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Résume

La lutte par les insecticides botaniques est trés recommandée, parmi les moyens mis en ceuvre
par les plantes pour se défendre contre leurs déprédateurs. Dans ce contexte, ce travail a pour but
d’évaluer les réponses d’une espéce de moustiques Culex pipiens la plus répandu dans la région de
Tébessa a I’impact d’un nouvel insecticide a base d’huiles essentielles de I'Eucalyptus globulus. Le
rendement en huile essentielle de I'Eucalyptus globulus a fourni un taux important de 2,32% + 0,47
% en fonction de la matiére végétale séche.

Les résultats statistiques effectuées entre les séries témoins et traitées chez les larves de
quatrieme stade L4 de Culex pipiens aux différents temps (24h, 48h et 72h) confirment que les HE de
I'Eucalyptus globulus ont un effet sur les biomarqueurs, de neurotoxicite, de la détoxification et du
stress oxydant, testées par : une réduction significative du taux du GSH, une augmentation de la
catalase.

Mots clés : Bioinsesticide, Culex pipiens, huiles essentielles, Biomarqueurs, I'Eucalyptus globulus.

Abstract

The fight with botanical insecticides is highly recommended, among the means used by plants
to defend themselves against their predators. In this context, this work aims to evaluate the responses
of a species of Culex pipiens mosquitoes, the most widespread in the region of Tébessa, to the impact
of a new insecticide based on essential oils of Eucalyptus globulus. The essential oil yield of
Eucalyptus globulus provided a significant rate of 2.32% * 0.47% depending on the dry plant matter.

The statistical results carried out between the control and treated series in the fourth stage L4
larvae of Culex pipiens at different times (24h, 48h and 72h) confirm that the EOs of Eucalyptus
globulus have an effect on the biomarkers of neurotoxicity, detoxification and oxidative stress, tested
by: a significant reduction in the level of GSH, an increase in catalase.

Keywords: Bioinsesticide, Culex pipiens, essential oils, Biomarkers, Eucalyptus globulus.
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Introduction générale :

Les invertébreés, représentent plus de 95% des espéces du réegne animal (Wilson et al.,
1999), Sont présents presque dans tous les types d’écosystémes et constituent une part trés
importante de La biodiversité des milieux terrestres et aquatiques. Les Arthropodes sont ['un
d’embranchements Des invertébrés les plus importants, avec plus d’un million d’especes
connues, dont les trois Quarts de ces especes appartenant a la classe des insectes (Gourmelon
& Ahtiainen, 2007).

A ce jour, 3530 espéces de moustiques sont décrites au niveau mondial (Becker et al.,
2003). Les moustiques ont toujours été considérés comme source de nuisance pour I’Homme,
Principalement en raison du fait qu’ils peuvent étre des vecteurs de maladies. Les femelles en
Période de reproduction ont besoin de sang pour le développement des ceufs et certaines espéces
Ont une préférence marquée pour le sang humain. Parmi les espéces connues dans la
transmission Des maladies a I’homme, nous citons celles appartenant aux genres Culex, Aedes
et Anopheles. Les especes du genre Culex transmettent des maladies parasitaires telles la

filariose et la fievre Jaune (Alaoui Slimani et al., 1999).

Pour prévenir la prolifération de ces maladies et améliorer la qualité de I'environnement

et la santé publique, la lutte contre les moustiques s'avére indispensable. Elle est basée sur
I'application d'insecticides synthétiques tels que les organochlorés et les organophosphores.
Ces préparations, bien qu’elles soient efficaces, présentent plusieurs inconvénients d'ordre
techniques, économiques et écologiques (Ghosh et al., 2012). A tous ces inconvénients
s’ajoute aussi un grand nombre de problémes tels que l'apparition des espéces résistantes,
I'impact sur les organismes non visés et la contamination des chaines trophiques (Domingues
et al., 2010).

