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Résumé

Cette étude porte sur I’effet toxique de I’extrait aqueux foliaire de 1’ortie (El herayeg),
sur les larves L4 de Culex pipiens obtenus a partir d’un bassin d’irrigation dans la région d’el
atteuf, wilaya de Ghardaia. Ainsi que I’étude de I’effet fertilisant sur Sorghum vulgare L .Les
feuilles d’Urtica dioica sont récoltées dans la région de HASSI LGARA (MENIA) de la
wilaya de GHARDAIA au mois de Décembre et soumises a un séchage, broyage et une
extraction a reflux. Les tests de la toxicité sont réalisés a différentes doses de ’extrait aqueux
de Urtica dioica et permet de déterminer le taux de mortalité (augment avec I’augmentation
de la dose dans le temps), la DLsg et la TLsg les tests biochimiques permettent de déterminer
I’activité cholinesterasique, ’activité spécifique et le taux de protéines. Chez les larves de
Culex pipiens, le test de fertilisation permet de déterminer le taux de germination en fonction
des différentes doses. L’étude montre que 1’augmentation de la dose entraine une diminution
du taux de mortalite. Le temps létal 50 (TLso) le plus court est enregistré chez les larves traité
par la dose 100%, avec une dose létale 50 (DL50) de 0,0446 mg/ml/.le traitement des larves
de Culex pipiens par différentes doses d’extrait d’Urtica dioica (I’ortic) montre une
diminution importante de 1’activité cholinestérasique plus perceptible a la dose la plus forte,
2.8920.48 nanomole /mn/ml pour la dose 100%, par rapport a I’activité cholinestérasique chez
les individus témoins qui est égale a 5.59+0.35 nanomole /mn/ml. Ainsi il apparait une
diminution du taux de protéines pour tous les lots traités, le maximum de diminution est noté
a la dose pure, avec 117,53 £ 3,555ug/ml, de méme une variation de I’activité spécifique est
notée, le maximum de diminution est a la dose 20% avec 0.020+0.012 nanomole /mn/ug. Le
traitement de Sorghum vulgare par différentes doses d’extrait d’Urtica dioica montre un taux
de germination plus élevé est enregistré au niveau des pots traités avec la dose la plus
faible 20%. L’extrait foliaire aqueux de I’ortie posséde des propriétés anticholinestérasique
chez les larves de Culex pipiens et fertilisante sur Sorghum vulgare L.

Mots clés: Urtica dioica L., toxicité, extraits foliaires, Culex pipiens (L4), cholinestérase,

mortalité, Sorghum vulgare L.



Abstract

This study investigates the toxic effects of aqueous foliar extracts of nettle (EIl herayeg) on

Culex pipiens L4 larvae obtained from an irrigation basin in the region of El atteuf, wilaya de
Ghardaia. As well as the study of the fertilizing effect on Sorghum vulgare L. Nettle leaves
are harvested at HASSI LGARA (MENIA) region of the wilaya of GHARDAIA in
December, and subjected to drying, grinding and reflux extraction. Toxicity tests are carried
out at different doses of the aqueous extract of Urtica dioica and can determine the mortality
rate (increased with the increasing of the dose over time), the LD50 and the TL50
biochemical tests allow determining cholinesterase activity, specific activity and protein level.
In Culex pipiens larvae, the fertilization test makes it possible to determine the germination
rate according to the different doses. The study shows that the increasing of dose results the
decrease in the mortality rate. The shortest lethal time 50 (TL50) was recorded in larvae
treated with 100% dose, with a lethal dose 50 (LD50) of 0.0446 mg / ml /. Treatment of Culex
pipiens larvae by different doses of extract of Urtica dioica (nettle) shows a significant
decrease in cholinesterase activity that’s more noticeable at the highest dose, 2.89 + 0.48
nanomol / min / ml for the 100% dose, compared with cholinesterase activity in individuals
control that equals 5.59 £ 0.35 nanomol / min / ml. Thus, it appears a decrease in the protein
level for all the treated batches, the maximum reduction is noted at the pure dose, with 117.53
+ 3.555 pg / ml, likewise a variation of the specific activity is noted, the maximum of
decrease is at the 20% dose with 0.020 £+ 0.012 nanomol / min / pg. The treatment of Sorghum
vulgare with different doses of Urtica dioica extract shows a higher germination rate in the
pots treated with the lowest dose of 20%. The aqueous leafs extract of nettle has

anticholinesterase properties in larvae of Culex pipiens and fertilizer on Sorghum vulgare L.

Key words: Urtica dioica L., toxicity, leaf extracts, Culex pipiens (L4), cholinesterase,

mortality, Sorghum vulgare L
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Introduction

Depuis 170 millions d'année les diptére (les mouches et les moustiques) forment un groupe
d'insectes le plus écologiquement diversifié (BOUDEMAGH et al., 2013), ils ont toujours été
considérés comme source de nuisance pour I’homme, principalement en raison du fait qu’ils
peuvent étre des vecteurs de maladies. Parmi les espéces connues dans la transmission des maladies
a ’homme, nous citons celles appartenant aux genres Culex, Aedes et Anopheles. Les espéces du
genre Culex transmettent des maladies parasitaires telles la filariose et la fievre jaune (ZOUAOUI,
2017). Le complexe Culex pipiens est un groupe moustiques qui a pris naissance en Afrique
(SADALLAH et BELKHAOUNI, 2016). C’est une espéce de moustique de la famille des
Culicidae. Cette derniere est divisée en trois sous-familles; les Culicinae, Anophelinae et les
Toxorhynchetinae. La famille de Culicidae regroupe environ 3200 especes réparties sur 37 genres
(KEMASSI, 2015).

La lutte anti-moustique par des insecticides est tres efficace sur les moustiques culicides,
(AQUINTY et al., 2006), les méthodes de lutte pratiquées de manieres sporadiques, se font par la
pulvérisation des produits chimique (SADALLAH et BELKHAOUNI, 2016). Cependant,
I’utilisation massive de ces produits n’allai pas tarder a connaitre plusieurs difficultés, les
phénomenes de résistance, le déséquilibre des écosystemes, le manque de spécificité et 1’effet
rémanent chez les insecticides non biodégradables, sont les plus fréquents. Pour éviter ces
problemes, les recherches sont orientées vers la découverte de nouveaux composants (KARCH,
1987).

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis longtemps, en
effet le pyrethre, la nicotine et la roténone sont déja connus comme agents de lutte contre les
insectes Dans des travaux encore plus récents, les propriétés insecticides de certaines plantes ont été
testées sur les larves d’insectes (LAOUIRA, 2014).

L’ortie, compagne des premiers campements préhistoriques, fut 'un des premiers légumes
utilisés par I’homme. Consommée partout comme épinard, elle fit I’objet de plantation depuis bien
longtemps (MEGNOUNIF, 2011). Est une plante que I’on peut reconnaitre grace a son pouvoir
urticant. Considérée comme une «mauvaise herbe », I’Ortie « Urtica dioica » est en réalité une
plante riche en vitamines et minéraux et antioxydants telles que les composés phénoliques. Elle
posséde de nombreuses vertus médicinales qui remontent a I’ Antiquité. Sa richesse en minéraux et

vitamines fait d’elle une excellente plante nutritionnelle. Elle est utilisée dans plusieurs autres
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domaines comme [I’alimentation animale I’horticulture et I’agriculture (AIT BRAHAM et

BELHAMEL, 2016).

La présente étude a pour objectif principal la valorisation de 1’Ortie (EL Herayeg), Urtica
dioica) provenant de la région de GHARDAIA, par une étude de ses activités anticholinesterase sur
les larves L4 de Culex pipiens et fertilisante sur Sorghum Vulgare (Sorgho).

Ce travail est structuré en deux chapitres :
Le premier chapitre concerne la méthodologie adoptée pour la partie expérimentale. Le deuxieme
chapitre regroupe I’ensemble des résultats qui seront suivis d’une discussion, a la fin une conclusion

générale qui achéve ce travail.
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CHAPITRE I- Méthodologie de travail :
I.1.-Principe adopté :

Notre étude a pour but de valoriser ’extrait aqueux foliaire de 1’ortie (EL Herayeg), Urtica
dioica par I’¢tude de la mortalité et la détermination de ses activités anticholinésterase sur les

larves L4 de Culex pipiens et fertilisante sur Sorghum vulgare (Sorgho).

|1.2.- Matériels d’études :

1.2.1.-Matériel biologique :

Le matériel biologique de notre étude se compose des larves de Culex pipiens de quatrieme
stade, de ’enzyme cholinestérase, et des plantes Urtica dioica (1’ortie) et Sorghum Vulgare
(Sorgho).

1.2.1.1.-Choix de la matiére végétale :

L’étude porte sur la plante Urtica dioica (I’ortie), la récolte est réalisée dans la région de

HASSI LGARA(MENIA) de la wilaya de GHARDAIA au mois de Décembre 2017 (photo 1).

- - E p—

,/"Q‘\/ -

“(ZEGOUBA et %H LAH?>2017) Y

Photo 1 : Urtica dioica (HASSI LGARA, MENIA, GHARDAIA) (Originale, 2017).

Les feuilles de la plante est rincée avec 1’eau, laissée séchée pendant un mois a 1’abri
de la lumiere et dans une température ambiante une fois séchée, elle sera broyée jusqu'a
I’obtention d’une poudre fine puis conservée dans des bocaux hermétiques en verre portant

une étiquette ou le nom de 1’espéce, la date et lieu de récolte sont mentionnés.

5%
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La poudre sera utilisée dans les différentes analyses ultérieures (photos 2).

Photos 2: Séchage et broyage de la plante (Originale, 2017).

1.2.1.1.1.-Dénominations vernaculaires :
Nom latin : Urtica dioica L. Syn., Urtica major, Kanitz
Noms francais : Ortie dioique, grande ortie, ortie piquante, ortie élevée, ortie, ortie

commune, ortie vivace

Noms anglais : Nettle, Common Nettle, Stinging Nettle, Tall Nettle, Slender Nettle,
Greater Nettle, Nettle leaf

Nom italien : Ortica comune.

Nom espagnol : Ortiga gran, ortiga grossa, ortiga major, ortiga mayor

Nom Allemand : Brennesselwurzel, Nesselwurzel, Haarnesselwurzel, Hanfnesselwurzel

(BOUGAR et BELKACEM KOURMI, 2016).
Noms arabes Horaig, Bent en nar,Bouzegdouf (BELOUED, 2009).

1.2.1.1.2.-Position systématique :

Reégne : Plantae.

Sous régne : Tracheobionta (plante vasculaire).

Embranchement : magnoliophyta (Phanérogarnes).

