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Introduction



1. INTRODUCTION

Les insectes sont les premiers Arthropodes, a avoir peuplé la terre. Ils constituent le
groupe d’étres vivants numériquement le plus important, puisqu’ils regroupent environ les

trois quarts des especes animales décrites a ce jour (Gourmelon & Ahtiainen, 2007).

Les insectes sont pratiquement indispensables au bon fonctionnement de tous les
écosystemes, la plupart sont inoffensifs, certains ont un intérét économique, par contre
d’autres tels que les diptéres hématophages ont un impact sur la santé humaine et animale
(Maquardt, 2005). Ces dipteres en raison de leur hématophagie occupent une place toute
particuliere a cause des nuisances considérables qu’ils peuvent occasionner, mais surtout a
cause de leur role de vecteur potentiel de divers agents pathogenes (virus, bactéries,

protozoaires, etc...) (Takken & Knols, 2007 ; Mavoungou et al,. 2008).

Parmi ces dipteres, les Culicidae qui sont, sans doute, les plus connus et les plus redoutés
en raison de leur importance médicale et vétérinaire (Harwood & James,1979; Peters, 1992;
Service, 1993; Anonyme, 2005; Rueda, 2008; Manguin & Boéte, 2011; Versteirt et al.,
2012), et la nuisance générée par leur prolifération particulierement dans les régions

urbaines et touristiques (Schaffner et al., 2001; Becker et al., 2010).

Les moustiques sont les vecteurs de plusieurs agents pathogenes tels que: les parasites,
les microfilaires et les arbovirus (Braks et al., 2011; Coosemans et al., 2011; Gouagna et
al., 2012; Medlock et al., 2012; Jolyon et al., 2012), transmettant a 'hnomme et aux animaux
domestiques diverses maladies telles que le paludisme (655 000 morts) (WHO, 2011); les
filarioses lymphatiques (120 millions de personnes atteints), la dengue (OMS, 2007), le

chikungunya et l'infection par le virus du Nil occidental.

Pour toutes ces raisons pathogéniques, 'homme a utilisé plusieurs moyens de lutte qui
sont pour la plupart des insecticides chimiques (Ahmad et al., 2009; Tolle, 2009; Becker et
al., 2010). En effet, en plus de leur coflit élevé qui entrave le développement socio-
économique, ils peuvent étre a 1'origine de divers problémes environnementaux tels que la
pollution (Ishaaya & Horowitz, 1998; Gagne et al., 1999; Paoletti & Pimentel, 2000; Kielak
et al., 2011), I’apparition d’especes résistantes (Rodriguez et al., 2002; Konan et al., 2003;
Hemingway et al., 2004; Diaz et al., 2007; Asidi et al., 2012), et l'atteinte des organismes
non visés (Amonkar et al., 1988). De ce fait, des méthodes alternatives plus accessibles,
sélectives et non polluantes ont été développées telles que les pesticides d’origine végétale

(encore appelés bio-insecticides).



Plus de 2000 especes végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées
(Philogéne et al., 2008), dont 344 especes recensées ont un pouvoir anti Culicidien
(Sukumar et al., 1991). Les Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Lamiaceae et Canelleceae
sont les principales familles les plus prometteuses comme source de bioinsecticides

(Benayad, 2008).

Le pouvoir insecticide des extraits de plantes varie non seulement en fonction de
I'espece végétale, de I'espece de moustiques, de la répartition géographique, mais aussi de la
technique d'extraction adoptée et du solvant utilisé lors de l'extraction (Ghosh et al., 2012).
De nombreuses études ont démontré I’effet répulsif, larvicide, adulticide, anti oviposition
ou inhibiteur de croissance des huiles essentielles extraites de ces plantes (Carvalho et al.,

2003; Cavalcanti et al., 2004; Ansari et al., 2005 ; Bastien, 2008).

Ce travail propose donc d’étudier ’efficacité des huiles essentielles extraites d'une plante,
Laurus nobilis a I'égard d'une espece de moustique, Culex pipiens, la plus répandue dans la

région de Tébessa (Tine-Djebbar et al., 2016). Plusieurs aspects ont été déterminés :

Aspect toxicologique pour déterminer les concentrations 1étales (CL50 et CL90) des huiles
essentielles de Laurus nobilis a 1’égard des larves du quatriéme stade nouvellement
exuviées de Culex pipiens a 24, 48 et 72heures.

Aspect morphométrique des larves 4 témoins et traitées avec une concentration sous létale
(CL25) et une concentration 1étale (CL50) a différentes périodes (24, 48 et 72 heures).
Aspect biochimique des larves 4 témoins et traitées (CL25 et CL50) de Culex pipiens par la
détermination du contenu en protéines, glucides et lipides au cours de la méme période.
Biomarqueurs de neurotoxicité, AChE et de détoxication, les glutathions S-transférases
(GSTs) et son cofacteur, le glutathion réduit (GSH) apres traitement avec deux

concentrations (CL25 et CL50).
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2. MATERIEL ET METHODES

Le présent travail consiste a évaluer I’activité des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation de la partie aérienne de laurus nobilis cultivé dans la région de Tébessa, a
I’égard de Culex pipiens, agent de nuisance. Plusieurs aspects ont été étudiés : la toxicité, la

morphométrie, la biochimie et les biomarqueurs chez les larves du quatrieme stade.

2.1. Présentation de ’espece Culex pipiens:

Le matériel biologique est représenté par Culex pipiens, I’espéce de moustique la plus
abondante dans la région de Tébessa (Tine-Djebbar ez al., 2016). C'est un moustique capable
de coloniser différents biotopes, grice a sa forte capacité d’adaptation (Savage & Miller,
1995). Cette espece est tres abondante pendant les mois d’été et d’automne, les imagos
femelles hivernent dans les caves, étables, grottes et autres abris naturels. Culex pipiens est

souvent appelé : moustique domestique.

Les dipteres du genre Culex sont des agents nuisant et des vecteurs compétents pour
plusieurs agents pathogenes affectant I’homme et les animaux, tel est le cas du virus du Nil
occidental et de la fievre de la Vallée du Rift (Moutailler et al., 2008; Krida et al., 2011;
Reusken et al., 2011).

La position systématique de cette espece est la suivante :

e Régne: Animalia

e Embranchement: Arthropoda

e Classe: Insecta

e Ordre: Diptera

e Famille : Culicidae

e Sous-famille : Culicinae

e Genre : Culex

e Espece: Culex pipiens Linné (1758).

2.2. Techniques d’élevage a I’état larvaire

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés de 3 sites d'échantillonnages non traités
de la ville de Tébessa (Fig. 01). Les larves sont élevées au laboratoire dans des récipients en
plastique contenant 150 ml d’eau déchlorurée a une température ambiante (25°C) et nourries

avec 0,04 g du mélange biscuit 75% - levure 25% (Soltani & Rehimi, 1999) (Fig.02). L’eau
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est renouvelée chaque deux jour. Le régime alimentaire joue un grand rdle dans la fécondité
car les protéines permettent a la femelle de pondre plus d'ceufs par rapport aux femelles

nourries de sucre seulement (Wigglesworth, 1972).

L’ouest de la ville
Morssot . station 1 | - de Tébessa.

L station 2

&9

[ Boulhef Dyr . station 3 ]

Figure 01 : Sites d’¢levage (Photo personnelle).

Figure 02 : Techniques d’¢levage (Photo personnelle)



2.3. Présentation de Laurus nobilis (Linné, 1753):

Le laurier est un arbuste mesurant de 2 a 6 m et jusqu'a 15 m de haut, a tige droite et grise

dans sa partie basse, verte dans le haut. Les feuilles de forme lancéolée, alternes, coriaces, a

bord ondulé, sont vert foncé sur leur face supérieure et plus clair a la face inférieure. Elles

dégagent une odeur aromatique quand on les froisse. Les fleurs, blanchatres, groupées par 4 a

5 en petites ombelles, apparaissent en mars-avril. C'est une plante dioique : les fleurs males et

femelles sont sur des pieds séparés. Le fruit est une petite drupe ovoide, noir violacé et nue

(fig. 03).

La position systématique de cette plante est la suivante :

e Reégne: Plantae

e Sous régne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta
e (lasse: Magnoliopsida
e Sous classe : Magnoliidae

e Ordre: Laurales

e Famille : Lauraceae

e Genre : Laurus

e Espéce: Laurus nobilis (linné, 1753)
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Figure 03 : Arbuste de Laurus nobilis (Forest & Kim Starr, Wikipédia).

2.4. Collecte de la plante et extraction des huiles essentielles :

La matiere végétale (La plante de laurier) destinée a I’hydrodistillation pour I’obtention
des huiles essentielles a été récolté durant la période janvier-avril, 2016. Elle est originaire
de la région de Tébessa (nord Est d’Algérie) a partir de différentes stations de la ville.