Pour toutes ces raisons, et dans le cadre d'un programme de lutte biologique contre les
moustiques, les études se sont orientées vers la recherche de nouvelles approches alternatives
plus efficaces, plus spécifiques et biodégradables et I'exploration de la biodiversité florale qui

entre dans le domaine de I’utilisation des insecticides d’origine végétale (Anupam et al., 2012).

Plus de 2000 espéces végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées
(Philogéne et al., 2008), dont 344 espéces 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).



Les biomarqueurs mesurent 1’interaction entre un systéme biologique et un agent
environnemental (Who, 1993). L’inhibition ou I’induction des biomarqueurs sont de bons
outils éco-toxicologiques pour évaluer I’exposition et les effets potentiels des

xénobiotiques sur I’organisme (Ozmen et al., 1999).

Le comportement d’un organisme vis-a-vis d’un xénobiotique dépend le plus
souvent de la bioaccumulation, la biotransformation et I’excrétion de ce xénobiotique. Les
effets biologiques qui en résultent sont susceptibles de provoquer une altération d’une ou
de plusieurs fonctions biologiques cellulaires et physiologiques qui modifient
I’homéostasie et la capacité d’adaptabilité de ces organismes avec pour conséquence la
remise en cause de la structure de leur population, mais aussi leur croissance, reproduction

et voire méme leur survie (Vander Oost et al., 2003).

Dans cette perspective, les recherches envisagées visent a évaluer les réponses des
populations d’une espéce de moustique, Culex pipiens, la plus répandue dans la région de
Teébessa (Tine-Djebbar, 2009) a I’impact des huiles essenticlles d’une plante larvicide

Eucalyptus globulus. Plusieurs aspects ont été étudiés :

e Les biomarqueurs des individus du stade larvaire 4( GSH et la catalase)
par la détermination du contenu en protéines a différentes périodes, 24, 48
et 72h apres traitement.
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Chapitre | : Matériels et méthodes.

1. MATERIELS ET METHODES

Le présent travail consiste a évaluer I’activité des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation des fleurs d’Eucalyptus globulus cultivé dans la région de Tébessa a 1’égard
de Culex pipiens, agent de nuisance. L’aspect a été étudié : Les biomarqueurs chez les larves

du quatrieme stade.
1.1 Présentation de I’insecte Culex pipiens

Culex pipiens, I'espéce de moustique la plus courante dans les zones urbaines, est
utilisée comme représentant du matériel biologique. Ce moustique a la capacité de coloniser
divers habitats (Savage et Miller, 1995). A I'exception des zones trop froides, Culex pipiens

(Cx pipiens) capable de se développer dans toutes les régions du monde (Resseguier, 2011).

Sa période d'activité s'étend sur toute I'année, mais c'est pendant les saisons chaudes
qu'il atteint son pic de développement. Il se développe aussi bien dans les milieux dulgaquicoles,
naturels (fosses, mares, flaques d’eau) ou artificiels (bassins, réservoirs, récipients, vieux pneus
remplis d’eau de pluie, situés en général a proximité des habitations (Moulinier, 2003 ; Faraj
et al., 2006).

Les moustiques appartiennent a la classe des insectes, a I’ordre des diptéres et a la
famille des Culicidés. Les moustiques sont cosmopolites et sont groupés en deux sous- familles,

Culicinae et Anophelinae (Trari et al., 2002).

Les dipteres du genre Culex sont des agents nuisants 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 fiévre de la Vallée du Rift (Moutailler et al., 2008 ; Krida et al., 2011 ;
Reusken et al., 2011 ; Berrah et Ahcene, 2016).

- - - = -4

Figure 01 : Femelle de Cx pipiens gorgée de sang (Falatico, 2011).
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Figure 02 : Cx pipiens male (Legros, 2010).

1.1.1 Position systématigue

Le tableau ci-dessous présente la position systématique de cette espéce.

Tableau 01 : La position systématique de Culex pipiens (Linné, 1788).