Classe : Magnoliopsida.

Sous classe : Rosidae.

Ordre : Urticales.

Famille Urticaceae.

Genre : Urtica.

Espeéce : Urtica dioica L (AIT BRAHAM et BELHAMEL, 2016).
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1.2.1.1.3.-Description de la plante :

Le terme Urtica vient du mot latin urere qui signifie « brller » et qui fait allusion a ses
poils urticants dont le contact est trés irritant.
Le terme dioica donne le mot dioique et vient du grec « dis » qui signifie deux fois et« oikos »
qui signifie maison. Ce terme désigne donc que les fleurs méles et les fleurs femelles se
trouvent sur des pieds séparés (BOYRIE, 2016). Elle est appelée aussi grande ortie
(DJERROUMI et NACEF, 2012).

Plante herbacée vivace, de 50a 120 cm (SCHAUENBERG et FERDINARD, 2006),
a tige dressée quadrangulaire portant des poils urticants et des poils courts. Feuilles ovales,
acuminées, longue de 4 a 15cm sur 2a 8cm de large, fortement dentées sur les bords, a grosses
dents, ovales-triangulaire ; pétiole 1a 2 fois plus court que le limbe, a deux stipules linéaire-
lancéolées de 4 a 12mm de long. Fleurs dioiques, parfois monoigue, en grappes rameuses bien
plus longue que le pétiole, les fructiferes pendantes ; périanthe pubescent. Graine ovée de 1 a
2mm de long sur 0.75mm de large, obtus, brun olive, trés finement ponctuée (BELOUED,
2009). (Photo 3). Elle est considéerée a tort comme une mauvaise herbe (DJERROUMI et
NACEF, 2012)

A e - i Srofis GremansTel.

Figure 1 : Ortie dioique. (A) parties aériennes, (1) fleur femelle, (2) fleur male, (6) akene, (7)
poils urticants (DRAGHI, 2005).
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1.2.1.1.4.-Habitat :

Parmi les espéces du genre Urtica, Urtica dioica est la plus répandue, elle est tres
commune en région méditerranéenne. Elle est présente dans presque toutes les régions du
monde: de I’Europe et I’ Afrique du Nord a I’ Asie, ainsi qu’en Amérique du Nord et du Sud et
en Afrique du Sud. On la trouve donc pres des habitations, jardins, ruines, décombres, haies,
fossés ou encore a la lisiére des bois. Elle pousse sur tous les terrains, argileux ou sablonneux,
calcaires ou siliceux, surtout ceux contenant des matieres organiques fraiches mais toujours
riches en azote (elle fait partie des plantes nitrophiles) et de préférence avec une certaine

humidité (plante hygrophile) surtout lors de son implantation.

Urtica dioica est trés résistante a la sécheresse, on la trouve aussi bien en plein soleil a
I’abri d’une fagade qu’au fond d’un vallon ombragé. Symbole de milieux riches et fertiles,
I’Ortic ne pousse jamais seule, mais en grands massifs compacts (AIT BRAHAM et

BELHAMEL, 2016).

1.2.1.1.5.-Compositions chimiques :
++ Les composes chimiques des poils urticants :

L'action urticante est due au liquide contenu dans les poils. Ce liquide est libéré au moindre
choc apres rupture de I'extrémité des poils, qui deviennent ainsi une Véritable aiguille
hypodermique. Des travaux ont été effectues en 1947 par EMMELIN et FELDBERG, et ces
chercheurs ont trouvé que le liquide des poils contenait au moins trois composes qui
pourraient étre a l'origine des réactions de muscle lisse : l'acétylcholine, a une concentration
de 1 %, I'histamine, a une concentration de 1 pour 500 a 1 pour 2000, et la 5- hydroxy-
tryptamine (la sérotonine). On trouve également une petite quantité de leucotrienes
(LAOUIRA, 2014).

%+ Les composés chimiques des feuilles :
Les feuilles d’Ortie contiennent une assez large variété de constituants chimiques tels que les
composés phénoliques (AIT BRAHAM et BELHAMEL, 2016). Elles contiennent une
substance histaminique, de 1’acide formique, de la silice, du potassium, du tanin, des
glucoquinines, de la chlorophylle et les vitamines A et C, en traces (SCHAUENBERG et
FERDINARD, 2006).
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% Composition chimique des racines :

Les différentes études ont montré que les racines renfermaient de nombreuses molécules
appartenant a différentes familles chimiques :

-des polysaccharides: glycanes, glucogalacturonanes, arabinogalactane acide

- un acide gras: de l'acide (10E, 12Z)-9-hydroxy-10,12-octadécadiénoique.

- des lectines.

- des céramides.

- des terpenes diols et des terpenes diols glucosides.

- des stérols et stérols glucosides.

- des composés phénoliques.

- des dimeres du phénylpropane (DRAGHI, 2005).

1.2.1.1.6.-Domaines d’utilisation de I’Ortie :
% Usage médical :

L'ortie est un remede traditionnel utilisé depuis des années contre l'anémie et le
manque d'énergie: on dit que c'est un excellent fortifiant grace a sa haute teneur en fer et
autres minéraux. On dit aussi qu'elle stimule les fonctions digestives (lourdeurs et crampes
d'estomac) (GUESSOUM et LECHEHEB, 2015).

L’ortie est diurétique (calculs et rétention urinaire), anti-diarrhéique, antianémique
(gréace a sa teneur en fer) et reconstituante, dépurative (nettoie et active le sang), vermifuge et

révulsive.

Chez les femmes, elle favorise la venue du lait et normalise les régles.
Elle est efficace aussi contre les maux de téte, les irritations intestinales et les maladies
pulmonaires, tout comme elle stimule 1’activité intellectuelle (a recommander aux enfants

dont les résultats scolaires sont peu brillants).

En usage externe, elle guérit les affections de la bouche, les rhumatismes, 1’acné,

nettoie la peau et combat la chute des cheveux (DJERROUMI et NACEF, 2013).
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% Usage de ’ortie dans I’industrie cosmétique :
L’Ortie est également utilisée dans plusieurs produits cosmétiques comme les
shampoings, car on lui attribue la capacité de stimuler la croissance des cheveux et un pouvoir

de lutter contre la chute, les pellicules, et les cheveux gras (DRAGHI, 2005).

R

<> En agriculture :
Gréce a sa richesse en azote et en oligo-élément, elle est utilisée sous forme de purin
d’ortie il a aussi I’avantage de renforcer les défenses naturelles des plantes et d’avoir un

certain effet répulsif sur les insectes (BOUGAR et BELKACEM KOURMI, 2016).

L’extrait d’ortie utilise comme phytostimulant: il stimule la fertilisation et les défenses
naturelles des plantes vis-a-vis de certaines maladies ou d’invasions de parasites. De fortes
concentrations de I’extrait d’ortie peuvent produire des effets inverses de ceux recherchés et

soit favoriser, soit inhiber la croissance des plantes (BOYRIE, 2016).

1.2.1.2.-Choix de Pinsecte :

L’étude porte sur des larves de Quatrieme stade de Culex pipiens (photo 4), le choix
des larves se justifie, car il est plus difficile de détruire le moustique adulte que la larve et
cette destruction ne peut étre efficace qu'en cas d'urgence ou d'invasion massive (SEGUY,
1931).

Photo 3: Photo de Larve L4 de Culex pipiens (BALENGHIEN, 2006).
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1.2.1.2.1.- Généralité sur Culex pipiens:

Culex pipiens est un moustique qui appartient a une variété dite commune de
moustiques (Culex) europeens. Il est également nommé maringouin, cousin ou moustique
domestique. 1l existe des sous-espéces de Culex pipiens (BOUDERHEM, 2014). Il vit trés

largement dans les agglomérations.

La femelle de Culex pipiens est zoophile (photo 5), c'est-a-dire qu’elle prend ses repas
sanguins préférentiellement sur les animaux. Elle repére son hote par les mouvements, les
formes et les couleurs de celui-ci (sombre en particulier), puis par I’odeur de substances

chimiques, comme le gaz carbonique, qu’il dégage en respirant (TORALY CARO, 2005).

Photo 4: Femelle de Culex pipiens lors d’un repas de sang (BALENGHIEN, 2006).

1.2.1.2.2.-Position systématique:

Reégne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement : Hexapoda
Classe : Insecta
Sous-classe : Pterygota
Ordre : Diptera
Sous-ordre : Nematocera
Famille : Culicidae
Sous-famille : Culicinae
Genre : Culex
Espeéce : Culex pipiens (AMRAOUI, 2012)
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1.2.1.2.3.-Cycle de développement :

Le cycle de développement des moustiques dure environ douze (12) a vingt (20) jours
(ADISSO et ALIA, 2005 ; KPONDJO, 2008). 11 comprend quatre stades : I'ccuf, la larve, la
nymphe (pupe) et lI'adulte. Cette métamorphose se déroule en deux phases (TABTI, 2017).

-la phase aquatique regroupant les trois premiers stades.
-la phase aérienne qui concerne l'adulte ailé ou imago (dernier stade).
La phase aquatique débute quelques jours apres la fécondation, suivant les especes, les ceufs

de diverses formes (MERABTI, 2015).

Les ceufs sont déposés en paquets formant une nacelle qui flotte sur I’eau (photo 6).
Cette nacelle mesure 3-4 mm de long et 2-3 mm de large. L’éclosion se produit environ 24h a
48h apres ’oviposition (TORAL Y CARO, 2005).

Photo 5: (Eufs de Culex pipiens (TORAL Y CARO, 2005).

A maturité, les ceufs éclosent et donnent des larves de stade 1 (1 a 2 mm) qui, jusqu'au
stade 4 (1,5 cm) se nourrissent de matieres organiques, de microorganismes et méme des
proies vivantes (pour les espéces carnassieres). Malgré leur évolution aquatique, les larves de
moustiques ont une respiration aérienne qui se fait a l'aide de stigmates respiratoires ou d'un
siphon (RODHAIN et PEREZ, 1985).

Au bout de six (6) a dix (10) jours et plus, selon la température de l'eau et la
disponibilité en nourriture, la quatrieme mue donne naissance a une nymphe: c'est la
nymphose (GUILLAUMOT, 2006), géneralement sous forme de virgule ou d'un point
d'interrogation, la nymphe, mobile, ne se nourrit pas durant tout le stade nymphal (phase de

métamorphose) qui dure un (1) a cing (5) jours.

