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Résumé

Tout comme les humains, les lémuriens peuvent étre vulnérables face a des maladies zoonotiques.
Cependant, ils ont la capacité de se soigner ou d’entretenir leur santé en consommant certaines plantes figu-
rant dans leur régime alimentaire et/ou d’autres plantes particulieres. Peu d’information est disponible sur ce
comportement d’automédication, d’ou I’objectif du présent travail d’acquérir des connaissances précises sur
des comportements particuliers et les plantes liées a I’automédication de Iémuriens diurnes. Pour ce faire, une
¢tude comportementale de 3 groupes de Indri indri et de Propithecus diadema (INDRIDEAE) par les méth-
odes Animal focal sampling et scan sampling a été faite dans 1’aire protégée d’ Ambohidray, de 8 ha 16 h 30
mn, entre mai 2022 et aott 2023. Parmi 51 especes de plantes identifiées et consommeées ou utilisées par ces
1émuriens, 20 sont classées aromatiques. A la suite de 1’identification de ces plantes, des études chimiques et
biologiques ont été menées. En premier lieu, une extraction des produits volatils de ces plantes aromatiques
par entralnement a la vapeur a été réalisée. Puis, des tests qualitatifs sur les activités antimicrobienne et anti-
oxydante ont été faits. Les huiles essentielles obtenues ont montré une activité antibactérienne sur la souche
Bacillus cereus, et une activité antioxydante. D’ une part, ces informations sont capitales du fait qu’elles con-
tribuent a la conservation de ces especes menacées de [émuriens en identifiant les plantes essentielles a leur
santé. D’autre part, la découverte de nouveaux produits est trés importante pour le domaine pharmaceutique,
notamment dans la lutte contre la résistance microbienne aux antibiotiques existants.

Mots-clés : zoopharmacognosie, Iémuriens, huiles essentielles, antimicrobien

Abstract

Lemurs, like humans, can be vulnerable to zoonotic diseases. However, they can maintain their health
or treat themselves by consuming certain plants in their diet and/or other specific plants. Little information is
available on this self-medicating behavior, thus this study aimed to obtain detailed knowledge on the specific
behaviors and plants associated with self-medication in diurnal lemurs. To this end, a behavioral monitoring of
3 groups of Indri indri and Propithecus diadema (INDRIDEAE) was carried out in the Ambohidray protected
area between May 2022 and August 2023, using the animal focal sampling and scan sampling methods, from
8:00 am to 4:30 pm. Of the 51 plant species identified and consumed by these lemurs, 20 were classified as
aromatic. Once these plants were identified, chemical and biological studies were performed. First, the vola-
tile products of these aromatic plants were extracted by steam distillation. Qualitative tests were then carried
out on their antimicrobial and antioxidant activities. The essential oils obtained showed antibacterial activity
against the Bacillus cereus strain, as well as antioxidant activity. On the one hand, this information is vital to
help conserve these endangered species by knowing the plants that are essential to their health. On the other
hand, the discovery of new pharmaceutical products is very important as it contributes to solving the problem
of microbial resistance to existing antibiotics.

Keywords: zoopharmacognosy, lemurs, essential oils, antimicrobial
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Introduction

Le domaine de la recherche pharmaceutique est actuellement confronté a un grand défi. Cela est da
aux différents problémes que présentent les médicaments actuels, tels que la manifestation de divers effets
secondaires et/ou indésirables, voire méme leur inefficacité comme c’est le cas des antibiotiques face au dé-
veloppement de résistances de certains microorganismes. La recherche de nouveaux principes actifs est alors
essentielle [1].

Les foréts malgaches, avec un taux d’endémicité trés ¢levé, font partie des grandes pharmacies vi-
vantes inépuisables en principes actifs contre de nombreuses maladies [2][3]. Pourtant, seule une partie de
ces ressources fait I’objet de recherches, et il y a encore moins d’attention pour I’identification de molécules
actives [3]. Pour valoriser ces patrimoines, plusieurs méthodes peuvent étre mises en ceuvre pour la biopros-
pection ou la découverte de nouveaux composés bioactifs, notamment 1’enquéte ethnobotanique, la chimio-
taxonomie et la méthode assez récente de la zoopharmacognosie [4].