Fraichement collectée, la plante a été séchée a 'ombre et dans un endroit sec et aéré.

Les huiles essentielles (H.E) sont extraites a partir de la partie aérienne de laurus
nobilis (Fig. 05). Une biomasse de 50g de matériel végétal et 500 ml d'eau distillée est
soumise a une hydrodistillation en utilisant un montage d'hydrodistillation CLEVENGER
durant 3 heures (Fig. 04). L'H.E recueillie par décantation a la fin de la distillation est ensuite

conservée a 4°C dans des petits flacons bien fermés en verre ombré avant son utilisation.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids
de la maticre seche de la plante. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé selon la

formule suivante :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Arbuste

R =P/ Py x 100 R = [XPg/ XPA] x 100

R : Rendement en huile en %
P 4 : Poids de la matiere seche de la plante en g

Py : Poids de I’huile en g.
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Figure 04 : Montage de I’hydrodistillateur de type Clevenger (Photo personnelle)



2.5. Tests de toxicité :

Une étude toxicologique a été menée chez Culex pipiens afin de mettre en évidence
P’efficacité des huiles essentielles de Laurus nobilis et de définir les concentrations 1étales

(CL50 et CL90).

L’essai est conduit en utilisant différentes concentrations : 25, 50, 60, 70, 80, 90, 100 et
150 ppm. Pour chaque concentration, trois répétitions ont été réalisée, comportant chacune 20
individus. Par ailleurs, une série témoin est conduite en parallele. Aprés 24 heures de
traitement, les larves sont rincées puis placées dans de nouveaux récipients contenant de 1’eau
propre et de la nourriture. Le suivi des individus témoins et traités a été effectué au cours de

différentes périodes : 24, 48 et 72h apres traitement.

Les pourcentages de la mortalité observée sont corrigés par la formule d’Abbott, (1925) qui
permet d’¢éliminer la mortalité naturelle et de connaitre la toxicité réelle du biopesticide. La
détermination des concentrations létales (CL50 et CL90) a été faite grace a un logiciel

GRAPH PAD PRISM 4.
2.6. Etude morphométrique :

Plusieurs parameétres morphométriques ont été pris en considération pour les larves du

quatrieme stade témoins et traitées a CL25 (63,09ppm) et CL50 (75.79ppm).

e Poids des individus.
e Largeur du thorax.
e Volume corporel des larves évalué a partir de la valeur cubique de la largeur du
thorax (Timmermann & Briegel, 1998).
Les mensurations ont ¢été réalisées a 1’aide d’un micrometre gradué et une loupe

binoculaire préalablement étalonnée.



2.7. Extraction et dosage des métabolites :

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de (Shibko et al.,
1966), et les principales étapes sont résumées dans la Figure 5. Les échantillons (larves du
quatrieme stade de Cx pipiens) sont placés dans des tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide
trichloracétique (TCA) a 20 % et broyés. Apres une premiere centrifugation (5000 trs / min,
10 mn), le surnageant I obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode
de Duchateau & Florkin, (1959). Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme
(1V/1V) et apres une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant II
et le culot II, le surnagent II sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldworthy et a.l, 1972) et
le culot II, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford,

(1976).
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1 ml de TCA (a20%)

s s N
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4
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|
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Aliquote (100pl) 1 ml éther/chloroforme (1V/1V)
3 3

Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)
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Aliquote (100ul) 1 ml NaOH (0.1N)
3 3
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L'l I
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Dosage aliquote

sulfuriaue (100 pl)
L
Agitation 8
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Duchateau & Florkin, (1959) Bradford, (1976)

—

Goldsworthv et al. (1972)
Figure 05 : Extraction des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al., 1967).




2.7.1. Dosage de protéines totales :

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une
fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf (BSA) titrant 1

mg/ml (Tableau 1).

Tableau 01: Dosage des protéines totales chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.
Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d'albumine (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité d'albumine (pg) 0 20 40 60 80 100

2.7.2. Dosage des glucides totaux :

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959). Cette méthode consiste a additionner 100 pl du surnageant contenu dans un tube a
essai, 4 ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 min, une
coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide
présente dans 1'échantillon, la lecture de 1'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620
nm. La gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mere de glucose (1mg/ml)

(Tableau 2)

Tableau 02 : Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de glucose (ng) 0 20 40 60 80 100




2.7.3. Dosage des lipides totaux :

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy er al. (1972) en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 pl des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités, et
mis pendant 10 mn dans un bain de sable a 100 °C. Aprées refroidissement, on prend 200 pl de
ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 mn a
l'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec l'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mere des lipides est préparée comme
suit : on prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf et
on ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V) (Tableau 3).

Tableau 03 : Dosage des lipides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 | 200 | 250

2.8. Dosage des biomarqueurs :

Les larves du quatrieme stade (L.4) des séries témoins et traitées aux huiles essentielles
(CL25: 63.09 ppm et CL50: 75,79 ppm a 24 heures) ont fait 1'objet d'un dosage de
I’acétylcholinestérase (AChE), des glutathion S-transférases (GST) et du glutathion (GSH) a
différentes périodes apres traitement : 24, 48 et 72 heures. Par ailleurs, le contenu en protéines
totales des différents échantillons a été préalablement déterminé, afin de pouvoir calculer les

différentes activités spécifiques et le taux du glutathion.
2.8.1. Dosage du glutathion

Le glutathion (GSH) est un composé thiol constitué¢ d’une succession de trois acides
aminés : 1’acide glutamique, la cystéine et la glycine. Il joue un réle antioxydant. Dans les
conditions normales, le glutathion se trouve, soit sous forme réduite et libre (GSH) soit sous la

forme oxydée (GSSG) ou bien lié a des protéines (GSS-prot) ou a des résidus



appropriés comme le coenzyme A, la fonction thiol lui confére ses principales propriétés

biochimiques.

Les larves du quatrieme stade (L4) de Culex pipiens témoins et traitées a la CL25 et la
CL50 sont prélevées a différentes périodes (24, 48 et 72 heures) puis pesées. Elles sont ensuite
homogénéisées dans une solution EDTA (0,02 M) [7.448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] a
raison de 0,8 ml par 200 mg de poids. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant
chacune 20 individus avec une série témoin. L’homogénat (800 ul) additionné d’acide
sulfosalysilique ASS (200 pl) est vortexé et laissé pendant 15 min dans un bain de glace.
Apres centrifugation (1000 trs/ mm pendant 5 min), le surnageant est récupéré et utilisé

comme source d’enzyme (Fig. 06).

Le dosage est réalisé selon la méthode de Weckberker & Cory, (1988) comme la suite:
Une aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon tris / EDTA (0,02
M, pH 9.,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01
M) [3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances s’effectue a une
longueur d’onde de 412 nm apres 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre
un blanc ou les 500 ul de surnageant sont remplacés par 500 pl d’eau distillée. Le taux du

glutathion est estimé selon la formule suivante :

X_&DDdeth
13,1 7 Vh vs/

mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM / mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH)(Mm‘lcm‘l).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris / EDTA + 0,025 ml
DTNB].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Figure 06 : Extraction et dosage du glutathion (GSH) (Weckberker & Cory, 1988).



2.8.2. Dosage des glutathion S-transférases :

Les glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille d’enzymes
multifonctionnelles, essentiellement cytosoliques, impliquées dans diverses opérations de
transports et de biosynthese intracellulaire. Les GSTs, jouent un role important dans la
détoxification des xénobiotiques ; elles catalysent souvent la conjugaison des molécules
électrophiles avec le glutathion réduit (GSH). Les produits sont ensuite métabolisés en acide
mercapturique et excrétés au niveau de la bile et des urines (Habig et al., 1974).

Les larves du quatrieme stade (L4) de Culex pipiens témoins et traitées a la CL25 et la
CL50, sont prélevées a différentes périodes (24, 48 et 72 heures), pesées puis broyées dans 1
ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6). L’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 20 individus avec une série témoin. L’homogénat ainsi obtenu est
centrifugé (14000 trs/min a 4°C pendant 30 min), le surnageant récupéré servira au dosage de

I’activité des GSTs (Fig. 07).

Le dosage est réalisé selon la méthode de Habig et al, (1974), il consiste a faire réagir 200
ul de surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB,
153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des
absorbances est effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm

contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

ADo/mn Vt / q B
= —————— X —  protéine
9.6 Vs mg de protéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™' cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].



Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

Les larves 4 témoins et traitées de Culex pipiens +
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/_)%

Blanc : Echantillon :
-1,2 ml mélange -1,2 ml mélange
(CDNB+GSH). (CDNB+GSH).
-200ul eau distillée. -200pl Surnageant.
Agiter

(. J
Y

Lecture des absorbances a une longueur d’onde 340 nm

Figure 07 : Extraction et dosage des glutathion S-transférases (Habig ef al., 1974).



2.8.3. Activité de ’acétylcholinestérase:

L'acétylcholinestérase est une enzyme trés courante chez les animaux, elle catalyse la
réaction d’hydrolyse de 1’acétylcholine en choline et acide éthanoique (acétique). Grace a la
neurotoxicité de la plupart des insecticides, notre travail consiste a étudier I’effet des huiles
essentielles sur un biomarqueur, I’acétylcholinestérase (AChE).

Les larves du quatrieme stade (L4) de Culex pipiens témoins et traitées par les huiles
essentielles (CL25 et CL50) sont prélevées a différentes périodes (24, 48 et 72 heures) puis
pesées, elles sont ensuite homogénéisées dans 1ml de la solution détergente D [38,03 mg
EGTA (acide éthyléne glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N’ tétra-acétique), 1ml Triton X
100%, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10mM, pH 7)] qui solubilise les
membranes. Apres centrifugation (5000 trs/ min pendant 5 min), le surnageant est récupéré et
servira comme source d’enzyme (Fig.08). L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant
chacune 20 individus, avec une série témoin.

Le dosage de ’activité spécifique de I’AChE est réalisé selon la méthode d’Ellman et al,
(1961) sur une fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 100 pul de DTNB préparé
extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg COs;HNa (bicarbonate de sodium), 1 ml tampon
tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 pul de
substrat acétylthiocholine préparé extemporanément [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont
ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 minutes a une
longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 pl de solution détergente remplace les 100

ul de surnageant.

X ADo/mn « Vt / q o
= — — m e proreines
136 X 10¢ Vs gdep

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/min/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris
(0,1 M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.



mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Agiter
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1

Lecture des absorbances a une longueur d’onde 412 nm

Figure 08 : Extraction et dosage de I’acétylcholinestérase (Ellman et al., 1961).



2.9. Analyse statistique

Les moyennes £ SEM sont calculées pour chaque groupe d’expérience. Le test t de student,
I’analyse de la variance a un critére de classification ont permis de mettre en évidence les
différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations (MIITAB version 2007 et

EXCEL).



Résultats



3. RESULTATS
3.1. Rendement des huiles essentielles de Laurus nobilis :

Les huiles essentielles de Laurus nobilis obtenues par hydrodistilateur de

type clevenger sont de couleur jaune claire ayant une odeur trés forte, et avec un

rendement de 0,96% de la matiere séche de la partie aérienne de la plante.

3.2. Essais toxicologiques :

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer [I’efficacit¢ des huiles

essentielles de Laurus nobilis, évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les

individus a différentes périodes 24, 48 et 72 heures apres traitement.

3.2.1. Toxicologie des H.E extraites de Laurus nobilis a 1’égard de Culex

pipiens a 24 heures :

Différentes concentrations : 25, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 ppm ont é&té

appliquées sur les larves du quatrieme stade nouvellement exuviées. Les mortalités
corriges sont mentionnées dans le tableau4, avec des taux variant de 1,67% (25

ppm) a 100% (150 ppm) avec une relation dose-réponse.

Effet des essentielles extraites de Laurus nobilis

(ppm)

appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx pipiens,

Tableau 04 : huiles

sur le taux de mortalité corrigée a 24 heures (m * sem, n=3 répétitions comportant

chacune 20 individus).

Doses
\ 25ppm 50ppm 60ppm 70ppm 80ppm 90ppm 100ppm 150ppm
Répétition
1 0 5 25 40 50 80 90 100
2 0 5 20 45 60 70 85 100
3 5 10 15 45 55 70 95 100
m+SEM | 1,67#222 | 6,67+222 | 20,043,33 | 41,67#2,22 | 55,0¢333 | 7333444 | 90,0£333 | 100+0,00




Les concentrations létales, la CL50 et la CL 90 sont déterminées griace a un
logiciel GRAPH PAD PRISM 4. Elles sont respectivement de 75,79 ppm (intervalle
de confiance: 72,78 -78,94) et 109,14ppm (intervalle de confiance : 97,05 - 122,74),
avec un slope de 6,01 (Tableau 05).

Tableau 05: Efficacit¢é des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis (ppm)
appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement excuviées de Cx pipiens a
24heures : analyse des probits.

H.E R2 Slope CL50 (ppm) CL90 (ppm)
IC (95 %) IC (95%)
Laurus nobilis 0,98 6,01 75,79 109,14
(72,78 -78,94) (97,05 -122,74)

3.2.2. Toxicologie des H.E extraites de Laurus nobilis a 1’égard de Culex

pipiens a 48 heures:

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du quatrieme stade (L4)
nouvellement exuviées de Cx pipiens avec différentes concentrations: 25, 50, 60,
70, 80, 90, 100 et 150 ppm. Les mortalités corrigées aprés 48h de traitement sont
mentionnées dans le tableau 06 avec des taux variant de 5% (25ppm) a 100%

(150ppm) avec une relation dose-réponse.

Tableau 06 : Effet des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis (ppm)
appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx pipiens,
sur le taux de mortalit¢ corrigée a 48 heures (m + sem, n= 3 répétitions comportant
chacune 20 individus).

Doses
\ 25ppm S0ppm 60ppm 70ppm 80ppm 90ppm 100ppm 150ppm
Répétitions

1 0 25 30 45 50 85 90
2 5 10 25 55 60 75 85
3 10 15 25 45 65 80 95

m = SEM 5,00£3,33 16,67£5,56 26,67+2,22 48,33+4,44 58,30£5,56 80,00+3,33 90,00+£3,33 100£0,00




Les concentrations 1étales, la CL50 et la CL90 sont déterminées grice a un
logiciel GRAPH PAD PRISM 4. Elles sont respectivement de 71,92 ppm (intervalle
de confiance: 67,98 — 76,09) et 109,90 ppm (intervalle de confiance : 93,54 —
129,12), avec un slope de 5,178 (Tableau 07).

Tableau 07 : Efficacité des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis (ppm)
appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx pipiens a
48 heures : analyse des probits.

H.E R? Slope CL50 (ppm) CL90 (ppm)
IC (95%) IC (95%)
Laurus nobilis 0,97 5,17 71,92 109,90
(67,98 — 76,09) (93,54 — 129,12)

3.2.3. Toxicologie des H.E extraites de Laurus nobilis a 1’égard de Culex

pipiens a 72 heures :

Différentes concentrations sont appliquées sur des larves du quatrieme stade
(L4) nouvellement exuviées de Cx pipiens: 25, 50, 60, 70, 80, 90, 100 et 150 ppm.
Les mortalités corrigées apres 72h de traitement sont mentionnées dans le tableau 08
avec des taux variant de 8,33% (25ppm) a 100% (150ppm), avec une relation dose-

réponse.

Tableau 08 : Effet des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis (ppm)
appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx pipiens,
sur le taux de mortalité corrigée a 72 heures (m = sem, n= 3 répétitions comportant
chacune 20 individus).

XS 25ppm 50ppm 60ppm 70ppm 80ppm 90ppm 100ppm 150ppm
1 5 25 35 45 60 85 90 0
) 5 20 40 55 70 85 85 0
3 15 25 25 65 80 80 95 0

m=* sem 8,33 +4,44 23,33 £2,22 33,33 £5,56 55 £6,67 70 £ 6,67 83,33 £2,22 90 3,33 100 = 0,00




Les concentrations létales (CL50 et CL90) sont déterminées grace a un logiciel
GRAPH PAD PRISM 4. Elles sont respectivement de 67,07 ppm (intervalle de
confiance : 62,93 - 71,49) et 105,20 ppm (intervalle de confiance : 88,71 - 124,45),
avec un slope de 4,88 (Tableau 09).

Tableau 09 : Efficacité des huiles esentielles extraites de Laurus nobilis (ppm)
appliquées sur des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx pipiens a
72heures : analyse des probits.

H.E R2 Slope CL50 (ppm) CL90 (ppm)
IC (95%) IC (95%)
67,07 105,20
Laurus nobilis 0,97 4,88
(62,93 -71,49) (88,71 — 124,45)

3.3. Effet des H.E extraites de Laurus nobilis sur la croissance pondérale de

Cx pipiens :

Les résultats de 1’évolution du poids corporel des larves du quatrieme stade de Cx
pipiens sont mentionnés dans le tableau 10 et la figure 09. Pour les séries témoins et
traitées a la CL50, on remarque une diminution significative (p=0,049 et 0,004
respectivement) du poids corporel des larves au cours de la période testée (24, 48 et

72h) et non significative (p>0,05) pour les séries traitées a la CL25.