10
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Elle remonte de temps a autre a la surface de l'eau pour respirer et plonge vers le
fond, dés qu'elle est dérangée. A la fin de ce stade, la nymphe s'étire, son tégument se fend
dorsalement et, trés lentement, le moustique adulte (imago) s'extirpe de I'exuvie : c'est
I'émergence, qui dure environ quinze (15) minutes au cours desquelles I'insecte se trouve
exposé sans défense face a de nombreux prédateurs de surface (RODHAIN et PEREZ,
1985).

Dans la Phase aérienne, les sujets des deux (2) sexes s'accouplent en vol ou dans la
végétation et ont une distance de vol de un (1) a deux (2) km. Grace aux longs poils dressés
sur leurs antennes, les males peuvent percevoir le bourdonnement produit par le battement
rapide des ailes des femelles, qui s'approchent des essaims lors du vol nuptial. A ce moment,
le male féconde la femelle en lui laissant un stock de sa semence. La femelle dotée d'un
caractere particulier, celui du maintien en vie jusqu'a la mort des spermatozoides, conserve la
semence du male dans une ampoule globulaire ou vésicule d'entreposage (spermatique). Elle

ne s'accouple donc qu'une seule fois (DARRIET, 1998).

Les adultes males et femelles se nourrissent de jus sucrés, de nectars et dautres
secretions vegeétales. Pourtant, une fois fécondées, les femelles partent a la recherche d'un
repas sanguin duquel, elles retirent les protéines et leurs acides amines, nécessaires pour la
maturation des ceufs. Ce repas sanguin prélevé sur un vertébré (mammifére, amphibien,

oiseau), est ensuite digéré dans un endroit abrité (photo 7) (GUILLAUMOT, 2006).

Repas sanguin

Accouplement

T
/ .
//
7/ -~
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o

Vie aérienne

Eme :
mergence Vie aquatique Oeufs
!
d Qe
& + D =
a2 \\ A - po
Nymphe ig)ﬁ'- S 4 stades larvaires

Photo 6 : Cycle de développement chez les moustiques (TAHRAOUI, 2012).
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1.2.1.2.4.-Elevage des moustiques :
1.2.1.2.4.1.-Echantillonnage :

La collecte des larves a été effectuée au cours du mois de Février 2018, les larves de

moustiques sont prélevées dans un bassin d’irrigation situées a Rue du martyr Taleb Bahmed

Yahia, El-Atteuf, Ghardaia (photo8).

(ZEGOUBA et LAHLAH, 2018)

Photo 7 : Bassin de prélévement El-Atteuf, Ghardaia (Originale, 2018).

Les échantillons sont déposés dans des bacs en plastique a 1’aide d’une passoire afin de
réduire la quantité d’eau lors du prélévement des larves. Les larves contenues dans les bacs
sont ensuite transvasées dans des bouteilles de 1,5 litre et transportées au laboratoire de

[’université.

1.2.1.2.4.2.- Elevage :

L’¢élevage des moustiques est réalis¢é dans une salle a 1'université de Ghardaia, munie
d’un systéme d’échauffement qui permet d’atteindre une température de 30C° et une humidité
relative de 40% Les échantillons sont déposés a I'intérieur des bacs en plastique dans une
cage cubique de 60cm avec une armature en bois, couverte de tulle, avec deux portes
coulissantes facilitent la manipulation des insectes (photo9).Les larves sont nourries tous les 2
a 3 jours d’'une mixture composée de dattes et de feuilles de palmier dattier. Ainsi les adultes
femelles et males sont nourris de 1’eau sucrée, et pour assurer une fécondation des femelles un

repas sanguin (Pris d'un hépital) est porté chaque deux jour.

12
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Photo 8 : Cage utilisée pour 1’élevage de Culex pipiens (Originale, 2018).

1.2.1.3.-Cholinestérase :

Les cholinestérases sont des hydrolases de serine qui agissent préférentiellement sur
les esters de choline (GIRARD, 2006).11 se distingue deux types:
L’acétylcholinestérase (EC: 3.1.1.7) et la butyrylcholinesterase (EC: 3.1.1.8).
Ces deux types se distinguent principalement par leur spécificité vis a vis du substrat, ainsi
I’acétylcholinestérase ou cholinestérase vraie hydrolyse 1’acétylcholine (neurotransmetteur
naturel), tandis que la butyrylcholinesterase ou pseudocholinesterase (EC: 3.1.1.8) hydrolyse
a la fois la butyrylcholine et ’acétylcholine (BOTTI et al., 1999).

1.2.1.3.1.-Acétylcholinestérase :

1.2.1.3. 1.1.- Définition :

L’acétylcholinestérase (AChE) est une protéine exprimée dans le systéme nerveux et
sanguin des eucaryotes supérieurs (COLLETIER, 2006). Elles appartiennent a la famille des
cholinestérases (SANSON, 2009). Le principal role biologique de 1’acétylcholinestérase est la
régulation de la transmission de I’influx nerveux en assurant I’hydrolyse rapide de
I’acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques centrales et périphériques
(BARNARD, 1974) (figure 1). Ces enzymes se retrouvent dans les tissus du systeme nerveux
ainsi que dans le cerveau, les globules rouges et le plasma de plusieurs vertébrés (CAMIRE,
2007), au sein des synapses dites cholinergiques, qui utilisent le neurotransmetteur ACh
(COLLETIER, 2006). Elles sont impliquées dans le mécanisme de la transmission de I'influx
nerveux dans l'organisme (CAMIRE, 2007).

13
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Figure 2 : Hydrolyse de I’acétylcholine (LAOUAR, 2015).

1.2.1.3.1.2.-Structure de I’acétylcholinestérase :

Les séquences codantes pour I’AChE ont été clonées a partir d’espéces de Vertébrés et
d’Invertébrés telles que les insectes, nématodes, poissons, reptiles, oiseaux et plusieurs
mammiféres comme I’€tre humain. Un ou plusieurs geénes codent I’acétylcholinestérase chez
les invertébrés. 11 y a quatre génes chez Caenorhabditis elegans (Rhabditidae) un nématode,
deux geénes chez le puceron du coton Aphisgossypii (Glover 1877) (Aphididae) et le
moustique Culex pipiens (Linné, 1758) (Culicidae) (BADIOU et al., 2007).

La structure tridimensionnelle de I’AChE a été déterminée, par cristallographie, chez
la torpille (SUSSMAN et al., 1991), la drosophile (HAREL et al., 2000) et les mammiféres
comme I’homme (Bourne et al., 1995 ; Marchot et al., 1996 ; Kryger et al., 2000) ainsi
que celle de la BChE humaine (Nachon et al., 2002). Les domaines catalytiques de ces
enzymes sont organisés comme un ensemble globulaire de feuillets B et d’hélices a (pli o/p)
(photo10)

La structure publiée en 1991 était celle du dimere entier d’AChE. Chaque monomere est
constitué de 11 feuillets B et de 15 hélices a, ainsi que d’une courte portion de feuillet 3, a
I’extrémité N-terminale, qui n’est engagée dans aucune interaction avec le reste de la

structure. Le repliement global de 1’enzyme est typiquement celui de la famille des o/f

hydrolases (OLLIS et al., 1992).

14
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Figure 3 : Structure tridimensionnelle de la TcAChE de feuillets B et d’hélices a (MOREL et
al., 1999 ; SUSSMAN et al., 1991)

Dans le dimére, les deux monoméres sont liés, I’'un a 1’autre, par un « paquet » de 4
hélices a : deux hélices o de chaque monomere, dont I’hélice a C-terminale, participent a la
mise en place d’un accolement inter-résidus tres stable. Les cystéines C-terminales (Cys537)
de chacun des deux monomeres établissent entre elles un pont disulfure inter-chaines qui
stabilisera, covalemment, cette interface de dimérisation. On distingue, dans un monomere
d’AChE, deux domaines indépendants 1’'un de I’autre, et disposés de part et d’autre de la
gorge menant au site actif. Ces domaines correspondent en fait aux deux moitiés de la chaine
polypeptidique : le domaine constitu¢ des résidus 1 a 305 s’accolera en effet sur I’autre,

constitué des résidus 306 a 537 (MOREL et al., 1999).

1.2.1.3.1.3.-Site actif :

Le site actif, au sein duquel se trouve la machinerie catalytique, se subdivise en un

sous-site estérasique et un sous-site « anionique ».

Le site estérasique abrite la triade catalytique. Comme toutes les enzymes de la famille
des proteases a sérine, I’AChE possede une telle triade. Les résidus qui la composent, Ser200,
His440 et Glu327 ont été identifiés par mutagenese (GIBNEY, 1990). La Ser200 est au cceur
des deux étapes essentielles de la réaction catalytique. En effet, dans un premier temps, le
groupement acétyle d’une molécule d’ACh se lie a la Ser200 pour former I’intermédiaire
tétraédrique ; c’est I’étape d’acétylation. L’ACh est ensuite clivée, et la portion choline est
expulsée. Enfin, I’AChE est régénérée au cours de I’étape de déacétylation, et I’acétate est

expulsé. L’His440permet le transfert de proton nécessaire aux deux étapes sus-mentionnées.
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Le Glu327 permet a la fois de polariser I’His440 et de la maintenir dans une orientation

favorable a ce transfert.

La photo numéro 11 présente la structure du site actif, les résidus de la triade
catalytique, du trou oxyanion, du site anionique et de la poche acyle sont représentés par des
batonnets jaunes, orange, cyan et vert, respectivement. Les liaisons hydrogéne qui assurent le
maintien de la triade catalytique sont représentées par des tirets noirs. En face du site
estérasique, au fond de la gorge, se situe le site anionique. Est constitué des résidus Trp84,
Glul199 et Phe330. La charge positive du ligand sera effectivement stabilisée par 1’attraction
électrostatique du résidu Glu199, mais le sera beaucoup plus effectivement par son interaction
avec les ¢électrons w des noyaux aromatiques environnant. Les résidus Trp84 et Phe330 seront

les deux plus importants contributeurs a cette énergie de stabilisation (LAOUAR, 2015).

Figure 4 : Le site actif de la TCAChE (LAOUAR, 2015).

1.2.1.3.1.4.-Mécanisme catalytique :

L’AChE (acétylcholine acétyle hydrolase — EC 3.1.1.7) est une carboxylestérase de
type B, appartenant a la famille des sérines hydrolases (QUINN, 1987).

Le mécanisme catalytique des sérines hydrolases (figure 2), conservé, est le suivant:
- Formation du complexe michaélien.

- Attaque nucléophile de la sérine catalytique sur le substrat.

-Formation du ler intermédiaire tétraédrique.

- Libération du ler produit (choline).

- Attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur la sérine acylée.

- Formation du 2eme intermédiaire tétraédrique.