La zoopharmacognosie est une science multidisciplinaire qui étudie I’automédication des animaux non
humains. Les animaux prélévent dans leur environnement tout ce dont ils ont besoin en termes de nutriments,
mais aussi en termes de produits bioactifs pour se soigner et/ou simplement améliorer leur bien-&tre [4][5].
Parmi les cinq types de comportements d’automédication chez les animaux [6][7], seuls trois d’entre eux sont
observés chez les primates non humains comme les Iémuriens [7]. Ce sont la sélection du régime alimentaire
avec un effet préventif, la prise d’une substance a effet curatif, et I’application ou le frottement d une substance
sur différentes parties du corps [6][7].

Par la forte proximité phylogénétique, anatomique et physiologique avec I’espece humaine, 1’¢tude du
comportement d’automeédication des lémuriens est intéressante [8]. En effet, les plantes qu’ils utilisent pour se
soigner contre des zoonoses pourraient probablement étre efficaces chez I’homme contre les mémes patholo-
gies [4][6][9]. Ces plantes pourraient donc constituer une source de remeédes naturels.

L’objectif de ce travail est d’inventorier et d’évaluer les activités antioxydante et antimicrobienne des
plantes utilisées en tant que remedes par les Iémuriens diurnes d’ Ambohidray.

Matériel et Méthodes

Site d’étude

Ce travail a été mené dans 1’aire protégée d’ Ambohidray. Le site a été choisi en raison de sa petite taille
(1 243 ha) et de son exposition a divers types de pressions susceptibles d’affecter la santé des [émuriens, ainsi
que I’ensemble de 1’écosystéme, mais surtout en raison de sa richesse en biodiversité et son importance dans
le domaine de la conservation. Il se situe dans le Centre-Est de Madagascar, dans la région d’ Alaotra Mangoro,
province de Toamasina, entre les latitudes 18° 34’ et 18° 37, et les longitudes 48° 17’ et 48° 19°. L aire proté-
gée d’Ambohidray est incluse dans le systéme d’aires protégées depuis 2015 et est gérée par le Département
Biologie et Ecologie Végétale (DBEV) de la Faculté des Sciences de 1’Université d’Antananarivo [10].
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Figure 1 : Localisation géographique de la zone d’étude, I’aire protégée d’Ambohidray [10]
Etude du comportement d>automédication des 1émuriens

Afin d’étudier les comportements d’automédication et les plantes apparentées, une étude sur le compor-
tementalimentaire de deux especes de |émuriens diurnes a été effectuée entre mai 2022 etaotit 2023. Les méthodes
Animal focal sampling et scan sampling ont été utilisées de 8h00 a 16h30, avec un intervalle de temps de 5 mi-
nutes. La premiére méthode consiste a observer un individu sur une période en enregistrant en détail ses activités,
interactions et déplacements. Ceci permet de recenser des nuances subtiles du comportement. Quant a la seconde
méthode, elle consiste a observer le groupe en notant son comportement a un moment précis. Elle permet de faire
une comparaison interindividuelle. Trois groupes de Indri indri (1. indri) et deux groupes de Propithecus diade-
ma (P. diadema) ont été suivis dans la premicre zone d’étude, la zone écotouristique d’ Ambolobe. Sur le second
site, Ankasina, un groupe de P. diadema a ét¢ suivi dans le noyau dur et deux groupes dans la zone tampon [11].

Sélection des plantes pour les études chimiques et biologiques

Afin d’affiner le nombre de plantes pour les études chimique et biologique, des herbiers de plantes
consommees ont d’abord été collectés pour une identification systématique. Une enquéte ethnobotanique
dans la zone d’intervention et une ¢étude bibliographique ont ensuite été réalisées. L’objectif était de com-
piler d’éventuelles données sur les usages traditionnels des plantes pertinentes, ainsi que de connaitre les
travaux chimiques et biologiques antérieurs sur I’espece elle-méme ou sur d’autres plantes de méme genre
ou de méme famille [6][11]. Une plante est sélectionnée si elle répond aux criteéres d’automédication, pos-
séde une valeur ethnobotanique et/ou est potentiellement une source d’actif aprés chimiotaxonomie [11].

