérose.

Probabilité dOSE 95% Fiducial Limits
0.01 0.03592 0.02364 0.08057
0.02 0.02595 0.01843 0.04990
0.03 0.02141 0.01588 0.03763
0.04 0.01865 0.01427 0.03076
0.05 0.01674 0.01311 0.02629
0.06 0.01531 o.01221 0.02310
0.07 0.01419 0.01149 0.020F0
0.08 0.01327 0.01089 0.01881
0.09 0.01251 0.01037 0.01728
0.10 0.01185 0.00992 0.01601
0.15 0.00957 0.00825 0.01192
0.20 0.00814 0.00708 0.00968
0.25 0.00713 0.00615 0.00827
0.30 0.00635 0.00537 0.00730
0.35 0.00571 0.00471 0.00658
0.40 0.00517 0.00413 0.00601
0.45 0.00471 0.00363 0.00553
0.50 0.00429 0.00319 0.00511
0.55 0.00391 0.00280 0.00474
0.60 0.00356 0.00244 0.00439
0.G65 0.00322 0.00212 0.00406
0.70 0.00290 0.00182 0.00373
0.75 0.00258 0.00153 0.00341
0.80 0.00226 0.00126 0.00307
0.85 0.00192 0.0009967 0.00271
0.990 0.00155 0.0007274 0.00230
0.91 0.00147 0.0006718 0. 00221
0.92 0.00139 0.0006154 o.00211
0.93 0.00130 0.0005576 000201
0.94 0.00120 0.0004982 0.00189
0.95 0.00110 0.0004367 0.001F7
0.96 0.0009864 0.0003722 0.00163
0.97 0.0008594 0.0003035 0.00147
0.98 00007091 0.0002283 0.00127
0.99 0.0005122 0.0001410 0.0009902
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Figure 35 : Les doses d’inhibition mycélienne de 1’huile essentielle de thym.
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Pour les doses d’inhibition de la croissance mycélienne de 1’hydrolat, nous avons
obtenus des résultats qui sont illustrés dans le tableau(15). En utilisant la méme procédure,
PROC PROBIT LOG10.La dose inhibitrice totale (DL100) était estimée a 16,21 ml, avec un
intervalle de confiance qui donne des valeurs oscillaient entre 11,80 et 24,70. Aussi, La DL50
était estimée a 1,13 ml avec des valeurs varient entre 1,03 et 1,23. Et il a signaler que

I’intervalle de confiance est acceptable (Figure 35).

Tableau 16: Détermination des doses inhibitrices de I’hydrolat de I’huile essentielle de thym

contre I’ascosphérose.

Probabilité dOSE 95%% Fiducial Limits
0.01 16.20803 11.79597 24 .70250
0.02 10.78468 8.24641 15.37684
0.03 8.47672 6.67122 11.62353
0.04 7.13266 L.72922 9.51302
0.05 6.22993 L.08385 g.13195%
0.06 L.5¥129 4.60537 7.14518
0.07 5.06392 4.23173 6.39831
0.08 4.65775 3.92903 L.80948
0.09 4.32312 3.67698 £.33092
0.10 4.04122 3.46257 4.93271
0.15 3.09125 2.72312 3.62854
0.20 2.52647 2.26709 2.88654
0.25 2.13867 1.94345 2.39589
0.30 1.84894 1.69364 2.04220
0.35 1.61995 1.48960 1.77246
0.40 1.43145% 1.31617 1.55813
0.45 1.27133 1.16462 1.38202
0.50 1.1318%2 1.02963 1.23286
0.55 1.00762 0.90771 1.10293
0.60 0.89491 0.79631 0.98672
0.65 0.79077 0.69337 0.88020
0.70 0.69283 0.59710 0.78023
0.75 0.59897 0.50584 0.68414
0.80 0.50704 0.41787 0.58926
0.85 0.41440 0.33121 0.49237
0.90 0.31699 0.24295 0.38833
0.91 0.29632 0.22469 0.36587
0.92 0.27503 0.20608 0.34256
0.93 0.25297 0.18703 0.31821
0.94 0.22993 0.16740 0.29252
0.95 0.20562 0.14702 0.26511
0.96 0.17960 0.12562 0.23535
0.97 0.15112 0.10276 0.20221
0.98 0.11878 0.07764 0.16366
0.99 0.07904 0.04831 0.11448
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Figure 36: Les doses d’inhibition mycélienne de 1’hydrolat de I’huile essentielle de thym.
5.3.10 Origine traitement _ taux inhibition