- Libération du 2eme produit (acétate) (LAOUAR, 2015).
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Figure 5 : Mécanisme général d’hydrolyse par une sérine hydrolase
(LAOUAR, 2015).

1.3.- Méthodes d’extraction :
Pour la présente étude deux extractions ont été réalise, une extraction a reflux de la
plante Urtica dioica récoltée et une extraction de I’enzyme cholinestérase a partir des larves

(L4) de Culex pipiens.

1.3.1.- Préparation des extraits végétaux :
1.3.1.1.-Principe :

L’extraction par reflux est une méthode d’extraction solide-liquide a chaud. Le
reflux permet la réalisation d’une extraction a une température constante (température de
reflux) égale a la température d’ébullition du solvant. Ainsi le solvant s’évapore et le
réfrigérant condense les vapeurs qui retombent dans le ballon, permettant au solvant d’étre
ainsi recyclé. Le chauffage (augmentant solubilité et transfert de matiére), 1’ébullition
(agitation) et le reflux (recyclage du solvant) permettent une extraction efficace avec un
appareillage relativement simple. Le chauffage a reflux est utilisé pour extraire efficacement
des composés phytochimiques (BONY'S, 2013).

1.3.1.2.-Mode opératoire :

L’extrait aqueux est obtenu par solubilisation des fractions actives dans de I’eau distillée et du

méthanol. 100 grammes de la poudre végétale est misent dans un ballon de 1000 ml capacité
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avec suffisamment de la solution aqueuse de méthanol (2:1) (2/3 de méthanol et 1/3 d'eau
distillée). Le ballon est surmonté par un refrigérant permettant la condensation des fractions
volatiles organiques lors d’extraction. Le mélange est porté a ébullition a 50°C pendant 6

heures (photo 12).

Photo 9: Montage d’extraction a reflux (Originale, 2018).

L’homogénat est refroidi et filtré a 1’aide d’un papier filtre. Pour éliminer le
méthanol, le filtrat est soumis a une évaporation sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif
muni d’une pompe a vide a une température de 50°C pendant 2 a 3 heures (photo 13).Le
produit obtenu, est un extrait aqueux conservé dans un bocal hermétiqguement fermé et couvert
par du papier aluminium. Qui servira par la suite aux tests biologiques (figure 3).

Photo 10 : Montage de rota vapeur pour I’élimination du solvant (Originale, 2018).

Les solutions (les extraits aqueux des feuilles) sont conservées dans des bouteilles bien
fermées et étiquetées, nous avons noté sur chaque bouteille le nom de I’espece et la date de

préparation.
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{ 1009 de la poudre de la plante étudiee }

500ml de méthanol + 250ml
d’eau distillée

Extraction a reflux (6 heures) a 50°C

Filtration

Filtrat Résidu végétal

Evaporation a 1’aide d’un Rota vapeur a 50°C

Extrait aqueux

Figure 6 : Protocole d’extraction par reflux.

1.3.2.-Extraction de I’enzyme acétylcholinestérase :
1.3.2.1.-Principe :

L’extraction de ’acétylcholinestérase est réalisée selon la méthode de liu et al, (2006),

les étapes doivent étre réalisées a froid afin d’éviter I’altération de I’enzyme (annexe I).
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1.3.2.2.-Mode opératoire :

Les larves sont amputées et homogénéisées individuellement dans un mortier.
L’homogénat est récupéré avec 0.5 ml d’eau glace et 1 ml d’'un mélange de 0.1 M tampon
phosphate (pH 7.5) contenant 0.1% d’un détergent : le triton X-100, afin d’éliminer les
impuretés et les lipides membranaires détruits par le détergent, une sédimentation est
effectuée par centrifugation a 10.000 g pendant 20 mn dans une centrifugeuse de type
SEGMA 6300, 5666. Le surnageat renfermant I’enzyme est récupéré a 1’aide d’une

micropipette

|.4.-Tests biologiques :

1.4.1.- Test de la mortalité :

On prépare les tubes contenant chacun 1ml d’eau et dans chaque tube on introduit 4
larves de stade L4 de Culex pipiens. Nous avons préparé une série de dilutions de: 20%, 40%,
60%, 80%, 100%, chaque dose est appliquée a 3 répeétitions, avec une preparation témoin, soit

un total de 72 larves et on note chaque heure la mortalité (figure 4).

Lots témoins Lots traités
Addition fie'SQOul d’eau Addition de 500yl
distillée d’extrait d’Urtica dioica
\ ) N— I
Y ~
1 1
o 4 & (B
Eau d_istillée Dilution Dilution Dilution Dilution Extrait pur
0% 20% 40% 60% 80% (100%0)
e A R m e maes e
— - g
—_—

4 individus dans chaque tube et trois

Figure 7 : Protocole d’étude de la mortalité.
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1.4.2.-Test de la fertilisation :
1.4.2.1.-Choix de la plante testée :
1.4.2.1.1.-Généralité :

Le sorgho, Sorghum vulgare Pers (synonyme : Sorghum bicolor (L.) Moench)
(ZOLIKPO, 2011) (photo 14) est une poacée originaire d'Afrique. C’est au nord-est de
I’ Afrique tropicale que I'on trouve la plus grande diversité d’espéces du genre Sorghum, aussi
bien chez les types cultivés que sauvages. L’introduction du sorgho en Amérique s’est faite
depuis I’Afrique de 1’Ouest avec le commerce des esclaves. Il est désormais cultivé partout
dans les zones arides d’Afrique, d’Asie, d’Amérique, d’Europe et d’Australie (LEPICIER,
2012).

Photo 11 : Sorghum vulgare (Sorgho) (BALOTA, 2012).

1.4.2.1.2.Description botanique :

Sorgho (photo15) est une plante annuelle atteignant 5 m de haut, a talle(s) unique ou

multiples, partant de la base ou des neeuds de la tige principale (LEPICIER, 2012).
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Figure 8 : Représentation du Sorghum vulgare (BROHAN, 2011).

1.4.2.1.2.- Position systématique du sorgho :

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida

Ordre : Cyperales

Famille : Poaceae

Genre : Sorghum

Espeéce : Sorghum bicolor (L. Moench) (synonyme : Sorghum vulgare

(ZOLIKPO, 2011) ; (OGTR, 2017).

1.4.2.1.3.- Importance économique et alimentaire des sorghos cultivés :

Le sorgho est une des especes de céréales les plus importantes en termes
d’alimentation humaine et animale au niveau mondial. Dans de nombreux pays en voie de

développement, il constitue un des pivots de la sécurité alimentaire (THERA, 2017).

Le rble de ses grains est important dans l'alimentation des habitants de ces régions,
voire primordial en conditions semi-arides. Le sorgho est également cultivé dans beaucoup
d'autres régions du Monde, pour étre distribué sous forme de grains ou de fourrage dans
I'alimentation des animaux domestiques (DEHAYNIN, 2007).
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La production en grains ainsi que les surfaces consacrees a sa culture placent le sorgho
au 5e rang mondial des céréales, loin derriere les trois plus importantes (blé, riz et mais). En
Afrique, il occupe la seconde place, avec une production représentant la moitié de celle du
mais Sur le plan mondial, le rendement moyen a I'hectare est de 1,3 tonne mais ce chiffre
couvre des disparités importantes (3,5 tonnes par hectare aux Etats-Unis a 0,7 en Afrique). En
région tempérée, le sorgho est actuellement réservé a l'alimentation animale, les productions
de sirop, de sucre, dalcool et d'amidon n'étant plus compétitives. En zone tropicale semi-
aride, la plante entiére est utilisée par des millions d'hommes. Les grains, riches en protéines,
sont transformés pour l'alimentation humaine ; les tiges servent de combustible et de matériau
de construction ; les résidus de récolte (tiges, feuilles) fournissent un complément de fourrage
pour le bétail (DEU et HAMON, 1994).

1.4.2.2.- Protocole expérimental :

On commence par peser 5g de terreau non salé avec 4% de CaCO3 pour chaque pot
a un diamétre de 3 cm ; nous réalisons un semis de dix (10) graines de Sorghum vulgare L
dans chaque pot. La premiére irrigation est effectuée par un apport de 2 ml/pot par I’extrait
aqueux de lortie, puis on rajoute 4ml de I’eau distillé jour aprés jour (photo 16).
L’expérimentation est suivie durant 18 jours en notant quotidiennement le taux de

germination, et le niveau de croissance des semis.

Photo 12 : Test de la fertilisation (Originale, 2018).
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1.5. Dosage biologiques :

1.5.1.Dosage de protéines :
1.5.1.1.- Principe:

Le taux de protéine est déterminé selon la méthode de Bradford (1976). Le dosage des
protéines est réalis¢ afin de déterminer 1’activité enzymatique spécifique qui exprime la
quantité de substrat hydrolysée en unité de temps présent dans le milieu réactionnel, ¢’est une
technique colorimétrique basée sur le changement de coloration de bleu de Coomassie lors de
sa fixation aux protéines. Ce réactif, rouge-brun a 1’état libre, prend une teinte bleue quand il
est 1i¢ aux protéines et par conséquent possede un coefficient d’extinction molaire élevé dans
le visible (& 595 nm) qui permet un dosage protéique simple et tres sensible. La teneur en
protéines en (mg/ml) est obtenue grace a une courbe d’étalonnage réalisée (Annexe IlI), en

utilisant le sérum albumine bovine (BSA) dans les mémes conditions expérimentales.

1.5.1.2. Mode opératoire :

100ul de I’échantillon a doser (contenant au maximum 50ug de protéine) est mélange
avec 2500ul de réactif au bleu de commassie, (Annexe I11). La lecture des absorbances est
réalisée a 595 nm apres 2 min. Le taux de protéine est déterminé a I’aide d’une gamme étalon

(0 a 100 pg de protéines) avec le sérum albumine bovin (BSA) (Annexe V).

1.5.2.-Mesure de P’activité de cholinestérase :
1.5.2.1.-Principe :

La mesure de [Dactivité enzymatique de cholinestérase repose sur la méthode
d’ELLMAN et al. (1961) par spectrophotométre, le substrat de I’enzyme dont on veut
mesurer [’activité est constitué de 1’acétylcholine, et d’un DTNB, dans une réaction
d’oxydoréduction consécutive a la réduction enzymatique de 1’acétylcholine en thiocholine et
acetate .le groupement thiol de la thiocholine réduit le chromogene DNTB en TNB (acide 5-
thio(2-nitrobenzoique ),composé jaune qui possede une absorbance maximale entre 412-415
nm. L’augmentation de la coloration dans le temps indique la formation de thiocholine qui est

le reflet de I’activité de I’enzyme (GHENABZIA, 2009).
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Figure 9 : Réaction colorimétrique d’Ellman (GHNIMI, 2015).