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Classe Insecta
Ordre Diptera
Famille Culicidae
Sous-famille Culicidae
Genre Culex
Espece Culex pipiens

1.1.2 Morphologie

1.1.2.1 Cycle biologique

Le cycle de vie du moustique se compose de plusieurs étapes : ceufs, larves
et nymphes qui vivent dans l'eau, et l'adulte qui vit dans ’air (Jolivet, 1980). La vie du
moustique Cx pipiens est composée de deux phases distinctes : une phase aquatique et une phase

aérienne.

Apres D’accouplement, les femelles prendront un repas sanguin nécessaire a
I’élaboration des ceufs. Cependant, les femelles de Cx Pipiens peuvent produire une premiére
ponte sans repas sanguin : elles sont dites autogénes. Elles utilisent les réserves accumulées
durant leur stade larvaire. Les ceufs sont pondus dans I’eau, claire en général, mais on les

4



Chapitre | : Matériels et méthodes.

trouve également dans les eaux polluées, chargées en matiéres organiques qui permettront aux

larves de se nourrir.
A. (Euf

Les ceufs sont déposés dans une sorte de petite embarcation qui flotte a la surface de

I'eau. Environ 24 a 48 heures apres la ponte, les ceufs éclosent.

Figure 03 : Aspect des ceufs de Cx pipiens (Benkhedim-Aouati, 2009).
B. Larves

Les larves vivent uniqguement dans I'eau pendant environ 5 a 6 jours, et subissent 4

mues avant de se métamorphoser en nymphes.

TETE THORAX ABDOMEN / siphon

~ il /

:‘\M/ “1||| i v R_V[ ‘mmnlml
‘r““’“ s / IZ
; /
24 /

antenne derniers segments

Figure 04 : Morphologie générale d’une larve du Figure 05 : Extrémité antérieure et postérieure

stade 4 de Cx Pipiens (Schaffner et al., 2001). de la larve 4 du Cx pipiens (Blaise et al., 2011).

C.Nymphe

La nymphe ne se nourrit plus et de profondes modifications anatomiques s’opérent.
Apreés 2 a 3 jours.
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Figure 06 : Morphologie générale d’une nymphe de Cx pipiens (Anonyme ).
D. L’adulte

L'adulte est entierement développé a l'intérieur de sa coquille de nymphe. Le tégument
se desséche au contact de 1’air et il se forme une déchirure en T sur sa face dorsale sous 1’effet
de Iaugmentation de la pression interne. L’imago se dégage progressivement en se gonflant
d’air pour s’envoler aprés un temps nécessaire au déplissage des ailes et des pattes par

augmentation de la pression de I’hémolymphe (Grid et al., 2018).

Le cycle de vie de Cx pipiens est représenté dans le schéma ci-dessous.

| Reproduction et
ponte S jours
aprés le repas
sanguin

Eclosion 24 a48h

Cyclede
développement
du Culex
pipiens

Emergence
243 48h

Mutation8 &
12 jours
Nymphe

Figure 07 : Cycle de développement de Cx pipiens (Benkhedim-Aouati, 2009).
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1.2 Techniques d’élevage

Les ceufs de moustiques sont récoltés des différents sites d'échantillonnages non
traités de la ville de Tébessa (Hammamet) (Figure 08 et Figure 09) Aprés 1’éclosion les larves
sont élevées au laboratoire dans des récipients en plastique contenant d’eau déchlorurée et

nourries avec du mélange biscuit 75% levure 25% (Soltani et Rehimi, 1999).

L’eau est renouvelée chaque deux jours. Le régime alimentaire joue un grand role 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).

Annaba
alic

El'Kala
L))

2 = e
; Souk-Ahras
Y REY

B - o o s R TR
Figure 08 : Situation géographique de site délavage dans la wilaya de Tébessa

(Google earth).

Figure 09 : Site d’¢échantillonnage Tébessa “Hammamet”; (photo personnelle).
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1.3.Présentation de la plante

1.3.1. Description

L'Eucalyptus globulus est une plante aromatique et médicinale originaire
d'Australie. Cette plante appartient a la famille des Myrtacées et peut atteindre une hauteur de
25 a 35 metres, voire plus sous des conditions favorables (Figure 10). Son écorce est lisse et
grise, tandis que son bois est rouge. Les feuilles de I'Eucalyptus globulus (E. globulus) sont
plates et brillantes, avec une forme de faucille. Au printemps, la plante produit des fleurs

blanchatres .