La comparaison des moyennes entre les séries témoins et traitées par le test 7 de
Student, révele une diminution non significative (p>0,05) du poids corporel des
larves 4 a 24, 48 et 72h. De plus, aucun effet dose n'a été signalé chez les séries

traitées durant les temps étudiés.




Tableau 10 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des larves du quatrieme stade de Cx pipiens a différentes
chacune 20 individus).
série  (lettres

périodes

(Comparaison des

sem, n=3

moyennes

répétitions
a différents temps

comportant
pour une méme

majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries (lettres minuscules).

Temps Témoins CL25 CL50
(Heures)
24 2,66+0,37 a 2,76 £0,16 a 3,14+0,07 a
A A A
48 2,10+0,14 a 243 +0,38 a 2,55+0,08 a
B A B
7 1,82+0,19 a 2,09 £0,45a 1,80 £0,37 a
C A C
3.50
B Témoin
3.00 NS NS mCL25
NS m CL50
NS
2.50
= NS
£
=]
T 2.00
2
T
£
5
3 150
3
g
1.00
0.50
0.00
48

Temps (Heures)

Figure 09 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des larves du quatrieme stade de Cx pipiens a différentes
périodes (m % sem, n=3). (NS : Différence non significative).



3.4. Effet des H.E extraites de Laurus nobilis sur la croissance linéaire de Cx

pipiens :
3.4.1. Largeur du thorax :

La largeur du thorax des larves 4 marque une variation non significative
(p>0,05) et cela aussi bien chez les séries témoins que chez les séries traitées a la
CL25. Par contre chez les séries traitées avec la dose la plus forte (CL50) on
remarque une diminution trés hautement significative (p=0,001) au cours de la

période testée (24, 48 et 72 h).

La comparaison des valeurs moyennes montre une différence non significative
(p>0,05) entre les séries témoins et traitées (CL25 et CL50) a 48 et 72 heures,
excepté a 24h ou on note une augmentation significative (p=0,022) de la largeur du
thorax des larves traitées avec la CL50. De plus, un effet dose a été signalé

uniquement a 24 h apres traitement (p=0,009) (Tableau 11 et fig 10).

Tableau 11 : Effet des H,E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur la
largeur du thorax (mm) des larves du quatriecme stade de Cx pipiens a différentes
périodes (m#sem, n=3 répétitions comportant chacune 20 individus). (Comparaison
des moyennes a différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un
méme temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

(ITIZTrI:ass) Témoin CL25 CL50
Yy 155%0.08a 1502012a 1.64£0.06b
A A A
13 157+0.11a 152+0.09a 149+0.13a
A A B
- 150 £0.06a 148+0.10a 14720092
A A C
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Figure 10 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur la largeur
du thorax (mm) des larves 4 chez Cx pipiens a différentes périodes (mzsem, n=3).
(NS: Différence non significative (p>0,05); *: Différence significative (p<0,05)).

3.4.2. Volume corporel :

Les résultats obtenus montrent que le volume corporel diminue d’une facon non
significative (p>0,05) chez les séries témoins et traitées a la CL25 et trées hautement
significative (p=0,001) chez les séries traitées a la CL50 a 24, 48 et 72h apres
traitement (Tableaux 12 et Fig. 11).

La comparaison des valeurs moyennes montre une variation non significative
(p>0,05) entre les séries témoins et traitées (CL25 et CL50) a 48 et 72 heures,
excepté a 24h ol on note une augmentation significative (p=0,023) du volume
corporel des individus traités avec la plus forte dose. De plus, un effet dose a été

signalé uniquement a 24 h apres traitement (p=0,011).



Tableau 12 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le
volume corporel (mm3) des larves du quatrieme stade de Cx pipiens (m#sem, n=3
répétitions comportant chacune 20 individus). (Comparaison des moyennes a
différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps
entre les différentes séries (lettres minuscules).

(;zﬁgz) Témoin CL25 CL50
24 3,77+0.64a 353+0,85a 445+0,56 b
A A A
48 3,96 £ 0,88 a 3,58 £0,62 a 3,42+091 a
A A B
7 342+049a 334+064a 328 +0,60a
A A C
6
B Témoin
* mCL25
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Figure 11 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mm3) des larves du quatrieme stade chez Cx pipiens a différentes périodes
(m %= sem, n=3). (NS : Différence non significative; *: Différence significative
(p<0,05)).



3.5. Effet des H.E extraites de Laurus nobilis sur la composition biochimique

de Cx pipiens :

La CL25 et la CL50 des H.E extraites de Laurus nobilis ont été appliquées sur les
larves du quatrieme stade nouvellement exuviés de Cx pipiens, L’effet de ces huiles
a été évalué sur le contenu en glucides, lipides et protéines au cours de différentes

périodes apres traitement (24, 48 et 72h).
3.5.1. Contenu en glucides totaux :

Le contenu en glucides (ug/individu) marque une diminution non significative
(p>0,05) au cours de la période testée et cela aussi bien chez les témoins que chez les

traités (CL25 et CL50).

La comparaison des valeurs moyennes ne montre aucune différence entre
témoins et traités a la CL25 et CL50 a 24, 48 et 72h. De plus, aucun effet dose n’a

été signalé durant les temps étudiés (Tableau 13 et fig 12).

Tableau 13 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le
contenu en glucides totaux (ug/individu) chez les larves du quatrieme stade de Cx
pipiens (mzsem, n=3 répétitions comportant chacune 20 individus). (Comparaison
des moyennes a différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un
méme temps entre les différentes séries (lettres minuscules)).

(Elilslriz ) Témoin CL25 CL50
y 13,77 £5.09 a 33.66 £ 18.09a 3448 £9.00
A A A
13 1257£3.02a 2158+ 15204 24.19+936a
A A A
- 3.04 %1352 704+ 1.58a 1814£530a
A A A
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Figure 12 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le contenu
en glucides totaux (upg/individu) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens a
différentes périodes (m * sem, n=3). (NS : Différence non significative).

3.5.2. Contenu en lipides totaux :

D'apreés les résultats présentés dans le tableau 14 et la figure 13, on note une
variation non significative du contenu en lipides totaux chez les larves témoins
(p>0,05). Par contre chez les séries traitées a la CL25 et la CL50 une variation

significative (p=0,05 et p=0,037 respectivement) est signalées au cours des temps

testés (24, 48 et 72h).

La comparaison des valeurs moyennes met en évidence des variations non
significatives (p>0,05) de ce contenu entre témoins et traités au cours de la période
testée. De plus, aucun effet dose n’a été signalé chez séries traitées durant les mémes

périodes.



Tableau 14 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le
contenu en lipides totaux (pg/individu) chez les larves du quatrieme stade de Cx
pipiens au cours de différentes périodes (m*sem, n=3 répétitions comportant
chacune 20 individus). (Comparaison des moyennes a différents temps pour une
méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries
(lettres minuscules)).

Temps (Heures) Témoin CL25 CL50
24 40,00*8,13 a 4542 +£6,53 a 4527+203a
A A A
48 38,40 £3,37a 30,69 £2,74 a 3582+2,81a
A B B
72 38,02 £0,81 a 33,49+£295a 34,43 £3,86 a
A C C
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Figure 13 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le contenu
en lipides totaux (ug/individu) chez les individus du quatrieme stade de Cx pipiens a
différentes périodes (m = sem, n=3). (NS : Différence non significative).



3.5.3. Contenu en protéines totales :

Les résultats du dosage sont mentionnés dans le tableau 15 et la figure 14. Les
valeurs affichent une variation non significative (p>0,05) du contenu en protéines

aussi bien chez les séries témoins que chez les séries traitées de 24h jusqu'a 72h.

Le test t de Student révele une variation non significative (p>0,05) du contenu en
protéines chez les séries traitées a la CL25 et la CL50 comparativement aux témoins
au cours de la période testée (24, 48 et 72 h). De plus, aucun effet dose n’a été

signalé.

Tableau 15 : Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le
contenu en protéines totales (ug/individu) chez les larves du quatrieme stade de Cx
pipiens au cours de différentes périodes (m*sem, n=3 répétitions comportant
chacune 20 individus). (Comparaison des moyennes a différents temps pour une

méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries
(lettres minuscules)).

Temps
(Heures) Témoin CL25 CL50

24 34,64 +£9.96 a 50,89 £ 6,70 a 48,81 4,68 a
A A A

48 35,99 £6,19a 38,51 +£542a 37,13+ 1,60 a
A A A

7 4298 £4,05 a 3743 +2,14 a 26,77 £ 7,087 a
A A A
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Figure 14: Effet des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur le contenu

en protéines totales chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens a différentes
périodes (m * sem, n=3). (NS : Différence non significative).