Les résultats obtenus, en utilisant un modele linéaire généralisé pour comparer entre les
taux d’inhibition chez les témoins, 1’huile essentielle et son hydrolat,nousconstatons que
I’huile essentielle de thym donne des meilleurs résultats que son hydrolat (ddl=2 ; Valeur de
F= 314,85 ; P<0,0001) pour I’inhibition de la croissance mycélienne d’Ascosphaera Apis.Pour
chacun de ces deux produits utilisés,nous avons observé que lorsque les concentrations
augmentent 1’inhibition de la croissance mycélienne diminue, Aussi, d’un produit a un autre,
il peut y avoir le méme taux d’inhibition mais en utilisant des concentrations déférentes, et
parfois treés é€loignées. Ce qui a été trouvé en comparant |’efficacité des différentes
concentrations de I’huile essentielle ainsi que son hydrolat. Le groupement des groupes
homogenes révele que certaines doses trés concentrées de I’hydrolat possedent les mémes
efficacités que celles possédées par des faibles concentrations d’huile essentielle (Tableau
17). Nous citons a titre d’exemple, le groupe F, qui contient deux doses, celle de I’huile
essentielle avec une concentration de 0,005 % et 1’autre de 1’hydrolat avec une concentration
de 1,8 %. Ainsi, le taux d’inhibition maximal a été enregistré dans un groupe L, qui regroupe

deux doses qui sont 0,015 % et 3% pour I’huile essentielle et I’hydrolat, respectivement.
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Tableau 17 : Groupement des concentrations homogenes d’huile essentielle avec son

hydrolat.

Groupement de Taux d’inhibition (%) Produit avec concentration

Duncan Waller
A 100 Témoin 0 %
B 83,1 Hydrolat 0,3
C 79,1 Hydrolat 0,6
D 63,7 Hydrolat 0,9
E 50 Hydrolat 1,2
F 38,1 HE 0,005
F 38,1 Hydrolat 1,8
G 36,7 Hydrolat 1,5
H 26,6 Hydrolat 2,1
I 24,5 Hydrolat 2,4
J 23,7 HE 0,01
K 21,2 Hydrolat 2,7
L 0 HE 0,015
L 0 Hydrolat 3

Nos résultats sont en accord avec ceux signalés par Zienab et Hassanein, (2022).Ces
auteursont utilisé I’acide formique avec une concentration de 65 %, ce qui a donné presque les
mémes résultats que 1’huile essentielle mixtée avec une concentration de 5%. Mais certains
produits ont des résidus dans la cire a I’intérieur de la colonie qui a provoque des mortalités

pour les abeilles (Medina et al., 2012).

Colin et al., 1989 a déclaré que les essais d’un traitement in vitro montrent que plusieurs
huiles essentielles sont tres actives et mériteraient d’étre essayées sur le terrain, en particulier
le clone 133 du thym largement distribué dans la Drome.