Etudes chimique et biologique des plantes pertinentes

Cette étude a d’abord été initiée par 1’étude sur les plantes aromatiques consommeées par ces l[émuriens.
La méthode d’entrainement a la vapeur a été utilisée pour extraire les composants volatils des plantes aroma-
tiques sélectionnées [12].

Evaluation des propriétés pharmacologiques des huiles essentielles
Test de [’activité antioxydante

L’activité antioxydante des HE a été évaluée par la méthode de criblage sur chromatographie sur
couche mince (CCM) en utilisant le test de 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Le DPPH est un radical
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libre stable pourpre, donnant du diphényl picryl hydrazine jaune apres sa réduction. Un volume de 2,5 pL des
différentes HE dissout dans de 1’éthanol a une concentration 1g.mL" a été chargé sur du gel de silice de la
CCM. Apres séchage, la préparation a été trempée dans une solution méthanolique de DPPH a 0,05%. Une HE
a été considérée active s’il y a apparition d’une tache jaune sur un fond violet [13].

Test de [’activitée antimicrobienne

Pour un test préliminaire sur I’activité antimicrobienne des HE, la souche de Bacillus cereus a été utilisée
en attendant les informations venant des analyses moléculaires des matiéres fécales concernant les bactéries
pathogénes pouvant étre présentes chez ces 1émuriens. Elle a été recue du Laboratoire de Biochimie Appliquée
aux Sciences Médicales (LABASM), Mention Biochimie Fondamentale et Appliquée (BFA), Faculté des
Sciences, Université d’ Antananarivo. La méthode utilisée lors du test a été la méthode de diffusion ou laméthode
de disque-diffusion sur agar. Cette méthode qualitative permet de détecter la présence de produits antimicrobiens
[14]. Pour ce faire, la souche de microorganisme a été inoculée sur de I’agar. Un papier filtre sous forme de disque
de 6 mm de diamétre a ensuite été imprégné de 10 pL du produit a tester. Apres cela, le disque d’antibiogramme a
été déposé sur la surface ensemencée. La préparation a ensuite été laissée incuber dans une étuve a 37° C. Apres
une incubation de 24 heures, le produit a tester était considéré actif's’il y avait une inhibition de la germination du
microorganisme avec un diametre supérieur ou égal a 7 mm autour du disque ayant été imprégné du produit [ 14].

Résultats
Etude sur le comportement d>automédication des 1émuriens et les plantes pertinentes

Selon les observations de leur comportement alimentaire, les deux especes de lémuriens sont des
folivores. Indri indri consomme principalement de jeunes feuilles, contre des feuilles matures pour
les Propithecus diadema. Malgré cette préférence alimentaire, la consommation de fleurs, graines,
jeunes tiges et d’écorces est également observée. Pour I’identification botanique des plantes consom-
mées par ces lémuriens et/ou pouvant €tre en relation avec leur bien-€tre, 277 spécimens d’herbiers
ont ét¢ collectés. A ce jour, seules 50 especes sont identifiées. Elles se répartissent dans 28 familles, par-
mi lesquelles les familles des ANACARDIACEAE, APHLOIACEAE et LAURACEAE (Tableau 1).

Aucun  comportement  maladif n’a @ ét¢é  enregistré chez  tous les  indivi-
dus des différents groupes des deux espéces de Ilémuriens durant les périodes de suivi.

Tableau 1 : Liste des plantes consommées par 1. indri et/ou P. diadema d’ Ambohidray

Nom vernaculaire Espece végétale Famille Espéce Partie
plante
Ditimena Abrahamia ditimena ANACARDIACEAE P.d fm
Roatra Mycronychia minutiflora ~ ANACARDIACEAE Pd fm
Non connu Fenerivia humbertii ANNONACEAE Li if
Pd fm
Fandramanana Aphloia theiformis APHLOIACEAE G 5
Non connu Carissa campenonii APOCYNACEAE P.d fm
Non connu Mascarenhasia lanceolata  APOCYNACEAE Pd fm
Vahinato Secamone oleaefolia APOCYNACEAE P.d fm
Non connu Vernonia alleizettei ASTERACEAE Pd fm
Manoko Asteropeia mcphersonii ASTEROPEIACEAE Pd fm
Non connu Elaedendron sp. CELASTRACEAE P.d fm
Menahy Hartogiopsis trilobocarpa  CELASTRACEAE P.d fm
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Kijavoraka Garcinia chapelier CLUSIACEAE Li if