3.6. Effet des H.E extraites de Laurus nobilis sur les biomarqueurs :

L’éventuel impact des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis sur la
neurotoxicité a ¢été apprécié par le dosage d’un site cible, 1’acétylcholinestérase
(AChE) et une enzyme du systtme de détoxication (GSTs) et son cofacteur, le
glutathion (GSH), chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens a différentes

périodes.

Les huiles essentielles extraites de Laurus nobilis ont été appliquées sur des
larves du quatrieme stade nouvellement exuviées a deux concentrations : 63,09 ppm
et 75,79 ppm correspondant a la CL25 et CL50 respectivement. L’effet de ces huiles
a été évalué a différentes périodes (24, 48, 72 heures) avec des séries témoins. Les
résultats ont été exprimés par rapport a la quantit¢ de protéines (mg) obtenues a

partir d’une courbe de référence.



3.6.1. Effet sur P’activité spécifique de ’AChE :

L’activit¢ de I’AChE a ¢été estimée chez les séries témoins et traitées par
I’application de la formule d’Ellman et al. (1961). Les résultats relatifs a D’activité
spécifique de I’AChE sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme

de protéine (uUM/min/mg de protéines).

Les résultats du dosage sont mentionnés dans le tableau 16 et la figure 15, ou on
observe une diminution significative du contenu en protéines chez les séries témoins
(p<0,001) et les séries traitées a la CL25 (p= 0,031). Par contre chez les séries
traitées a la CL50, cette diminution n'est pas significative (p>0,05) au cours de la

période étudiée.

Le test t de Student révele une diminution significative (p=0,02 et p=0,03) de
Iactivité¢ spécifique de I’AChE chez les séries traitées a la CL25 et la CL50
respectivement a 24 heures comparativement aux témoins. Aucun effet dose n'a été

signalé au cours des temps testés.

Tableau 16 : Effets des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur
I’activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les larves du
quatrieme stade de Cx pipiens au cours de différentes périodes (m = sem, n=3
répétitions comportant chacune 20 individus). (Comparaison des moyennes a
différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps
entre les différentes séries (lettres minuscules)).

(ﬁi’lﬁ‘li,) Témoins CL25 CL50
24 1,624+ 0,214 a 0,653 £ 0,063 b 0,504 £0,145 ¢
A A A
13 0.654 %0092 a 0581%0.100a 036900162
B B A
72 0,423 + 0,040 a 0,331 0,088 a 0,319 +0,018 a
C C A
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Figure 15 : Effets des H.E (CL25 et CL50) extraites de Laurus nobilis sur D’activité
spécifique de ’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les larves du quatrieme stade
de Cx pipiens au cours de différentes périodes (m * sem, n=3). (*: Différence
significative (p<0,05); (NS: Différence non significative (p>0,05)).

3.6.2. Effet sur le taux du glutathion :

Le taux du glutathion (ug/mg de protéines) a été estimé chez les séries témoins
et traitées (CL25 et CL50) par application de la formule de Weckberker & Cory
(1988). Les résultats sont exprimés en nanomoles par milligramme de protéines

(nM/ mg de protéines).

D'apres le tableau 17 et la figure 16, on observe une diminution non significative
de Dactivité¢ spécifique de la GSH (p>0,05) chez les séries témoins et traitées (CL25
et CL50) de 24h jusqu'a 72h.

Le test t de Student ne révele aucune différence significative (p>0,05) entre
témoins et traités (CL25 et CL50) au cours de la période testée, sauf a 48h ou on
remarque une diminution significative (p=0,006) chez la série traitée avec la plus

forte dose (CL50).



Tableau 17 : Effet des H.E (CL25 et CL50) extraites de Laurus nobilis sur le taux
du glutathion (nM/mg de protéines) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens
au cours de différentes périodes (m = sem, n=3 répétitions comportant chacune 20
individus). (Comparaison des moyennes a différents temps pour une méme série

(lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes

séries (lettres

minuscules)).
Temps (heures) Témoins CL25 CL50
24 423+ 1,89a 3,36 £ 1,66 a 1,41 +0,12 a
A A A
48 3,05+0,25a 1,40+ 0,39 a 1,26 +0,31 b
A A A
72 1,43+0,08a 1,34 £0,19 a 0,75+0,23a
A A A
7.00
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§ NS
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Figure 16 : Effets des HE (CL25 et CL50) extraites de Laurus nobilis, sur le taux
du glutathion (nM/mg de protéine) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens
(m % sem, n=3). (**: Différence hautement significative (p<0,01); NS: Différence
non significative (p>0,05).

3.6.3. Effet sur I’activité spécifique des GSTs :

L’activité spécifique des glutathion-S-transférases a été estimée chez les séries
témoins et traitées par application de formule de Habig er al. (1974). Les résultats

sont exprimés en  micromoles par minutes et par milligramme de



protéines (uM/min/mg de protéines). Ils sont mentionnés dans le tableau 18 et la
figure 17, ou on observe une variation significative de 1’activité¢ spécifique de la
GST aussi bien chez les séries témoins (p=0,007) que chez les séries traitées a la

CL25 (p= 0,030) et la CL50 (p=0,029) au cours des temps testés.

Le test t de Student révele une augmentation significative de l'activité spécifique
de la GST a 24 (p=0,047) et 72h (p=0,046) chez les séries traitées avec la dose la
plus forte (CL50) et a 48h chez les traités avec les deux concentrations appliquées
(CL25: p=0,028 et CL50: p=0,002). Par ailleurs, on note un effet dose a 48h
(p=0,04) et a 72h (p=0,041).

Tableau 18 : Effet des H.E  de Laurus nobilis (CL25 et CL50) sur [activité
spécifique des GSTs (uUM/min/mg de protéine) chez les larves du quatrieme stade au
cours de différentes périodes (m =+ sem, n=3 répétitions comportant chacune 20
individus). (Comparaison des moyennes a différents temps pour une méme série
(lettres majuscules) et pour un méme temps entre les différentes séries (lettres
minuscules)).

Temps (heures) Témoins CL25 CL50
24 0,0082 = 0,008 a 0,0129 £0,0031 a 0,0137 £0,0017 b
A A A
48 0,0032 £ 0,0005 a 0,0068 +0,0003 b 0,0189 £ 0,0029 ¢
B B B
72 0,0044 £0,0012 a 0,0106 £ 0,0004 a 0,0106 £0,0011 b
C C C
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Figure 17 : Effets des H.E extraites de Laurus nobilis (CL25 et CL50), sur D’activité
spécifique des GSTs (uUM/min/mg de protéine) chez les larves du quatrieme stade de
Culex pipiens a différentes périodes (m =+ sem, n=3). (NS: Différence non
significative; *: Différence significative (p<0,05); **: Différence hautement
significative (p<0,01).



Discussion



4. DISCUSSION
4.1. Rendement en huiles essentielles :

Les huiles essentielles extraites de Laurus nobilis obtenues sont de couleur jaune trés
pale, d'odeur aromatique épicée, et avec un rendement de 0,96% a partir de la partie

aérienne de la plante.

Ce rendement varie d’une plante a une autre, il est de 0,5% chez Artemisia mestlantica, de (0,1-
0,35%) chez la rose, de (0,5-1%) chez la menthe poivrée et le néroli, de (1-3%) chez I’anis, de (0,8-
2,8%) chez la lavande, de (1-2,5%) chez le romarin, de (2-2,75%) chez le thym (Edward et al.,
1987) et de (1,3-1,6)% chez le basilic (Badani, 2014). Une autre espéce, Lavandula stoechas a
enregistré un rendement de 0,77 a 1,2% (Mohammedi & Atik, 2011). Cette variation en huile
essentielle, tant au niveau de leur composition, que rendement, peut s’expliquer par différents
facteurs : d’origine intrinséque, lié au bagage génétique de la plante ou extrinséque, liés aux
conditions de la croissance et du développement de la plante (in Bouguerra, 2012). D'autres
facteurs peuvent également influencer ce rendement : l'espéce, la période de récolte, les pratiques
culturales, la technique d’extraction, la température et la durée de séchage et 1’état
physiopathologique de la plante (Svoboda & Hampson, 1999; Smallfield, 2001; Tchoumbougnang
et al., 2005 ; 2006). De plus, ces variations ont été notées entre les espéces du méme genre tel que
['Ocimum, avec un rendement de 1,71% chez Ocimum minimum (Ozcan et Chalchat, 2002), et de

1,46% chez Ocimum gratissimum (Camara, 2009) et Ocimum canim (Akantetou et al., 2001).