Un certain nombre d’huiles possédent une CMF voisine de 0,05% (origan de la Drome,
sarriettes, thym 133, 077, 756,557). Elles sont toutes généralement riches en carvacrol (taux >
30%), bien que ce composant ne soit probablement pas responsable seul des propriétés

antimycosiques.
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Certains chercheurs (Habouche, 2018)ont prouvé que ’efficacité de 1’éthanol contre
ascosphera apis était beaucoup moins importante que celle des extraits végétaux. Egalement
Elisabeth(2020) a confirmé que I’efficacité de propolis est considérable contre les agents
pathogenes.D’autres chercheurs(Chaimanee etal., 2017)ont démontré qu’ilexiste de
nombreux extraits de plantes efficaces contre les champignons. A partir d’une expérience au
laboratoire, trente-deux extraits de plantes, notamment romarin, citronnelle, feuille de laurier,
origan, basilic thai, palmarosa ... etc, ont été sélectionnés pour étudierleurs activités
antifongique.Certains de ces produits avaient une inhibition importante de la croissance
mycélienne d’A. Apis, mais certains d’autres extrait des plantes (cajeput, poivre noir, phléi)
n’ont présenté aucun résultat positif (Krutmuang et al., 2022).

D’autres chercheurs ont testé plusieurs produits pour lutter contre A. Apis, notamment des
extrais végetaux(Krutmuanget al., 2022 ; EI Mehdi et al., 2021) et HE(VillarRodriguezet
al., 2022) ; propolis (Moussaoui et Lahouel,2019) ;éthanol (Bouharb, 2014 ; Ouattaraet
al., 2018); hydrolat (Kader, 2022); d’HE, huile commercialisé(Tahar et Zeradna,
2022)...ect.

Des chercheurs ont montré qu’il ya d’autres produits naturels qui sont efficaces contre les
infections mycosique, parmi ces auteurs, nous citons (Colin et al., 2007 ;Albo et al., 2003
;Colin et al., 1989). lls sonttrouvés que des huiles essentielles de labiées (thym type carvacol,

origan) présentent des pouvoirs fongicides sur Ascosphaera Apis, déterminés in vitro.

——
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La premiére partie de cette étude porte sur I’état de lieu de cheptel apicole dans la
région de Tissemsilt. L’effondrement des colonies d’abeilles est d’origines multifactorielles,
et les obstacles du dévloppement de 1’apiculture sont multiples.Ce travail a permis d’apporter
une contribution a I’étude de 1’état de la filicre apicole de la région Tissemsilt a partir des
données collectées en d’adrassant a la DAS de Tissemsilt. Ces données sont en relation avec
le nombre d’apiculteurs, nombre des ruchers, la production de miel, la prévalence des
maladies prospectées et les ennemies naturels.et ce a partir de ’année 2010 jusqu’au 2022.Les
résultats de cette premiére partie présentent les principaux obstacles du développement de
I’apiculture dans la wilaya de Tissemsilt. Nous citons certaines contraintes signalées par la
DSA, particulierement celles causées par les pathologies apicoles, a savoir : la nosémose et
Fausse teigne et surtout la varroase qui est la plus fréquente, Cependant il existe une maladie
fongique qui provoque un déclin remarquable aux colonies d’abeille, Ascosphera apis, mais

qui n’est pas déclarée ni prospectée par les services concernés.

Ensuite, nous visons a remplacer les traitements par des produits chimiques et des
antibiotiques par d’autres substances étant naturelles. Et ce pour limiter la contamination des
produite de la ruche par les résidus indésirables des traitements. Pour ce faire, nous avons fait
appel a [Dutilisation de I’huile essentielle de thym ainsi que son hydrolat contre un
champignon entomopathogene Ascosphera apis affectant 1’abeille domestique Apis mellifera
intermissa.Au cours de notre expérimentation, nous avons déterminé les doses létales de

I'nuile essentielle de thym et de son hydrolat contre I'ascosphérose qui affecte cette abeille.