P.d fm
Fatsinkahitra Garcinia sp. CLUSIACEAE

Li if

P.d Jf, fm
Kijamadinidravina Symphonia eugenioides CLUSIACEAE

Li jf, fm

P.d jf, fm
Kijamadinidravina Symphonia louvelii CLUSIACEAE

Li jf, fm
Non connu Dichapetalum DICHAPETALACEAE Pd fm

madagascariens
Non connu Erythroxylum ERYTHROXYLACEAE P.d fm
sphaeranthus

Hazoambo Dryptes sp. EUPHORBIACEAE P.d fm
Volomborona Albizia gummifera FABACEAE P.d fm
Sevalahy Estada louvelii FABACEAE P.d fm
Komy Viguieranthus pervillei FABACEAE P.d fim,jt
Antavolomenalaingo  Cryptocaria crassifolia LAURACEAE P.d fm

Li jf

P.d fm
Antavololavaravina Cryptocaria sp. LAURACEAE

Li jf

P.d fm
Antavolomanitra Cryptocaria sp. LAURACEAE

Li jf
Longotra Cryptocaria sp. LAURACEAE Li if
Varongy Ocotea sp. LAURACEAE Li if
Marovelo Strycnos sp. LOGANIACEAE P.d fm, jt
Hazomiavona Bakerella clavata LORANTHACEAE P.d fl
Roatramena Syzyzium bernieri MYRTACEAE P.d fm
Roatramena Syzygium curneifolium MYRTACEAE P.d fm
Roatramena Syzygium emirnense MYRTACEAE P.d fm
Roatrafotsy Syzyzium jambolanum MYRTACEAE P.d fm
Non connu Olax emirnensis OLACACEAE P.d fm, jt

P.d fm
Voampaka Uapaca densifolia PHYLLANTHACEAE

Li jf, fr
Voamaintilany Phyllanthus mantsakariva PHYLLANTHACEAE  P.d fm
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Riona Dilobeia thouarsii PROTEACEAE P.d fm
Tsitolakavitro Bathiorhamus sp. RHAMNACEAE P.d fm
Non connu Gallienia sclerophylla RUBIACEAE Li jf
Non connu Homalium axillare SALICACEAE P.d fm
Non connu Ludia madagascariensis SALICACEAE Pd fm
Non connu Ludia scolopioides SALICACEAE Li fm

Pd fm
Antavoloberavina Deinbolia sp. SAPINDACEAE

Li jf
Ditimena Plagioscyphus jumellei SAPINDACEAE Pd fm
Hazompoza Tina striata multifoliolata  SAPINDACEAE Pd fm
Non connu Filicium decipieus SAPINOACEAE Pd fm
Famelona Gambeya boiviniana SAPOTACEAE P.d fr
Menahy Labourdonnaisia laciniata SAPOTACEAE P.d fm
E:;?;i?;ifﬁ; Lygodium lanceolatum SCHIZAECEAE Pd fm, jt
Non connu Clerodendron micans VERBENACEAE P.d fm
Non connu Rinorea sp. VIOLACEAE P.d fm

Espece (sp.), P.d (P. diadema), 1.1 (1. indri), feuille mature (fm), jeune feuille (jf), jeune tige (jt), fleur (1),

fruit (fr).