4.2. Toxicité des huiles essentielles extraites de laurus nobilis :

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes
comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Csek & Kaufman,
1999). Ces extraits contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la
plupart des molécules peu complexes. Leur mécanisme d’action est méconnu et
relativement peu d’études ont été réalisées a ce sujet (Isman, 2000). On considere
que ces mécanismes sont uniques et que les biopesticides a base d’huiles essentielles
peuvent étre des outils de choix dans les programmes de gestion de résistance aux
biopesticides. Avec ces mécanismes d’action particuliers, ces biopesticides peuvent
étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement inciter le développement de la

résistance chez les insectes (Csek et Kaufman, 1999).



L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique

qui détermine son niveau de toxicité (Akono et al., 2012).

L'efficacit¢é des composés chimiques d'origine végétale contre les larves de
moustiques peut varier considérablement en fonction de I'espeéce végétale (Singh et
al., 2007 ; Yadav et al., 2002), de la partie de la plante utilisée (Rajkumar er al.,
2005, Chowdhury et al., 2008), de l'dge de ses parties (jeune, mature ou sénescent),
le solvant utilis€ lors de l'extraction ainsi que l'espeéce cible (Choochate et al, 2005;

Chansang et al., 2005).

Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles extraites de
laurus nobilis a 1'égard des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de
Culex pipiens a 24, 48 et 72 heures. Les résultats montrent une activité larvicide
avec une relation dose-réponse. Les concentrations létales, la CL50 et la CL90 sont
respectivement de : (75,79 et 109,14 ppm) a 24 heures, (71,92 et 109,90 ppm) a 48
heures et (67,07 et 105,20 ppm) a 72 heures.

Plusieurs plantes ont prouvé ce méme pouvoir larvicide contre cette espece de
moustique (Cx pipiens) telles que : Allium sativa et Citrus limon (Thomas et al.,
1999), Alnus glutinosa (Rey et al., 1999), Anthemis nobilis (Soliman et al, 1995) et
Cassia obtusifolia (Jang et al., 2002). Une variété d'extrait a montré des CL50
variables en fonction de la plante utilisée : 24,8 ppm pour ['Origanum inutiflorum
(Cetin & Yanikoglu, 2006), 49 ppm pour Thymus capitatus (Mansour et al, 2000) et
53,80 et 32,52 ppm a 24 et 48 heures respectivement pour Citrus aurantium (Kassir,
1989). Par ailleurs, les expérimentations menées a l'intérieur de notre laboratoire ont
montré des concentrations létales différentes en fonction de l'espece de moustique et
de la plante utilisée : de 100ppm chez Culex pipiens traité par 1'Ocimum basilicum
(Khamene, 2014), de 77,09 et 12,02 ppm respectivement chez Culiseta
longiareolata traitée par Lavandula dentata (Gouasmia & Bouchagoura, 2013), et

Mentha piperita (Chettat, 2013).

Les mémes observations ont été faites chez An stephensi et Cx quinquefasciatus
respectivement, ol on a noté une diversification du pouvoir larvicide des extraits qui
se traduit par des concentrations létales différentes en fonction de l'espéce de plante
utilisée. Elles sont de 8,29 et 87,68 ppm pour 1'Ocimum basilicum (Maurya et al.,
2009), 69,86 et 81,12 ppm pour Eucalyptus citriodora (Singh et al, 2005), 6,25 et



12,25 ppm pour Solanum nigrum (Raghavendra et al., 2009) et 28,18 et 43,07 ppm

pour Annona squamosa (Kamaraj et al., 2010 ).

Les mémes résultats ont été obtenus apreés application des extraits aqueux des
feuilles du ricin (Ricinus communis L.) et du bois de thuya (Tetraclinis articulata)
appliqués sur les larves du deuxieme et quatriecme stade de quatre especes de
moustiques : Culex pipiens, Aedes caspius, Culiseta longiareolata et Anopheles
maculipennis. Les résultats sont comparables entre les especes testées, sauf que Cs
longiareolata est 1’espéce la plus sensible comparativement aux autres, avec des
DL50 de 110 mg/L pour I’extrait de ricin et 250 mg/L pour le bois de thuya,
contrairement a A. maculipennis ou ces extraits sont moins toxiques (Aouinty et al.,

20006).
4.3. Effet sur la croissance :

Le volume corporel peut influencer divers parametres essentiels chez les
moustiques tels que le volume du repas sanguin consommé, le degré de son
utilisation dans les voies métaboliques et le nombre d'ceufs qui arrive a la maturation
(Hosoi, 1954 b; Van Den Heuvel, 1963). Une corrélation positive entre le volume
corporel et la fécondité a été observée chez certaines especes de moustiques incluant
Ae. sierrensis (Hawley, 1985 a, b), Ae. triseriatus (Grimstad & Haramis, 1984 ;
Haramis, 1985) et Ae. albopictus (Hien, 1976).

Le poids corporel des insectes dépend généralement de la présence de la
nourriture dans leurs habitats, des conditions environnementales et surtout des

caracteres héréditaires de chaque espéce (Braquenier, 2009).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation montrent que les H.E
(CL25 et CL50) appliquées sur les larves du quatrieme stade de Culex pipiens

n'affectent pas les parametres biométriques étudiés.

N

Contrairement a nos résultats et chez la méme espece (Culex pipiens),
l'application des H.E extraites d'Eucalyptus globulus (Kheled & Dib, 2015) et de
Lavandula dentata (Sahbi & Aouni, 2015) a provoqué une diminution de la largeur
du thorax, le poids et le volume corporel des larves 4. De plus, chez une autre espece
de moustique, Culiseta longiareolata, le traitement par 1’Ocimum basilicum (CL50)

révele les mémes résultats (Bouzidi & Ziani, 2015).



4.4. Effet sur la composition biochimique :

Chez les insectes, 1I’hémolymphe subit des modifications métaboliques diverses,
au cours du développement (larve, pupe et adulte). En effet, ces fluctuations sont
liées aux différents états physiologiques de l'insecte tels que la mue, la nymphose et

la diapause (Nowosielski & Patton, 1965).

Au moment ou I’insecte entre en contact avec I’insecticide, ce dernier pénétre
dans I’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les
protéines et les enzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal (Haubruge

& Amichot, 1998).

Le dosage des principaux constituants réalis€ dans le corps entier des larves 4,
témoins et traitées chez Cx pipiens, révele une modification non significative des
réserves énergétiques ; protéines, glucides et lipides aprés traitement par Laurus

nobilis.

Les protéines jouent un rodle fondamental dans l'organisme de toutes les especes
biologiques vivantes connues (Mahler ef al, 1968). Chez les insectes, les protéines
et les acides aminés jouent un rdole majeur durant les différentes phases de leur vie
car ils sont caractérisés par des niveaux trés élevés. Les travaux réalisés sur des
1épidopteres  Diatraea  grandiosella  (Chippendale, 1970) et Pieris brassicae,
indiquent que les fortes concentrations de protéines sont observées au cours du stade
larvaire et diminuent par la suite au stade nymphal (Van Der Geest & Borgsteede,

1969).

Les protéines proviendraient, de la digestion des couches procuticulaires
profondes de I’ancienne cuticule d'une part et d’une origine exogene, alimentaire
d’autre part (Munoz & Sevilla, 1982 ; Munoz & Ceccaldi, 1987). Chez les
moustiques autogenes, les protéines larvaires stockées sont utilisées pour l'oogenése.
Cependant chez les moustiques anautogénes, le repas sanguin représente la
principale source des protéines nécessaires (Larsen & Bodestein, 1959 ; Spielman &

Wong, 1974 ; Chang & Judson, 1977, Briegel, 1985).



Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que le
traitement par Laurus nobilis avec la CL25 et la CL50 chez Cx pipiens, n'affecte pas
le contenu en protéines. Ce qui ne concorde pas avec les résultats obtenus chez la
méme espece traitée par 1'Eucalyptus globulus (Kheled & Dib, 2015), 1'Ocimum
basilicum (Sayada & Messai (2015), et Lavandula dentata (Sahbi & Aouni, 2015) et
chez Culiseta longiareolata traitée par le basilic (Bouzidi & Ziani, 2015).
Cependant, une augmentation de ce contenu a été signalée chez Cx pipiens apres

traitement avec 1'Ocimum basilicum (Khamene, 2014).