1.5.2.2.-Mode opératoire :

Le mélange réactionnel est réalisé directement dans la cuve de dosage. L’activité est
évaluée contre un blanc & 25°C, dans un tampon phosphate de sodium (0.1 mol *, p H 7.4) en
présence d’un volume de substrat et de DNTB (500ul) et d’un volume d’échantillon
(500ul).I’absorbance est mesurée a 412 nm pendant 5 min avec un intervalle de 60 S entre
chaque mesure sur un spectrophotometre. L’activité enzymatique se calcule par la formule

suivante:

ADOV
A=(t2—t1).ed.x

ADO : variation de la densité optique a412 nm

t; : temps initial de lecture.

t, : temps final de lecture aprés un intervalle de 60 s

¢ : Coefficient d’extinction spécifique de I’acide dithiobis-nitrobenzoique a412 nm
pour une réponse en nanomoles transformés, estimé & 13,6.10°mol™ .cm *
d : épaisseur de la cuve 1 cm.
V : volume de milieu d’incubation dans la cuve en ml

X: prise d’essai en ml

A : Activité enzymatique en nanomoles .min™.ml™.

L’activité enzymatique spécifique qui désigne I’activité cholinesterasique par rapport a

la quantité de protéines dans le milieu se calcule suivant I’équation :
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As= A/P
As: Activité enzymatique spécifique en nanomoles .min™.ug de protéine.
A: Activité enzymatique en nanomoles .min™.ml™.

P : concentration en protéine (ug/ml).

|.6.Exploitation des résultats :

1.6.1. Taux de la mortalité :

La mortalité est le premier critére de jugement de 1’efficacité d’un traitement chimique
ou biologique le pourcentage de la mortalité observée chez les larves de culex témoins et

traités, est estimé en appliquant la formule suivante :

Mortalité observée= (Nombre de morts/ Nombre totale des individus) x100
(OULED EL HAD!J et al, 2006).

1.6.2. Temps de mortalité (TLso) :

Le temps létal 50 (TLsg), correspond au temps nécessaire pour que 50% des
individus d’une population morte suite a un traitement par une substance quelconque. Il est
calculé a partir de la droite de régression des probits correspondants au pourcentage de la
mortalité corrigée en fonction des logarithmes du temps de traitement, il a utiliseé, la formule
de SCHNEIDER et la tables des probits (KEMASSI, 2014).Formule de SCHNEIDER :

MC= [M2-M1/100-M1] x 100
*MC% de mortalité corrigée.
*M2% de mortalité dans la population traitée.

*M1% de mortalité dans la population témoin.

1.6.3. Dose létale (DLsp) :

La Dose Létale 50 (DLsg) correspond a la quantité d’une matiére, administrée en une
seule fois, qui cause la mort de50% (la moiti¢) d’un groupe traité. La DLs est une fagon de
mesurer le potentiel toxique a court terme (toxicité aigué) d'une matiere. Pour la présente
étude, la méthode des probits est suivi (KEMASSI, 2014).
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1.6.4.-Taux de germination :

La germination est une période transitoire au cours de laquelle la graine qu’était a
I’état de vie latente, manifeste une reprise des phénomeénes de multiplication et d’allongement
cellulaire. La germination correspond au passage de 1’état de vie ralentie a I’état de vie active,
que les réserves qui jusque I’assuraient le métabolisme résiduel de 1’embryon vont étre
activement métabolisées pour assurer la croissance de la plantule (MEDJOURI et LAIB,
2016).

Le taux de germination est déterminé a partir du nombre total des graines met en

germination et le nombre des graines germée (AHOTON, 2009), en effet, le taux de

germination est calculé par la formule suivante :

TG%= Mombre des graines germée =100

Nombre des graines semies

1.7.-Analyse statistique :

Les traitements des donnees obtenues fait appel a des approches statistiques. D'apreés
DAGNELIE (1975) I’analyse de la variance consiste a étudier la comparaison des moyennes a
partir de la variabilité des échantillons. L’analyse de la variance ANOVA est utilisée pour
I’analyse des résultats apres le test de normalité. 11 permet suivant le niveau de la signification
de déterminer I'influence des facteurs étudi€s ou des interactions entre les facteurs. Afin de
rechercher les relations entre les différents paramétres étudiés et I’influence d’un variable sur

un autre, un test de corrélation est réalisé.

Les résultats obtenus pour chaque parametre biochimique seront interprétes
statistiquement a I’aide du logiciel «STATISTICA version 10.FR- copyright 2011».
La probabilité inférieure a 0,01 donne un effet hautement significatif, a 0,05 un effet
significatif et pour une probabilité supérieure a 0,05, il est consideére que I’effet n’est pas

significatif.
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CHAPITRE I1- Résultats et discussion:

Le présent chapitre vise a présenter les résultats sur I’effet biologique des extraits aqueux
obtenus par une extraction a reflux des feuilles d’Urtica dioica (Ortie). Les paramétres mesurés sont
la mortalité, la dose létale 50 (DL so), les temps létaux 50 (TLsop) de [Dextrait, I’activité de
cholinestérase, 1’activité spécifique, le taux de protéines, ainsi que 1’étude de 1’activité fertilisante

sur Sorghum Vulgare (Sorgho).
I1.1.-Effets de I’extrait aqueux sur la mortalité :

La variation de taux de la mortalité cumulée observée des larves (L4) de Culex pipiens au
niveau de différents lots témoins et traités par 1’extrait aqueux d’Urtica dioica a différentes
concentrations (100% ,80%, 60%,40% 20%) sont regroupé dans le tableau 1

Tableau 1- Taux de mortalité cumulée observe chez les larves (L4) de Culex pipiens témoins et

traitées par I’extrait aqueux des feuilles d’Urtica dioica.
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Lots expérimentaux

Temps Témoin Culex pipiens (L,) traités par I’extrait aqueux d’Urtica dioica
(heurs) Doses

20% 40% 60% 80% 100%
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 8,33 16 ,66 25 50 83,33
5 0 8,33 16,66 33,33 75 83,33
6 0 8,33 16,66 33,33 75 83,33
7 0 8,33 25 58,33 83,33 91,66
8 0 8,33 33,33 58,33 91,66 91,66
9 0 8,33 33,33 66,66 91,66 100
10 0 16,66 33,33 91,66 91,66 100
11 0 16,66 66,66 100 100 100
12 0 16,66 83,33 100 100 100
13 0 16,66 83,33 100 100 100
14 0 33,33 83,33 100 100 100
15 0 33,33 83,33 100 100 100
16 0 33,33 83,33 100 100 100
17 0 33,33 83,33 100 100 100
18 0 33,33 83,33 100 100 100
19 0 33,33 83,33 100 100 100
20 0 33,33 83,33 100 100 100
21 0 33,33 83,33 100 100 100
22 0 33,33 83,33 100 100 100
23 0 33,33 83,33 100 100 100
24 0 50 91,66 100 100 100
25 0 50 91,66 100 100 100
26 0 50 91,66 100 100 100
27 0 58,33 91,66 100 100 100
28 0 58,33 91,66 100 100 100
29 0 58,33 91,66 100 100 100
30 0 66,66 91,66 100 100 100
31 0 66,66 91,66 100 100 100
32 0 66,66 91,66 100 100 100
33 0 66,66 91,66 100 100 100
34 0 66,66 91,66 100 100 100
35 0 83,33 91,66 100 100 100
36 0 83,33 91,66 100 100 100
37 0 83,33 91,66 100 100 100
38 0 83,33 91,66 100 100 100
39 0 83,33 91,66 100 100 100
40 0 83,33 91,66 100 100 100
41 0 83,33 91,66 100 100 100
42 0 83,33 91,66 100 100 100
43 0 83,33 91,66 100 100 100
44 0 83,33 91,66 100 100 100
45 0 83,33 91,66 100 100 100
46 0 83,33 91,66 100 100 100
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47 0 83,33 91,66 100 100 100
48 0 83,33 100 100 100 100
49 0 83,33 100 100 100 100
50 0 83,33 100 100 100 100
51 0 83,33 100 100 100 100
52 0 83,33 100 100 100 100
53 0 83,33 100 100 100 100
54 0 91,66 100 100 100 100
55 0 91,66 100 100 100 100
56 0 91,66 100 100 100 100
57 0 91,66 100 100 100 100
58 0 91,66 100 100 100 100
59 0 91,66 100 100 100 100
60 0 91,66 100 100 100 100
61 0 91,66 100 100 100 100
62 0 91,66 100 100 100 100
63 0 91,66 100 100 100 100
64 0 91,66 100 100 100 100
65 0 91,66 100 100 100 100
66 0 91,66 100 100 100 100
67 0 91,66 100 100 100 100
68 0 91,66 100 100 100 100
69 0 91,66 100 100 100 100
70 0 91,66 100 100 100 100
71 0 91,66 100 100 100 100
72 0 100 100 100 100 100

Les résultats de tableau 1 rapportent que le taux de la mortalité cumulée varie selon les
concentrations ; les valeurs rapportées pour le lot ttmoin sont plus faible que celles notées pour les
lots traites. L’extrait aqueux d’Urtica dioica engendre une mortalité larvaire totale de 100% chez
les larves L4 de Culex pipiens, pour les lots traités par ’extrait aqueux pur des feuilles d’Urtica
dioica. Le pourcentage de mortalité augmente en fonction de la concentration en extrait
appliqué, un pourcentage de mortalité de 91,66 %, 66,66% , 33,33% et 8,33% respectivement
est noté au niveau du lot traité par I’extrait des feuilles a 80%, 60% , 40% et 20% de

concentration.

11.2.-Effet sur la cinétique de la mortalité :

Suite a I’exposition des larves L4 de Culex pipiens aux différentes concentrations d’extrait
aqueux d’Urtica dioica, un suivi expérimental pendant 72 heures (3 jours) et réalisé. La figure 6
illustre la cinétique de la mortalité cumulée des larves de Culex pipiens au niveau de différents lots

traités et témoin.
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Figure 10 : Cinétique de la mortalité cumulée observée chez les larves (L,) de Culex pipiens

témoins et traitées par I’extrait aqueux foliaire d’Urtica dioica (Ortie).

Au vu des résultats, le temps révelent un taux de mortalité maximale 100% chez les larves

(L4) de Culex pipiens traités par les extraits aqueux non dilués (100%). (figure 6)

En effet les taux de mortalité cumulée des larves augmentent chaque heure pour atteindre un
taux maximal (effet cumulatif, la mort se produit aprés I’accumulation d’une certaine quantité de

I’extrait dans le corps des insectes). Un taux de mortalité de 100% est atteint au bout de 72 heures.