Extraction des huiles essentielles

Vingt-et-une plantes consommeées et/ou en relation au bien-étre de ces 1émuriens sont aromatiques.
Apres une extraction par entrainement a la vapeur de leurs feuilles, 20 HE ont été obtenues (Tableau 2).
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Tableau 2 : Liste des huiles essentielles extraites des plantes utilisées et/ou consommées par 1. indri et/
ou P. diadema d’Ambohidray

Code de ’'HE Statut de la Genre Famille Couleur HE Re“dﬁ'
plante ment (%)

H2198EO2.1 | Consommée | Cryptocarya | LAURACEAE Jaune dorée 0,04

H2198E03.1 | Consommée | Cryptocarya | LAURACEAE Jaune dorée 0,03

H2198E0O4.1 | Consommée | Cryptocarya | LAURACEAE Jaune dorée 0,06

H2198EO05.1 | Consommée | Cryptocarya |LAURACEAE Jaune claire 0,17

H2198E06.1 | Consommée | Cryptocarya | LAURACEAE Jaune dorée a claire 0,13

H2198E07.1 | Consommée | Cryptocarya |LAURACEAE fﬁggﬁ) f:“ssm claira | 36

H2198EO8.1 | Consommée | Ocotea LAURACEAE Jaune orangée 0,02

H2198E09.1 [ Consommée | Ocotea LAURACEAE Jaune poussin 0,2764

H2198E0O10.1 | Consommée | Baronia ANACARDIACEAE | Jaune claire 0,1946

H2198EO14.1 | Consommée | Cussonia ARALIACEAE Jaune pale a claire 0,0970

H2198E0O15.1 | Consommée Enco're pas Encore pas identifiée | Jaune dorée < 0,005
identifiée

H2198EO16.1 | Consommée | Ocotea LAURACEAE Jaune poussin 0,08

H2198EO18.1 | Consommée | Cryptocarya | LAURACEAE Jaune 0,34

H2198E0O19.1 | Consommée Enco.re pas Encore pas identifiée Jaune 1,15
identifiée

H2198E022.1 | Consommée | Tambourissa | MONIMIACEAE Jaune dorée 0,06

H2198E0O24.1 | Consommée Enco‘re pas Encore pas identifiée | Jaune dorée 0,17
identifiée

H2198E025.1 | Consommée Encqre pas Encore pas identifiée | Jaune poussin 0,15
identifiée

H2198E027.1 | Consommée Enco‘re bas Encore pas identifiée | Jaune dorée a claire 0,10
identifiée

H2198E028.1 | Consommée Enco're pas Encore pas identifiée | Jaune pale 0,10
identifiée

H2198EO11.1 | Dortoir Micronychia | ANACARDIACEAE | Jaune claire 0,14

H2198EO17.1 | Dortoir Enco're pas Encore pas identifiée [ Jaune 0,005
identifiée

Evaluation des propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Les tests au DPPH des HE des feuilles des plantes sont positifs. Des taches jaunes sur fond violet ap-

paraissent sur la plaque. Cela indique la présence de molécules ayant une activité¢ antioxydante.

Concernant le test sur 1’activité antimicrobienne, la souche bactérienne Bacillus cereus est trés sensible
aux 16 huiles essentielles extraites. La souche bactérienne est sensible aux HE testées, saufavec H2119E016.1

(Tableau 3).
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Tableau 3 : Résultat du test de ’activité antimicrobienne sur la souche Bacillus cereus des HE des
plantes exploitées par I indri et/ou P. diadema d’ Ambohidray

Huile essentielle Diameétre halo Sensibilité de
d’inhibition la bactérie
H2198E02.1, H2198E0O3.1, H2198E04.1, 9mm<d Trés sensible

H2198EO0S.1, H2198E06.1, H2198E0O7.1,
H2198EO8.1, H2198E09.1, H2198EO14.1,
H2198EO18.1, H2198EO0O19.1, H2198E022.1,
H2198E0O24.1, H2198E025.1, H2198E027.1,
H2198E028.1

H2198EO10.1 8 mm <d<9 mm Sensible
H2198E020.1 7 mm <d <8 mm Faiblement
sensible
H2198EO16.1 d <7 mm Non sensible
H2198EO15.1 Pas de donnée Pas de donnée
Discussion

Suivant les observations, les deux especes de lémuriens sont des folivores. Propithecus diadema pré-
sente une préférence envers les feuilles matures, contre des feuilles jeunes pour le cas de Indri indri. Cepen-
dant, elles consomment également des fleurs (P. diadema), des fruits, et de jeunes tiges. Ces données d’obser-
vation sont comparables a celles de travaux antérieurs sur le régime alimentaire de P. diadema et I. indri de
la Réserve de Betampona [15].