Les glucides forment un groupe de composés trées importants. Certains
représentent une source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement
utilisable (tréhalose), soit sous forme de réserves (glycogene); d’autres ont un role
structural (cellulose, chitine, acide hyaluronique). Le taux de glycogene et de
tréhalose dans les tissus sont étroitement liés aux éveénements physiologiques tels
que le vol, la mue, et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1967)). Le tréhalose est la
fraction la plus importante des glucides circulants. Il joue un rdle métabolique de
premier plan dans le cycle de développement (Steel, 1981) et constitue une source
énergétique essentielle en libérant le glucose sous 1’action d’une enzyme, tréhalase,
sa concentration dans I'hémolymphe est déterminée par la vitesse de deux processus:
son retrait pour les besoins énergétiques de l'insecte et son stockage dans le corps

gras (Wyatt, 1967).

Concernant le contenu en glucides, nos résultats montrent que le traitement par
Laurus nobilis avec la CL25 et la CL50 chez Cx pipiens, n'a aucun effet au cours de

la période testée.

Des travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire ont montré des résultats différents,
avec une réduction de ce contenu chez la méme espece apres traitement par I’ Eucalyptus
globulus (Khaled & Dib, 2015), Lavandula dentata (Sahbi & Aouni, 2015) et chez Cs
longiareolata traitée par 1’Ocimum basilicum (Bouzidi & Ziani, 2015). Par contre, une
augmentation de ce composé biochimique a été signalée chez Cx pipiens apres traitement par

I'Ocimum basilicum (Khamene, 2014).

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes

(Beenakers et al., 1985), transportés aux corps gras, site de leurs synthése et



stockage (Keely, 1985; Van Hensdan & Law, 1989) vers les organes utilisateurs,
notamment les ovaires (Kilby, 1963 ; Chino et al, 1981), via 1’hémolymphe pour
étre utilisés lors de la vitéllogénése (Downer, 1985 ; Keely, 1985). Par contre Chez
Tribolium confusum, le maximum d’acides gras est observé au stade larvaire
(activité locomotrice) et au stade adulte (activité locomotrice et maturité sexuelle),

durant lesquels le métabolisme est le plus intense (Beaudoin & Lemonde, 1970).

Nos résultats montrent que le traitement par Laurus nobilis avec la CL25 et la CL50 chez
Cx pipiens, cause une variation non significative de ce contenu tant6t forte tantot faible au

cours de la période testée.

Par contre les travaux réalisés sur la méme espece traitée par [’Eucalyptus globulus
(Kheled & Dib, 2015), Lavandula dentata (CL90) (Sahbi & Aouni, 2015), et sur Cs
longiareolata traitée par ['Ocimum basilicum (Bouzidi & Ziani, 2015), montrent une

diminution du contenu en lipide chez les stades testés (larve, pupe et adulte male et femelle).
4.5. Effet sur les biomarqueurs :

Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs concernent 1’étude des changements
physiologiques, biochimiques, moléculaires ou comportementaux révélant 1’exposition
présente ou passé d’un individu a au moins une substance chimique a caracteére polluant qui
peuvent étre mesurés dans les tissus ou les fluides d’un organisme ou sur I’organisme entier
pour mettre en évidence 1’exposition a un ou plusieurs contaminants (Badiou, 2007).

Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme la
catalase, la glutathion peroxydase, la glutathion-S-transférase. Les enzymes du
systtme de détoxication sont aussi beaucoup étudiées puisque leurs activités sont

susceptibles d’étre fortement modifiées apres une exposition.

Plus de 500 especes d’arthropodes sont maintenant résistantes a au moins, un
insecticide ou larvicide. Un petit nombre de mécanismes sont capable de détoxifier
les insecticides en métabolites moins toxiques (Soderlund, 1997). Ces mécanismes

sont généralement classés en trois:

Le premier est dii a une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un
mécanisme de résistance de moindre importance mais qui peut contribuer en
association avec d’autres a augmenter le niveau de résistance (George, 1994; Pasteur

& Reymond, 1996; Taylor & Feyereison, 1996).



Le deuxiéme mécanisme, assure une bonne détoxification des différents tissus de
I’organisme, est li€é a wune augmentation du taux des diverses enzymes de
détoxification (Sodrlund, 1997) telles que les monooxygénases a cytochrome P450
(Kassi et al., 19914; Scott, 1999), I’estérase (Field et al., 1999; Zhu et al., 1999,
Harold & Ottea, 2000), la glutathion-S-transférase (Parapanthadara et al, 2000; Yu
& Abo-Elghar, 2000; Sun et al, 2001), et la lactate déshydrogénase entre autre
(Saleem & Shakoori, 1987; Ribeiro et al., 1999);

Enfin, le troisiétme mécanisme, aussi important que le second, traite de [’altération
des sites cibles et leur insensibilité aux insecticides. Parmi ces sites cibles, on note
les canaux sodium, les récepteurs GABA et surtout une enzyme du systéme nerveux,
I’acétylcholinestérase (Rufingier et al., 1999 ; Tomita et al, 2000 ; Siegfreid &
Scharf, 2001).

4.5.1. Effet sur Pactivité spécifique de ’AChE :

L’acétylcholinestérase appartenant a la famille des hydrolases, a ¢été découverte
en 1938 par Nachmanshn. Clest est une enzyme clés du systeme nerveux des
insectes, et la mieux connue en tant que cible des organophosphorés et des
carbamates qui ont une structure analogue a [’acétylcholine; c’est pourquoi chez les
insectes, I’AChE qui se trouve essentiellement dans le systétme nerveux central est
plus sensible a ces pesticides que les enzymes des vertébrés. Cette enzyme est

indispensable au bon fonctionnement des synapses cholinergiques (Haubruge &

Amichot, 1998).

Dans les jonctions interneuronales, la terminaison nerveuse libére un médiateur
chimique, 1’acétylcholine (ACh) qui a une durée de vie trés courte et qui permet la
transmission de D’influx nerveux. Lorsque 1I’ACh est libérée dans [’espace
synaptique, elle se fixe sur des récepteurs cholinergiques qui se trouvent sur la
membrane post-synaptique. Cette fixation provoque une dépolarisation de la
membrane post-synaptique, générant ainsi un potentiel d’action qui assure la

transmission du signal nerveux.

L’AChE, en inactivant rapidement 1’ACh, permet au systtme de revenir
immédiatement a son état de repos. Le role de 1’acétylcholinestérase est d’hydrolyser

I’acétylcholine en acétate et choline afin de stopper la stimulation du



récepteur et par conséquent la repolarisation de la membrane (Soreq & Zakut,
1993 ; Charpentier et al., 2000). Si DPaction de cette enzyme est bloquée, la
membrane post-synaptique se trouve continuellement excitée (Haubruge & Amichot,

1998).

En effet 1D’exposition a des doses données d’insecticide, peut conduire
progressivement a une inhibition irréversible de I’AChE, et produit un effet toxique ;
neurotoxicité qui est définie par un changement structural ou une altération

fonctionnelle du systéme nerveux (Braquenier, 2009 ; Samuel & Laurent, 2005).

Rattan (2010) a examiné le mécanisme d'action des métabolites secondaires des
plantes sur le corps des insectes et il a enregistré plusieurs perturbations
physiologiques, telles que l'inhibition de acétylcholinestérase (par les huiles
essentielles), canaux chlorure GABA-dépendants (par le thymol), perturbation des
échanges d'ion sodium et potassium (par la pyréthrine) et Il'inhibition de la

respiration cellulaire (par le roténone), et le blocage mitotique (par 1'azadirachtine).

L’analyse des résultats obtenus aprés dosage de I’activité enzymatique de I’AChE chez les
larves du quatrieme stade de Cx pipiens traitées par les H.E extraites de Laurus nobilis révele
une diminution significative a 24h. Cette diminution est probablement due a 1’inhibition de
cette enzyme par le traitement.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Chettat (2013) qui a signalé une
diminution non significative de D’activit¢ enzymatique de I’AChE, chez les larves du
quatrieme stade de Cs longiareolata traitées par Mentha piperita. Par contre les
travaux de Sayada & Messai (2015) réalis€s sur la méme espece étudiée ont
enregistré une augmentation de Dactivit¢ de I’AChE chez les larves du quatriéme
stade traitées par 1'Ocimum basilicum a différents temps 24, 48 et 72 heures. Par
ailleurs, une diminution significative a été observée chez Cx pipiens et Cs

longiareolata apres traitement par I'Ocimum basilicum (Kemache & Meziani 2015).