Les tests biologiques de MERABTI et al., (2015) ont montré que 1’extrait aqueux des fruits
de Citrullus colocynthis a une toxicité éleve contre les deux especes (Culex pipiens et Culiseta
longiareolata). Le taux de mortalité des larves de Culex pipiens a été significativement variable
avec les différentes concentrations et le temps d’exposition. Il augmente avec 1’augmentation de la
concentration et le temps d’exposition. Le taux de mortalité le plus élevé (100%) a été observé a

partir de100 mg/L aprés 72 h d’exposition, ou avec la dose de 200 mg/L apres uniquement48h.

KEMASSI et al.,(2015) notent que chez les larves du Culex pipiens traitées a ’aide de
I’extrait aqueux d’Euphorbia guyoniana, le taux de mortalité varie en fonction de la concentration
en extrait, cette action est probablement liée a la concentration des extraits en molécules actives

capable de tué les larves.

D’aprés LAOUIRA (2014) qui confirme I’effet insecticide des poudres des feuilles de quatre
plantes testées, dont laurier rose est classé premier de point de vue toxicité, suivit
respectivement par I’Eucalyptus, I’Ortie et le Faux poivrier. Les résultats indiquent que les poudres

des feuilles de ces plantes se sont avérées trop toxiques vis-a-vis des adultes de Drosophila
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melanogaster avec des taux de mortalité trés élevés par rapport au myrte et a I’olivier, qui pour ce

cas, se sont avérés sans effet significatif sur la mortalité des adultes de Drosophila melanogaster.

ZOUAOUI (2007) évalué l'effet de I’extrait aqueux de la plante Laurus nobilis sur I'aspect
toxique des larves de moustiques (Culex pipiens), Cet extrait montre une activité larvicide avec une
relation dose-réponse, une toxicité élevee au niveau du stade larvaire 2, comparativement aux stades
Ls et L,. Cette sensibilité est encore plus élevé lorsque I'exposition des larves aux insecticides est
prolongée dans le temps (48h et 72h).

AQUINTY et al ., (2006) montre que apres avoir exposé des larves du stade 4 de I’espéce C.
pipiens aux différentes concentrations des cing extraits aqueux pendant 24 h, le taux de mortalité
varie selon les concentrations. Pour tous les extraits, a I’exception de celui du laurier rose, la
mortalité des larves atteint un taux de 100 % a partir d’une concentration de 4 %. Cependant, dans
I’extrait du Ricinus communis, la mortalité est plafonnée a 100 % des la concentration de 1 %. De
I’ensemble de ces résultats un premier classement de I’efficacité toxique des extraits testés est mis
en évidence, ainsi les extraits les plus toxiques sont ceux des feuilles du ricin et du bois de thuya et

le moins toxique celui des feuilles du laurier rose.

11.3.-Dose létale (DLsg) d’extrait foliaire d’Urtica dioica sur les larves (L) de

Culex pipiens :

Tableau 2 : Mortalité corrigée et probits correspondants en fonction de la concentration de ’extrait

appliqué
Doses Mortalité corrigéee
Pourcentage  Concentration Log [Cmgmi] Pourcentage Probits
(%) (mg/ml) (%)
100 0,1068 -0,9714 100 7,614
80 0,0854 -1,0685 91,66 6,37268
60 0,0640 -1,1938 66,66 5,4288
40 0,0427 -1,3695 33,33 456028
20 0,0213 -1,6716 8,33 3,59566
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Tableau 3 : Equation de régression, coefficient de régression et les valeurs de DLsp pour ’extrait

aqueux d’Urtica dioica

Equation de Coefficient de  Dose létale 50
Organe regression régression [mg/ml]
feuille Y=5,4278x+12,326 R°=0,924 DL50%=0.0446

Q
y=5,4278x + 12,326 7
R*=0,924

6

2 .
0 &
o — a
Q_ J

-1,8 -16 -1,4 -1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0
log C (mg/ml)

Figure 11 : Relation entre la mortalité corrigée des larves (L,) de Culex pipiens et la dose de

I’extrait aqueux foliaire d’Urtica dioica (Ortie).

Les tests de I’effet des extraits d’Urtica dioica ont été effectués sur larves (Ls) de Culex
pipiens, afin d’estimer les doses entrainant une mortalité de 50% d’individus selon le mod¢le des
Probits. Au vu des résultats, il est notée que la concentration qui cause la mortalité de 50% des

larves par I’extrait aqueux des feuilles est de DLso = 0.0446 mg/ml.

Selon AQUINTY et al ., (2006) Les CLsg calculées pour des larves du quatriéme stade (L4)
de I’espéce Culex pipiens sont montré que parmi les 5 extraits testés, deux se sont réveélés
intéressants en terme de toxicité, 1’extrait de T. articulata et celui du R. communis. Ils présentent en

effet les CL50 les plus faibles qui sont respectivement de 530 mg/I et de 600 mg/I.

EL-AKHAL et al.,(2014) ont évalué I’activité larvicide sur les larves de Culex pipiens de
I’huile essentielle de Tyhmus vulgaris. Elle a montré une intéressante activité larvicide envers

I’espéce Culex pipiens, avec une valeur de 103 ppm pour la CL50.

33



CHAPITRE 11 Résultats et Discussion

ZOUAOUI (2007) informe que I’application de extrait aqueux de Laurus nobilis chez les
larves de Cx pipiens a permis d’établir les doses létales, DL50 des L2 pendant, 24h, 48h et
72h(568.88, 584.44, 391.93 mg/l)respectivement, L3 pendant, 24h, 48h et 72h (1309.894, 1002.423,
658.291) respectivement et les DL50 des L4 sont(949.67, 1309.89, 936.723) respectivement.

11.4.-Temps létale 50 (TLso) d’extrait foliaire d’Urtica dioica sur les larves (L,) de

Culex pipiens

Les calculs de temps létal 50% (TLso) ont été effectues en dressant la droite de régression
des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des logarithmes
des temps de traitement. Les données sont groupées en classe de temps, dans cette étude en heure.
Les méthodes danalyse de survie permettent d'associer la fréquence et le délai de survie de

I'événement étudié qui est la mort des insectes.

Le temps qui écoule entre le début du traitement et la date de la derniere observation est
étudiée. A la derniére heure du comptage le nombre de survivants, est noté. Les mortalités et les
probits correspondants sont illustrés dans le tableau 4, ainsi les droites de régressions

correspondantes sont illustrées dans le tableau 5.

Tableau 4 : Probits correspondants aux pourcentages de la mortalité corrigée en fonction du temps
enregistrés chez les larves de Culex pipiens traitées par 1’extrait aqueux d’Urtica dioica a

différentes concentrations.

Temps Log de Probits de pourcentage de la mortalité corrigée chez les larves
(heurs) temps L4 (Culex pipiens) traité par I’extrait d’Urtica dioica (I’ortie)
Doses
100% 80% 60% 40% 20%

1 0 - - - - -

2 0,30 - - - - -

3 0,47 - - - - -

4 0,60 5,9544 5 4,326 4,0264 3,59566

5 0,69 5,9544 5,674 4,56028 4,0264 3,59566

6 0,77 5,9544 5,674 4,56028 4,0264 3,59566

7 0,84 6,37268 5,9544 5,20224 4,326 3,59566

8 0,90 6,37268  6,37268 520224  4,56028 3,59566

9 0,95 7,6140 6,37268 5.4288 4,56028 3,59566

10 1 7,6140 6,37268  6,37268  4,56028 4,0264

11 1,04 7,6140 7,6140 7,6140 5,4288 4,0264

12 1,07 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,0264

13 1,11 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,0264
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14 1,14 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
15 1,17 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
16 1,20 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
17 1,23 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
18 1,25 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
19 1,27 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
20 1,30 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
21 1,32 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
22 1,34 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
23 1,36 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544 4,56028
24 1,36 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5

25 1,39 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5

26 1,41 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5

27 1,43 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,20224
28 1,44 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,20224
29 1,46 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,20224
30 1,47 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,4288
31 1,49 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,4288
32 1,50 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,4288
33 1,51 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,4288
34 1,53 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,4288
35 1,54 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
36 1,55 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
37 1,56 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
38 1,57 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
39 1,59 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
40 1,60 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
41 1,61 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
42 1,62 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
43 1,63 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
44 1,64 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
45 1,65 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
46 1,66 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
47 1,67 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268 5,9544
48 1,68 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544
49 1,69 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544
50 1,69 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544
51 1,70 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544
52 1,71 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544
53 1,72 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 5,9544
54 1,73 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
55 1,74 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
56 1,74 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
57 1,75 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
58 1,76 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
59 1,77 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
60 1,77 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
61 1,78 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
62 1,79 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
63 1,79 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
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64 1,80 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
65 1,81 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
66 1,81 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
67 1,82 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
68 1,83 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
69 1,83 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
70 1,84 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
71 1,85 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 6,37268
72 1,85 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140 7,6140

Tableau 5 : Equation des droites de régression, coefficients de régressions et les valeurs deTLso

évaluées pour les cinq concentrations de 1’extrait aqueux.

Concentration Equation de Coefficient de  1€mps létal 50

(%) régression régression (egThI?aﬁ)re)
100 Y=0,832x+6,266 R?=0,436 0,03
80 Y=1,257x+5,570 R?=0,532 0,35
60 Y=1,856x+4,596 R?=0,532 1,65
40 Y=3,069x+1,958 R?=0,886 9,79
20 Y=2,959x+1,051 R?=0,933 21,60

Au vu des valeurs de la TLsy de chaque concentration en extrait aqueux foliaire d’Urtica
dioica présenté dans la tableau 5 et la droite de régression des probits en fonction du logarithme des
durées de traitement présenté dans la figure 8, il apparait que les extraits foliaires d’Urtica dioica a
100% et 80 % présentent une valeur minimale de TLsy avec respectivement 0,03 et 0,35, donc
semblent les plus toxiques que les autres concentrations. Cela signifie une rapidité d’action
particuliére vis-a-vis les larves (L4) de Culex pipiens. Pour les autres concentrations le temps létale
pour 50% des individus augmentent avec la diminution de la dose, il est de 1,65 pour la dose 60% |,
de 9,79 pour la dose 40%, cependant la valeur maximale de TLso corresponde a la dose la plus

faible de I’extrait aqueux de 20% soit 21,60.