Les résultats de 1’isolement des colonies d’Ascosphera apis révelent que al’examn
macroscopique, le mycélium est apparu blanc et dense. Ainsi qu’a I’examen microscopique,
nous avons trouvé que les hyphes sont cloisonnés, les fructifications sont des sporanges

sphériques

Concernat le rendement de thym en huile essentielle, nos résultats ont montré que le
thym posséde un tres bon rendement, soit 2,37+0,22 ml pour hydrodistilation de type clevnger
et 1,23+0,27 ml pour hydrodistillation simple.

Les résultats obtenus, en utilisant un modéle linéaire généralisé pour comparer entre les
taux d’inhibition chez les témoins, I’huile essentielle et son hydrolat, nous constatons que
I’huile essentielle de thym donne des meilleurs résultats que son hydrolat (ddI=2 ; Valeur de
F= 314,85; P<0,0001) pour I’inhibition de la croissance mycélienne d’Ascosphaera Apis.

Pour chacun de ces deux produits utilisés, nous avons observé que lorsque les concentrations

——
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augmentent le tauxd’inhibition de la croissance mycélienneaugmente. Aussi, d’un produit a
un autre, il peut y avoir le méme taux d’inhibition mais en utilisant des concentrations
déférentes, et parfois trés éloignées. Ce qui a été trouvé en comparant 1’efficacité des
différentes concentrations de 1’huile essentielle ainsi que son hydrolat. Ainsi, le taux
d’inhibition maximal a été enregistré dans les deux doses qui sont 0,015 % et 3% pour I’huile
essentielle et I’hydrolat, respectivement. De plus, Nous avons également conclu que 'odeur
de I'huile essentielle de thym a un effet significatif sur le développement d'Ascosphaera apis.
Nous concluons que I'huile essentielle de thym, son hydrolat et son odeur ont exercé une
activité inhibitrice remarquable contre ce champignon pathogéne responsable de la maladie du

couvain pétrifié chez les abeilles.

Ces résultats sont encourageants et nécessitent d'autres perspectives d'exploration. En
effet, la lutte contre I'ascosphérose a base d'huiles essentielles est un domaine trés vaste. Des
recherches supplémentaires doivent étre menées afin de mettre en place une nouvelle stratégie
de lutte qui permettrait peut-étre d'éradiquer cette maladie et d'obtenir ainsi des abeilles fortes

et des produits de la ruche sains.

Des études qui sont basées sur la détermination des principes actifs des substances
naturelles, notamment de thym, sont primordiales pour la préparation et la fabrication des

produits finis aptes pour la commercialisation.

Sur terrain, in vivo, il est souhaitable de faire des essais sur les colonies abeilles
touchées par 1’ascosphérose pour qu’on puisse avoir des informations complémentaires sur
I’efficacité de traitement naturel, ces effets sur ’activité de 1’abeille et sur ces résidus dans les

produits de la ruche.
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Annex

Annexe A

Tableau Al : Appareillages, Les solutions,les verreries, Autre matériels.

Les verreries

Les appareillages

Les solutions

Autre matériels

Les boites de pétri

Pipette pasteur
La Lames
Tube & essai en
verre
Pissette d’eau
distillée
Ballon en verre
2000ml
Réfrigérant simple
Réfrigérant de type
clevenger

Etuveréglée a 28°C

Bain mari

2 Bec benzéne

Chauffe ballon
Microscope optique

Le bleu de
méthyléne

Eau distillé

Ethanol a 90 dégrée
Le milieu de culture
Sabouraud

Micropipette
réglable

Les embouts
Scotche
Pince
Seringue de
0,25ml
Tubes
eppendorfs
Para filme
Pied a coulisse

Annexe B

| &
Figure B1 : Montage d” hydro

distillation (clevenger

"

e W i Forkels S it
Figure B2 : Montage d’ hydro
distillation (Simple)
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Annex

HE
De thym

Figure B3 :condonsation d’huile essentielle Figure B4 :Décantation
de thym

Annexe C

iy
1 ;ﬂllﬂu

C1 : mileu culture sabouraud C2 : Bain mari
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Annex