Pendant les suivis, les 1émuriens n’ont pas manifest¢ de comportement maladif. Cependant, des
consommations de plantes pouvant présenter des substances actives ont été observées, un comportement pou-
vant étre en relation avec une prise de substance a titre préventif contre une ou des pathologies [16]. En effet,
quelques-unes des plantes consommées sont aromatiques appartenant aux familles des LAURACEAE, ARA-
LIACEAE et/ou MONIMIACEAE. Les HE, de maniére générale, sont des produits actifs connus. Elles pour-
raient présenter différentes vertus thérapeutiques suivant la plante d’origine (antioxydant, antimicrobienne,
antivirale, etc...) [17][5].

Selon les résultats préliminaires, toutes les HE des plantes consommées par ces lémuriens présentent
une activité antioxydante. Dix-neuf parmi celles testées présentent une activité antimicrobienne sur la souche
Bacillus cereus. Ces deux activités pourraient étre dues a leur composition chimique, se présentant sous dif-
férentes formes structurales avec plusieurs molécules appartenant a divers groupes fonctionnels de la famille
des terpeénes (mono-, sesqui- et diterpene) [18][19]. Pour I’activité antioxydante, ces HE pourraient présenter
des molécules possédant des propriétés d’oxydo-réduction comme les phénols. En effet, ces derniers exercent
cette activité en agissant en tant qu’agents réducteurs, donneurs d’oxygeéne singulier et d’hydrogene [18].
Concernant ’activité antimicrobienne, les HE pourraient exercer un ou plusieurs mécanismes d’action suite
aux différents groupes de composés chimiques présents. Elles pourraient donc étre a la fois bactéricides et
bactériostatiques. Quelques-uns des actifs trés connus exergant cette activité, et pouvant étre présents dans ces
huiles essentielles, sont les phénols volatils. Mais cela pourrait aussi étre di aux autres actifs appartenant a
d’autres groupes tels que les aldéhydes, cétones et/ou alcool [19].

Afin de pouvoir vérifier I’hypothése sur 1’état sanitaire de ces lémuriens et de prouver les change-
ments que pourrait engendrer la consommation de ces plantes aromatiques contre une pathologie et/ou pour
le maintien de leur santé, des études sur la microbiote intestinale doivent étre faite. Durant les études compor-
tementales, des échantillons fécaux ont également été collectés dans des tubes contenant de 1’éthanol 96° au
cours des périodes de suivis aprés chaque défécation des animaux. Ils ont ensuite été conservés a -20°C [20].
L’extraction de I’ADN a ensuite été faite en utilisant le QTAGEN QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit®. Aprés
extraction, la concentration d”’ADN extraite a été vérifiée en utilisant le Qubit kit®. Ces échantillons seront en-
suite sujets a un séquengage de I’ADN ribosomal 16S pour connaitre les différentes populations bactériennes
présentes en fonction des plantes ayant été¢ consommees.

D’autre part, des tests additionnels doivent également étre faits sur les HE. Parmi eux, il y a I’évalua-
tion du profil toxicologique, et des tests quantitatifs des deux activités précédentes pour la détermination de la
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Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) pour I’activité antioxydante, de la Concentration Minimale Bacté-
ricide (CMB), et de la Concentration médiane 50 % (CE,)) sur d’autres souches bactériennes pour I’activite
antimicrobienne. Concernant I’identification chimique de leur composition moléculaire, la méthode d’analyse
par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CPG-SM) sera faite pour déter-
miner leur composition moléculaire [19].

Conclusion

Cette étude sur I’automédication des Iémuriens, basée sur des études comportementales et des études
pharmacologiques de plantes aromatiques susceptibles d’avoir des activités biologiques, contribue a la valori-
sation des plantes médicinales de Madagascar. Elle contribue également a la découverte de produits actifs na-
turels qui pourraient résoudre le probléme de la résistance des microorganismes zoonotiques aux antibiotiques
actuels. Et enfin, cette recherche est cruciale car elle intervient également au niveau de la conservation et de la
valorisation de ces [émuriens du fait qu’elle fournit des informations sur les plantes qui sont vitales pour ces
especes uniques au monde dans I’entretien de leur état sanitaire.
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