D’aprés LAOUIRA (2014), La valeur de TLso la plus courte est enregistrée chez
Drosophila melanogaster nourrie par la poudre de Laurier rose soit 14,21 heures. Elle est suivit par
les poudres du Faux poivrier, d’Eucalyptus et de 1’Ortie respectivement avec des durées de
17,38 heures, 17,56 heures et 28,93heures. Alors que le TL50 le plus long s’observe pour la
poudre du myrte avec 56,83 heures, soit 2 jours et 10 heures, suivit en fin, par la poudre

d’olivier représentée par 120,82 heures, soit 5 jours et 2 heures.
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Figure 12 : A, B, C, D, E, Action de I’extrait aqueux foliaires de I’Urtica dioica sur les larves (L4) de Culex

pipiens.
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Figure 13 : Temps létale de 50 des larves (TLso) a différentes doses de I’extrait aqueux
d’Urtica dioica (Ortie).

11.5.-Etude de ’effet toxique des extraits aqueux de 1’urtica dioica sur I’activité

d’enzyme cholinestérase :

Les résultats de ’action de différentes doses d’extrait d’Urtica dioica sur I’activité
cholinestérasique chez les larves de stade 4 de Culex pipiens sont illustres dans la figure 10. Il
semble que la diminution de 1’activité d’enzyme cholinestérase est inversement proportionnelle a la

dose de l'extrait.

Ainsi il apparait des variations trés importantes de 1’activité cholinestérasique entre les
larves témoins qui sont de 5.59+0.35nanomole /mn/ml et les larves traités. Les valeurs sont de
5.53+£1.33 nanomole /mn/ml pour les larves traitées par la dose 20%, de 4.88+2.70 nanomole
/mn/ml pour les larves traités par la dose 40%, de 4.54+0.93 nanomole /mn/ml pour les larves
traités par la dose 60% et de 3.99+0.48 nanomole /mn/ml, pour les larves traités par la dose 80%,

I’activité cholinestérasique la plus faible est de 2.89+0.48 enregistré pour la dose 100%.

L’analyse de la variance de I’effet de I’extrait foliaire de la plante Urtica dioica sur
I’activité d’enzyme cholinestérase montre une différence trés hautement significative dans les
valeurs de I’activité d’enzyme cholinestérase rapportées chez les larves traités par les doses (100%
,80%, 60%,40% 20%) avec un facteur F égale a F = 595,5379; P = 0.000011, F = 389,4744; P =
0.000026, F = 155,6069; P = 0.000161, F = 37,04046; P = 0.002624 et F = 149,9226; P = 0.000173

respectivement, comparativement aux larves témoins.
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Figure 14 : Activité cholinestérasique chez les larves de stade 4 de Culex pipiens témoins et

traités par différentes dose d’extrait de 1’Urtica dioica (ortie).

GHNABZIA (2009) rapport que les différentes doses de Kiuk 200SL (inhibiteur de
cholinesterase), entrainent une inhibition de I'acétylcholinestérase, chez le criquet pelerin
(Schistocerca grégaria). L'activité cholinestérasique pour la dose 8g de Kiuk 200SL est de 3.81
+3.68 nmole/min/ml pour les individus males et 5.6 + 5.98 nmole/min/ml pour les femelles par
rapport aux individus témoins males et femelle avec respectivement 43.65+13.69 nmole/min/ml et

84.73+24.26 nmole/min/ml; I'inhibition persiste 24 heures apres traitement.

Les travaux de HAMID OUDJANA (2009) observés, 24 h apres traitements a différentes
doses chez les individus de S.gregaria, apparait semblable aux valeurs notées avant 24 h, une
activité de 24,81+4,91 nanomole/min/ml chez les individus femelles et un taux moyen de
cholinestérase de 28,99+8,00 nanomole/min/ml chez les individus méales ayant recu la dose de 2g de

Malatox EC50/1 un insecticide organophosphorés inhibiteur de cholinestérase.

En 2017 HAMID OUDJANA montre que les mesures neurochimiques laissent apparaitre
une chute de ’activité cholinesterasique chez les femelles de 16,34 +1,44nanomole /mn /ml et chez
les males de 8,08+1,94 nanomole /mn /ml du criquet pelerin traités par les 1’extrait foliaire de C.

vulgaris. Cette diminution est plus perceptible pour les males par rapport aux femelles.
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11.6.-Etude de I’effet toxique des extraits aqueux de I’Urtica dioica sur le taux de

protéines :

Les résultats relatifs aux taux de protéines chez les larves de stade 4 de Culex pipiens
témoins et traités a différentes concentration de ’extrait foliaire de 1’Urtica dioica sont présentés
dans la figure 11. Les larves témoins enregistrent un taux de protéines égal & 240,03 £ 2,16pg/ml.

Il apparait une diminution du taux de protéines chez les larves traités, les valeurs sont de 117,53 +
3,555ug/ml a la dose 100%, de 139,47+1,748ug/ml a la dose 80%, de 148,92+0,609 pg/ml pour la
dose 60%, et de 159,471,748 pg/ml pour la dose 40% et de 202,53+3,162ug/ml pour la dose 20%.
L’analyse de la variance pour les valeurs du taux de protéines montre une différence treés hautement
significative rapportées chez les larves traités par les doses (100% ,80%, 60%,40% et 20%) avec un
facteur F égale & F = 143568,3 ; P = 0.000007, F = 154333,8; P = 0.000006, F = 160357,9; P =
0.000006, F = 166251,6 ; P = 0.000006 et F = 198147,8; P = 0.000005, respectivement,

comparativement aux larves témoins.
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Figure 15: Taux de protéines chez les Culex pipiens (L4) traités a différentes doses de I’extrait des
feuilles de 1’Urtica dioica (Ortie).

BEN DAHOU et FILI (2017) montrent que les résultats relatifs aux taux de protéines
chez les individus adultes de Drosophiles témoins et traités a différentes concentration de 1’extrait
foliaire de P. harmala enregistrent une diminution du taux de protéines chez les individus traités, les
valeurs sont de 10.5 + 6.71ug/ml a la dose 100%, de 16.1+ 10.81 pg/ml a la dose 80% ,de 20.1+
13.75ug/ml pour la dose 60%, et de 29.4+ 20.50 pg/ml pour la dose 40% et de 20,79+14.55ug/ml
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NADJI (2011) note que le taux de protéines totales dans les larves du quatriéme stade de
Culiseta longiareolata et Aedes vexans, montre une différence significative entre les deux espéces.
Le contenu des protéines chez les larves du quatriéme stade de Culiseta longiareolata est plus élevé

que les larves d’Aedes vexans,

[1.7.-Etude de ’effet toxique des extraits aqueux de 1’Urtica dioica sur ’activité

Spécifique :

Les résultats de 1’action de différentes doses d’extrait de 1’Urtica dioica sur 1’activité
cholinestérasique spécifique chez les larves de stade 4 de Culex pipiens sont illustres dans la figure
12.11 apparait des variations de I’activité entre les larves témoins qui sont de 0,023 + 0.013
nanomole /mn/pg. Apres traitement par I’extrait de 1’ortie a la dose 20%, ’activité spécifique est de
0,020 £0.012nanomole /mn/ug, la dose 40% I’activité spécifique est de 0,031+0.018nanomole
/mn/pug, la dose 60% et 80%, l’activité spécifique est de 0,030+0.018 et 0,029+0.017
respectivement nanomole /mn/ug, pour la dose 100% I’activité est de 0,024+0.015 nanomole
/mn/ug. 1l semble que l'activité spécifique diminue ou augmente 1’égerment par rapport aux

individus témoins.
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Figure 16 : Activité spécifique cholinestérasique chez les Culex pipiens (L) traités a différentes

doses d’extraits des feuilles de 1’Urtica dioica.

D’aprés HAMID OUDJANA (2009) Pactivité spécifique semble étre lier au taux de
protéines et a I’activité cholinestérasique qui est inversement proportionnelle a la dose de la toxine,
GALGANI et al., (1983) montre que l'inhibition d’enzyme ainsi que I’altération de protéines

peuvent induire une chute d’activité spécifique .
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GHNABZIA (2009) constaté que la diminution de 1’activité spécifique coincide avec la
chute de l'activité cholinesterasique cérébrale, I'inhibition de I'acétylcholinestérase provoque une
accumulation anormale de l'acétylcholine dans les tissus, les récepteurs étant, saturé en
acétylcholine, la membrane demeure dépolarisée ce qui a pour effet de stopper la transmission

nerveuse dans la portion cholinergique de systéme nerveux.

11.8.- Effet des extraits végétaux sur le taux de germination des semences :

La variation de taux de la germination de Sorghum vulgare au niveau de différents lots
témoins et traités par 1’extrait aqueux d’Urtica dioica a différentes concentrations (100% ,80%,
60%,40% 20%) sont regroupés dans le tableau 6.

Les résultats de tableau 6 et de la figure 13 rapportent que le taux de germination varie
selon les concentrations ; les valeurs rapportées pour le lot témoin sont plus faible que celles notées
pour les lots traités (doses 20% et 40%). pour la dose 60%, elle entraine une convergence dans le
taux de germination de Sorgho comparativement aux témoins non traités.

Contrairement les fortes doses 80 % et 100% entrainent une réduction significative du taux de

germination des semences de Sorgho.

Tableau 6 : Taux de germination de Sorghum vulgare témoins et traitées par ’extrait aqueux des

feuilles d’Urtica dioica.

Lots expérimentaux

Sorghum vulgare témoins et traitées par I’extrait aqueux d’Urtica dioica

Les jours Taux de germination (%)
Témoins 20% 40% 60% 80% 100%
1 5 2,5 5 2,5 - -
2 17,5 37,5 22,5 20 5 2,5
3 20 42,5 25 20 5 5
4 20 42,5 25 20 5 5
5 20 42,5 25 20 5 5
6 27,5 42,5 25 20 5 5
7 27,5 42,5 25 20 5 5
8 30 52,5 32,5 25 7,5 5
9 30 55 32,5 27,5 7,5 5
10 30 57,5 37,5 30 12,5 5
11 30 57,5 37,5 30 12,5 5
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Figure 17: Taux de germination de Sorghum vulgare (Sorgho) traités a différentes doses de
I’extrait des feuilles de I’Urtica dioica (Ortie).

DABIRE (2004) montre que l'extrait aqueux des feuilles de Calotropis procera, aux doses 8
% et 12% d'émulsion et des écorces de Balanites a la dose forte 12%, ont sensiblement augmenté le

taux de germination des semences par rapport aux témoins non traités.