Figure C4: traitement d’huile essentielle de
thym

Figure C5

> traitement d’hydrolat de thym

Figure C6: teste de I’activité antifongique

—

102




Annex

Figure C7: exman microscopique

Annexe D

Figure D2 : résultat de traitement d’hydrolat de thym
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Annex

Tableau D3 :Les diametres de la croissence myceélienneA .pis a la présrence d’huile essentiale

HE

Diamétre A

Diamétre B

La somme

La moyenne

Taux
inhibition

Témoin

45

53

49

T

44

50

47

T

42

44

43

46,3333333

100

0,005

19

21

20

0,005

15

17

16

0,005

16

18

17

17,6666667

38,1294964

0,01

11

10

10,5

0,01

9

12

10,5

0,01

[y
[N

[E
w

11

23,7410072

0,015

0,015

0,015

0,02

0,02

0,02

0,025

0,025

0,025

0,03

0,03

0,03

0,035

0,035

0,035

0,04

0,04

0,04

0,045

0,045

0,045

0,05

0,05

0,05

0,1

0,1

0,1

0,2

0,2

0,2

0,4

0,4

0,4

0,8

0,8

0,8

O|O|0O|0O|0O|O|O0O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

O|0O|0O|0O|O|O|O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOS
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Annex

Tableau D4 : Les diamétres de la croissence mycélienneA .pis a la présrence d’hydrolat

Hydrolat | Diametre 1 (mm) Diametre 2 somme moyenne taux h
(mm)
T 45 53 49 46,3333333 100
T 44 50 47
T 42 44 43
1 39 40 39,5 38,5 83,0935252
1 37 38 37,5
1 37 40 38,5
2 37 38 37,5 36,6666667 | 79,1366906
2 36 36 36
2 34 39 36,5
3 29 33 31 29,5 63,6690647
3 29 31 30
3 27 28 27,5
4 24 25 24,5 23,1666667 50
4 23 24 23,5
4 21 22 21,5
5 14 21 17,5 17 36,6906475
5 16 19 17,5
5 14 18 16
6 16 17 16,5 17,6666667 | 38,1294964
6 20 22 21
6 15 16 15,5
7 7 9 8 12,3333333 | 26,618705
7 15 17 16
7 12 14 13
8 15 16 15,5 11,3333333 | 24,4604317
8 9 10 9,5
8 8 10 9
9 6 7 6,5 9,83333333 | 21,2230216
9 9 14 11,5
9 11 12 11,5
10 0 0 0 0 0
10 0 0 0
10 0 0 0
[ 05 )




Résume

o2 e Js¥1 e 3all 3S 55 apis mellifera il Gusdl Jad s Al () jaY) skl aal sascosphera apis
et 3 ) wlladl) 4 00 ge Jaal sill JMA (e Ll gan iy Ciliesansi dilaia 3 Jaill dgdle s e Ayl
2010 e AT ale e S IS Gliling Gl 25 5 LAY aae 5 Jail) 3 ye 230 o Y ¢ ) 138 il Cadss
Lnpla 5 Al dallass asCOSPherose z el deadiual 4y sall Cilaliaal) Jlasia) ) Al Hall 038 (e S ¢ ) Cargy 12022
il nm 205 a Lo llad Lead daalal) o) sall 038 o Ll Jumniall il elii, adlay (g _yaall yie M )y ) i
b el ) e s Slis s Leadind ¢ 5 il Aaliaall 580 1 5l A jal el G 8 S BRIk )
<Ascosphera apis_hé ma aila g g yaall yie H cu i (g 8 Jaliii 2 g g ) G 028 5ol (5 plaall U SAS 9, zali
J st 48 Jai ga 70,036 Aty 5 yhaadl i 31y 31 (DL100) AL e yad) 53 i Jpussal) a3 Tagds Y (5353 s
Jsie 485 Glai pe «Je 16.21 (M sns (DL100) AL de jal) o o5 68 ¢ Slall 4illy Ll 10023 50.08 0 sl
135 age il phaill slime Jalii Lagaal aila g (5 saall yie 31y of Ayl oda ilis yedai 24.70 511.80 o sl
ascospherose 4~ilsa