4.5.2. Effet sur I'activité spécifique des GSTs :

Les GSTs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans 1’étape de
conjugaison du « glutathion réduit » a un grand nombre de xénobiotiques (Boyer,
2006). Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et
des muscles alaires (Haubruge & Amichot, 1998). Elles ont un r6le important dans
la détoxification de substances xénobiotiques et interviennent en catalysant la
conjugaison de ces substances avec le groupement thiol du glutathion endogene
(Jakoby & Habig, 1980). Ceci résulte en synthése d’un acide mercapturique qui est
ensuite facilement éliminable. Donc, le rdle majeur du glutathion est de convertir des
composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement excrétables (Habig et al,
1974). Les GSTs permettent le développement de la résistance envers les agents
chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les antibiotiques microbiens.
Elles jouent un r6le important dans la physiologie du stress, le transport

intracellulaire et dans les différentes voies de biosynthese (George, 1994).

L’activité spécifique de la GST chez les larves traitées de Cx pipiens a marqué
une augmentation au cours de la période testée et qui se traduit par une mise en place
du processus de détoxification qui est une forme de défense de I’insecte contre le

pesticide.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez Culex pipiens traité par
[’Ocimum basilicum (Sayada & Messai, 2015) et L’avendula dentata (Gheraibia &
Abaidia, 2014), et chez Cs longiareolata traitée par Mentha piperita (Chettat, 2013),
par 1'Ocimum basilicum (Kemache & Meziani, 2015) et par L. dentata (Gouasmia &

Bouchagoura, 2013).

L’accroissement de 1’activité spécifique de la GST peut provenir soit d’une
modification de la conformation de I’enzyme la rendant plus efficace soit d’une
production accrue de protéine, pouvant parfois représenter jusqu’a 14% des

protéines totales d’un individu (Cédric, 2008).



4.5.3. Effet sur le taux de la GSH

L’activit¢ du systéme antioxydant peut subir une augmentation ou une inhibition
sous l’effet d’un produit toxique ou wun polluant, ces deux types de réponse
dépendent de la durée d’exposition d’une part et de la sensibilit¢ de 1’espéce exposée

d’autre part (in Sifi, 2009).

Le glutathion est un tripeptide soluble dans 1’eau constitu¢é de trois acides
aminés ; glutamate, cystéine et glycine, produit naturellement dans le corps (Meister
& Anderson, 1983). Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique joue un rdle
central dans le processus de défense intracellulaire. C’est le principal systéme
impliqué dans la détoxification des ions peroxydes et dans la lutte contre le stress
oxydatif (Gannagé-Yared et al., 1998). Il existe sous deux formes, oxydée GSSG et
réduite  GSH, et ces enzymes comprennent la glutathion peroxydase (GPx) et la
glutathion S-transférase (GST) qui sont impliqués dans la détoxification (Yu, 1994 ;
Kizek et al, 2004; Zehnalek et al, 2004). Une déficience en GSH expose les
cellules a un risque de dommage oxydatif. Grace a la fonction thiol (-SH) de la
cystéine, le glutathion sous sa forme réduit est un composé important pour le
maintien de 1'équilibre redox de la cellule. Cette fonction thiol peut aussi fixer des
fonctions électrophiles et sert donc a la détoxification de nombreux pesticides qui
contiennent une telle fonction (Habig et al, 1974). Certains insecticides agissent sur

un nombre tres limité d’especes, en augmentant I'activit¢ des différents enzymes

impliquées dans la détoxification (Lagadic et al., 1997).

L’analyse de nos résultats ne montre aucun effet des H.E de laurus nobilis sur le
taux du glutathion au cours de la période testée, excepté a 48 heures, ou on a noté

une diminution significative apres le traitement avec la plus forte dose.

Par ailleurs, les expérimentations menées dans notre laboratoire ont mis en évidence
une diminution du taux de la GSH chez Cs longiareolata traitée par Mentha piperita
(Chettat, 2013), chez Cx pipiens (Khamene, 2014 ; Sayada & Messai, 2015) et

Culiseta longiareolata (Kemache & Meziani 2015) traités par I'Ocimum basilicum.

La diminution du GSH pourrait étre expliquée par une consommation accrue de
ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier I’organisme. De plus, elle traduit

également une réduction du systéme antioxydant non enzymatique.



Conclusion



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez une espéce de moustiques Culex
pipiens, I’effet des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis, sur la toxicité, la
morphométrie, la composition biochimique (protéines, glucides et lipides) et 1’activité

spécifique de quelques biomarqueurs enzymatiques (AChE, GST) et le taux du GSH.

L’application des huiles essentielles extraites de Laurus nobilis sur les larves nouvellement
exuviées de Culex pipiens, a permis d’établir les concentrations létales, CL50 et CL90. Ces
huiles montrent des effets doses significatifs et manifestent une toxicité avec une relation

dose-réponse.

Laurus nobilis testé a la CL25 et la CL50 sur les larves du quatrieme stade de Cx pipiens,
ne semble pas avoir des effets sur les différents parametres biométriques et biochimiques

étudiés au cours de la période testée (24, 48 et 72heures).

L’¢évaluation des biomarqueurs indique que les huiles essentielles de Laurus nobilis
semblent étre neurotoxiques puisqu'une diminution significative de l'activité spécifique de

I'acétylcholinestérase a été enregistrée a 24 heures apres traitement.

De plus, Ces huiles induisent le systeme de détoxification par le biais d’une augmentation
de I’activité de la GST et une diminution du taux du glutathion, important cofacteur pour la

détoxification.

A Davenir, il serait intéressant de compléter ces résultats par une analyse qualitative des
protéines et un dosage de la vitellogénine et de tester I’effet de ces huiles sur la viabilité des
ceufs ainsi que sur le potentiel de reproduction. Par ailleurs, le dosage d’autres enzymes du
systeme de détoxification (estérases, mono-oxygénase a P450) et les techniques de biologie
moléculaire, pourraient contribuer a mieux comprendre la mise en place du mécanisme de
résistance et d’identifier les génes affectés dans ce processus, afin d’établir un programme de

lutte intégrée.



Résumé



Résumé

Notre travail a pour but d’évaluer I'effet des huiles essentielles de laurus nobilis sur Culex
pipiens, espece de moustique la plus répandue dans la région de Tébessa. Plusieurs aspects ont

été déterminés :

Aspect toxicologique : a permis d’établir les concentrations 1étales, a 24 (CL50 : 75,79 et
CL90 : 109,14 ppm), 48 (CL50 : 71,92 et CL90 : 109,90 ppm) et 72h (CL50 : 67,07 et CL90 :
105,20 ppm) apres traitement. Les huiles essentielles de Laurus nobilis montrent une toxicité

a I’égard des larves 4 de Culex pipiens avec une relation dose-réponse.

Aspect morphométrique : plusieurs parametres morphométriques ont été considérés ; la
largeur du thorax, le poids et le volume corporel des larves 4 de Cx pipiens. Les résultats
montrent que Laurus nobilis n'affecte pas ces parametres au cours de la période testée (24, 48

et 72h).

Aspect biochimique : a été déterminé par le dosage des réserves métaboliques chez les larves
4 témoins et traitées a différents temps. Les résultats montrent une variation de ces contenus

apres traitement.

Biomarqueurs : Les H.E inhibent de maniere significative 1’activité spécifique de I’AChE
avec des effets plus marqués a 24 heures. Une induction de I’activité de la GST est également
observée au cours de la période étudiée (24, 48 et 72 heures). Enfin, une diminution de la

GSH est enregistrée a 48 heures pour la concentration la plus élevée (CL50).

Mots clés : Culex pipiens, huiles essentielles, Laurus nobilis, toxicité, morphométrie,

biochimie, biomarqueurs,



Abstract

Our work aims to evaluate the effect of Laurus nobilis essential oils on Culex pipiens, the

most widely distributed mosquito in the Tébessa area. Several aspects have been determined:

Toxicological aspect: has allowed the determination the lethal concentrations at: 24 (LC50:
75.79 and LC90: 109.14 ppm), 48 (CL50: 71.92 and LC90: 109.90 ppm) and 72hours (LC50:
67.07 and LC90: 105.20 ppm) after treatment. Essential oils of Laurus nobilis exhibited
insecticidal activity against fourth instar larvae of Culex pipiens with dose-response
relationship.

Morphometric Aspect: several morphometric parameters were considered : thorax width,
body weight and body volume of fourth instar larvae of Cx pipiens. The results shows that the
Laurus nobilis does not affect these parameters during tested period (24, 48 and 72h).
Biochemical aspect: was determined by measurement of metabolic reserves in control and
treated fourth instar larvae at different times. The results show a variation of this content after
treatment.

Biomarkers: The H.E inhibit significantly the specific activity of the AChE with more
important effects at 48 hours. Induction of the GST activity is also observed during the
studied period (24, 48 and 72 hours). Finally, a decrease in the GSH is recorded at 48 hours
with elevated concentration (LC50).

Key words: Culex pipiens, essential oils, Laurus nobilis, toxicity, morphometry, biochemical

aspect, Biomarkers.
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