Ainsi l'application de I'extrait aqueux des racines de S. longepedonculata sur les semences
de mil a fait baisser significativement leur taux de germination. L'extrait aqueux d'E. alba a la dose
forte 12% a également entrainé une réduction significative du taux de germination des semences de
mil comparativement aux témoins non traités. Le traitement des semences a I'huile essentielle de
Citronnelle a entrainé une inhibition complete de la germination des semences de mil. La réduction
du taux de germination des semences de Sorgho suite a I'emploi de I'huile est également importante.
L'huile essentielle d'Eucalyptus a aussi affecté négativement le taux de germination des semences
de mil et de Sorgho de facon significative comparativement au témoin non traité mais a un degré

moindre par rapport a celle de la Citronnelle.

KEMASSI et al, 2015, informent que I’extrait aqueux foliaire ou racinaire pur ou dilué a
50% de Pergularia tomentosa engendre une inhibition totale de la germination des graines d’orge
aprés 10 jours de suivi quotidien. Selon les résultats obtenus, le taux maximum de germination est
de 70% au niveau du lot traité par I’extrait foliaire a 25%. Alors que pour les autres concentrations,

les taux de germination signalés varient entre 83,33% a 93,33%.
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BOYRIE, 2016, note que L’extrait d’ortie s’utilise comme phytostimulant: il stimule la
fertilisation et les défenses naturelles des plantes vis-a-vis de certaines maladies ou d’invasions de

parasites.
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Conclusion générale

Le but de la présente étude était d’évaluer l'extrait aqueux foliaire de I’ortie (El herayeg)
Urtica dioica par I’étude de ses activité anticholinéstérasique sur les larves de quatriéme stade de

Culex pipiens et fertilisante sur Sorghum vulgare.

Suite a I’exposition des larves L4 de Culex pipiens aux différentes concentrations (100%
,80%, 60%,40% 20%) d’extrait aqueux d’Urtica dioica, les taux de mortalité cumulée des larves
augmentent chaque heure pour atteindre un taux maximal avec une mortalité larvaire totale 100%
pour les lots traités par 1’extrait aqueux pur, les autres lots traités, montrent un pourcentage de
mortalité qui augmente en fonction de la concentration en extrait appliqué, un pourcentage de
mortalité de 91,66 %, 66,66% , 33,33% et 8,33% respectivement est noté au niveau du lot traité
par Pextrait des feuilles a 80%, 60% , 40% et 20% de concentration .Un taux de mortalité de

100% est atteint au bout de 72 heures.

Au vu des résultats, il est notée que la concentration qui cause la mortalité de 50% des larves
par ’extrait aqueux des feuilles est de DLsy = 0.0446 mg/ml, avec des valeurs de la TLso de
chaque concentration en extrait aqueux foliaire il apparait que les extraits foliaires d’Urtica dioica a
100% et 80 % presentent une valeur minimale de TLso avec respectivement 0,03 et 0,35mais pour
les autres concentrations le temps Iétale pour 50% des individus augmentent avec la diminution de
la dose, il est de 1,65 pour la dose 60% , de 9,79 pour la dose 40%, cependant la valeur maximale

de TLsp corresponde a la dose la plus faible de I’extrait aqueux de 20% soit 21,60.

Ainsi il apparait des variations trés importantes de 1’activité cholinestérasique entre les
larves témoins qui sont de 5.59+0.35nanomole /mn/ml et les larves traités. Les valeurs sont de
5.53+1.33nanomole /mn/ml pour les larves traités par la dose 20%, de 4.88+2.70nanomole /mn/mi
pour les larves traités par la dose 40%, de 4.54+0.93 nanomole /mn/ml pour les larves traités par la
dose 60% et de 3.99+0.48nanomole /mn/ml, pour les larves traités par la dose 80%, ’activité
cholinestérasique la plus faible est de 2.89+0.48 enregistré pour la dose 100%. L’activité spécifique
est variée selon la dose de I'extrait, qui prend une valeur maximale a la dose 40%. 0,031+0.018
nanomole /mn/ug. pour le taux de protéines Il ya une diminution des larves traités, les valeurs sont
de 117,53 + 3,555ug/ml a la dose 100%, de 139,47+1,748ug/ml a la dose 80%, de 148,92+0,609
pg/ml pour la dose 60%, et de 159,47+1,748 pg/ml pour la dose 40% et de 202,53+3,162ug/ml

pour la dose 20%.
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D’autre part, le taux de germination de Sorghum vulgare au niveau de différents lots
témoins et traités par 1’extrait aqueux d’Urtica dioica (ortie) a différentes concentrations (100%
,80%, 60%,40% 20%) varie selon les concentrations de I’extrait, la valeur la plus élevée est
enregistrée au niveau des pots traités avec la dose la plus faible (20%) .Les valeurs des lots témoins
sont plus faible que celles notées pour les lots traitement (doses 20% et 40%).Pour la dose 60%
entrainé une convergence dans le taux de germination de Sorgho comparativement aux témoins non
traités mais contrairement au forts doses 80 %et 100% presque entrainé une réduction significative

du taux de germination des semences de sorgho.

L’analyse de la variance de I’effet de I’extrait foliaire de la plante Urtica dioica sur
I’activité d’enzyme cholinestérase montre une différence significative dans les valeurs de ’activité
d’enzyme cholinestérase rapportées chez les larves traités par les doses (100% ,80%, 60%,40%
20%) avec un facteur F égale a F = 595,5379; P = 0.000011, F = 389,4744; P = 0.000026, F =
155,6069; P = 0.000161, F = 37,04046; P = 0.002624 et F = 149,9226; P = 0.000173
respectivement, comparativement aux larves témoins. Ainsi ’analyse de la variance pour les valeurs
du taux de protéines montre une différence significative rapportée chez les larves traitées par tous les

doses comparativement aux larves témoins.

En perspective, pour une meilleure poursuite de la présente etude, il est souhaitable de :

-Utiliser des solvants organiques a polarité différente pour I’extraction afin d’extraire les différentes
familles de composes chimiques.

- Faire une étude phytochimique des extraits pour identifier le principe actif responsable.

-Approfondir les ¢tudes sur d’autres parameétres physiologiques et biochimiques notamment le taux des
glucides, le taux des lipides.

-Réaliser les tests sur d’autres especes.

-Réaliser la méme étude sur d’autres stades de I’insecte.

-Utiliser d’autres espéces végétales pour le test de fertilisation.
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Annexe | :

Extraction de ’enzyme acétylcholinestérase

Réactifs :

Détergent : le triton X-100

Tampon phosphate : acide citrique 2.10 g, phosphate disodique 7.16 g

Tampon phosphate de sodium 7.4 :

a-2.10 g d’acide citrique (0.1M) dans 100 ml d’eau distillée

b-7.16 g de phosphate disodique (Na;HPO, 12H,0) (0.2M) dans 100 ml d’eau distillée

Mode opératoire :

L’extraction est réaliser selon liu et al, (2006), les étapes doivent étre réalisées a froid afin d’éviter
I’altération de ’enzyme. Les larves sont amputées et homogénéisées individuellement dans un
mortier. L’homogénat est récupéré avec 0.5 ml d’eau glace et 1 ml d’un mélange de 0.1 M tampon
phosphate (pH 7.4) contenant 0.1% d’un détergent : le triton X-100, afin d’éliminer les impuretés et
les lipides membranaires détruits par le détergent, une sédimentation est effectuée par centrifugation
a 10.000 g pendant 20 mn dans une centrifugeuse de type SEGMA 6300, 5666. Le surnageat

renfermant I’enzyme est récupéré a ’aide d’une micropipette.



Annexe I1:

Courbe d’étalonnage des protéines
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Annexe |11 :

Dosage des protéines par méthode de Bradfoord :

1-réactif:
Commassie Brillant Bleu, éthanol, acide phosphorique
e Dissoudre 10 mg de Commassie Brillant Bleu G-250 dans 5 ml d’éthanol a 96%
e Agiter énergiquement pour favoriser la dissolution du colorant.
e Ajouter ensuite 10 d’acide phosphorique a 85%
e Ajuster le volume a 100 ml avec I’eau distillée.

o Filtrer pour éliminer le colorant non dissout. La solution est stable 1a 2 semaines au froid.

2-mode opératoire :
e Realiser une gamme étalon (0 a 100 pg de protéines) avec le sérum albumine bovin (BSA)

e Prélever 0.1 ml de I’échantillon a doser (contenant au maximum 50 pg de protéines).
e Ajouter 2.5 ml de réactif au bleu de commassie et lire I’absorbance a 595 nm aprés

2 min.



Annexe IV :

Gamme d’étalonnage de protéines

Tube n° 0 1 2 3 4 5 échantillon
Etalon 0 0.01 0.0125 0.05 0.0875 0.1
(200 pg /ml)
Eau distillée 0.1 0.09 0.0875 0.05 0.0125 0
(ml)
Concentration 0 10 25 50 75 100
finale
(Mg /ml)
Bleu de 2.5
Commassie
Temps de 2mn
repos
Asgs 0 0.079 0.111 0.318 0.319 0.363




Annexe V :
Activité enzymatique : méthode d’ELMAN 1961

Principe de la méthode :
L’acétylcholinestérase hydrolyse 1’acétylcholine iodée en thiolcholine et acétate. La thiocholine
réagit avec DNTB et le produit de la réaction prend une coloration jaune pouvant étre mesurée au
spectrophotometre a 412 nm; le taux auquel la couleur est produite représente I’activité de
I’acétylcholine.
1-1 Réactifs : Acétylcholine 1g, DNTB (acide 5-thio (2-nitrobenzoique)), 1’eau distillée.
1-2 mode opératoire :
Préparation des réactifs (milieu d’ELMAN):

- Todure d’acétylcholine (P.M.289.18)

Dissoudre 0.5 g dans 12.5 ml d’eau distillée.
Faire de 0.5 ml.
-DNTB (P.M.396.35)
Dissoudre 0.4 g dans 20 ml de tampon phosphate (2.10 g d’acide citrique, 7.16 g de phosphate
disodique (Na; HPO. 2H,0)) 0.25M, pH 7
Faire des aliquotes de 1ml
M¢élange réactionnel ’ELMAN :
- 0.5 ml de solution d’acétylcholine
- 1 ml de solution de DNTB
- 10 ml de tampon phosphate 0.5 M PH7

Compléter a 100 ml d’eau distillée
Le mélange réactionnel est préparé directement dans la cuve de dosage, I’activité est évaluée contre
un blanc & 25 °C, dans un tampon phosphate de sodium (0,1mol™ et pH 7) en présence d’un volume
de substrat et de DNTB (500ul) et d’un volume d’échantillon (500ul), ’absorbance est mesurée a

412 nm pendant 10 mn avec un intervalle de 60s entre chaque mesure sur un spectrophotomeétre.
ADOV

L’activité enzymatique se calcule par la formule suivante A=——m—
(t2—tl).ed.x