A e jall ¢ el jall sleaall Ll -Agaliba cilals

Apis mellifera. ‘Ascosphera apis ¢ (Thymus lanceolatus.Desf)s ! sie 1 ¢ & ylaall &g 30 ¢ DL100

Résumé
Ascospherose apis est I'une des maladies les plus dangereuses affectant I’abeille domestique Apis
mellifere. La premiere partie de cette étude porte sur 1’état de lieu de cheptel apicole dans la région de
Tissemsilt. Les données sont collectées en s’adressant a la DSA de Tissemsilt. Les résultats de cette
premiére partie révélent que le nombre des apiculteurs, le nombre des ruches et la production de miel
se different considérablement d’une année a une autre, allant de 2010 jusqu’a 2022. La deuxiéme
partie de cette étude vise a remplacer les antibiotiques utilisés pour traiter 1’ascosphérose par d’autre
traitement étant naturel a base de I’huile essentielle de thym ainsi que son hydrolat. Les résultats
obtenus montrent que ces substances naturelles possédent une efficacité remarquable contre le
champignon. Des différences significatives ont été observées entre les deux produits. Pour étudier
I’effet de différentes concentrations testées, nous avons utilisé le test non paramétrique de Wilcoxon
dans SAS 9. Ces résultats indiquent une forte activité de I'huile essentielle et de I'hydrolat de thym vis-
a-vis du champignon Ascosphera apis, se traduisant par une inhibition de la croissance mycélienne. La
dose létale (DL100) de I'huile essentielle était estimée a 0,036 %, avec un intervalle de confiance
acceptable oscillant entre 0,08 et 0,023. En ce qui concerne I'hydrolat, la dose létale (DL100) était
estimée a 16,21 ml, avec un intervalle de confiance acceptable oscillant entre 11,80 et 24,70. Les
résultats de cette étude montrent que 1’huile essentielle de thym ainsi que son hydrolat possédent une
activité antifongique trés importante pour lutter contre I’ascosphérose.

Mots clés : [Dactivité antifongique ; Dose létale DL100; huiles essentielles; thymus
lanceolatus.Desf ; Ascosphera apis ; Apis mellifera.

Summary

Chalkbrood is one of the most dangerous diseases affecting the domestic honeybee Apis
mellifera. The first part of this study focuses on the status of the beekeeping stock in the Tissemsilt
region. The data is collected by contacting the DSA (Department of Agricultural Services) in
Tissemsilt. The results of this first part reveal that the number of beekeepers, the number of beehives,
and honey production vary considerably from year to year, ranging from 2010 to 2022. The second
part of this study aims to replace antibiotics used to treat chalkbrood with other natural treatments
based on thyme essential oil and its hydrosol. The results obtained show that these natural substances
have remarkable efficacy against the fungus. Significant differences have been observed between the
two products. To study the effect of different tested concentrations, we used the non-parametric
Wilcoxon test in SAS 9. These results indicate a strong activity of thyme essential oil and hydrosol
against the fungus chalkbrood, resulting in inhibition of mycelial growth. The lethal dose (LD100) of
the essential oil was estimated at 0.036%, with an acceptable confidence interval ranging between 0.08
and 0.023. As for the hydrosol, the lethal dose (LD100) was estimated at 16.21 ml, with an acceptable
confidence interval ranging between 11.80 and 24.70. The results of this study demonstrate that thyme
essential oil and its hydrosol possess a highly significant antifungal activity to combat chalkbrood.

Keywords: antifungal activity; lethal dose (LD100); essential oils; Thymus
lanceolatus.Desf;chalkbrood; Apis mellifera
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