En Algérie, I'Eucalyptus a été introduit en 1854 et a réussi a s'étendre dans des régions
tres arides, presque désertiques, jusqu'aux zones cotieres humides. Cette plante est capable de
résister au froid et de pousser sur divers types de sols, tels que les sols secs, siliceux, calcaires,
humides ou argileux, salés ou non, qu'ils soient proches ou éloignés de la mer (Mekki et al.,
2020).

1.3.2. Position systématique

D'apreés les résultats obtenus par METRO (Métro, 1970), la systématique de

I’E. globulus est la suivant (Tableau 02) :

Tableau 02 : Classification botanique d’Eucalyptus globulus (Métro, 1970).

Régne Plantae

Embranchement Spermaphyta

Sous-Embranchement Angiospermes

Classe Magnoliopsida /Dicotylédones
Sous /Classe Rosidae

Ordre Myrtalea

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espéce Eucalyptus globulus L.
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Figure 10 : L’Eucalyptus globulus (Bey—Ould Si Said et Boulekbache-Makhlouf, 2014).
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1.4 . Les huiles essentielles

1.4.1 Définition

Les huiles essentielles (HES), appelés aussi essences, sont des mélanges de
substances aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les bois. Elles sont présentes en petites
quantités par rapport a la masse du végétal . Elles sont odorantes et trés volatiles, c'est-a-dire qu'elles
s'évaporent rapidement dans l'air (Padrini et Lucherini, 1996). Généralement se sont des
antiseptiques antibactériens vermifuges ou stomachiques. On dénombre environ 600 essences
utilisées de nos jours en aromathérapie dont I'essor s'étend dans le domaine médical et touristique
(Delille, 2010).

L’usage des HES en tant que répulsifs cutanes pour la protection personnelle contre les Insectes
est donc fortement déconseillé .1l est important de faire une différence entre les HES et les huiles
végétales. Les huiles essentielles sont obtenues par expression (réservée aux agrumes) ou par
distillation a la vapeur d’eau, Une huile végétale est obtenue par pression, et est constituée
majoritairement de corps gras (Binet et Brunel, 2000; Chaker, 2010).

1.4.2 Composition chimigue des huiles essentielles

Le terme « Huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les composants
liquides et hautement volatiles des plantes. Les terpenes (principalement les monoterpénes)
représentent la majeure partie (environ 90%). Elles ne sont que trés peu solubles ou pas du tout dans
I’eau. Par contre, elles sont solubles dans les solvants organiques (acétone, sulfure de carbone,
chloroforme, etc.) (Bastien, 2008 ; Benayad, 2008)

L’HES d’E. globulus est 100% naturelle et non diluée. D’une couleur claire, elle dégage une odeur
forte et camphreée. Ses principaux composants sont les Monoterpénes (limonene, para- cymene, alpha-
pinéne, et béta-pinéne), I’Oxyde terpénique (1,8-cineole), les Monoterpénols (alpha- terpinéol) et les
Sesquiterpenes (aromadendréne). Elle se révele efficace pour I’hygiéne buccale. Cette essence
s’utilise pour les bains, dans la cuisine, en inhalation, pour un massage mais aussi pour un soin. Elle

sert également a parfumer les produits de nettoyage (Binet et Brunel, 2000; Chaker, 2010).
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1.4.3 Méthode d’extraction

Les HES ont été extraites par hydrodistillation a I'aide d'un dispositif de type Clevenger. Avant
I'extraction, I'appareil a été nettoyé avec de lI'acétone et rincé avec de I'eau distillée pour éliminer toute
poussiére ou graisse pouvant contaminer I'huile pendant I'extraction. Trois distillations ont été réalisées,
chacune avec 200g de Fleurs séché et 1000 ml d'eau dans un ballon de 2 litres, surmonté d'une colonne
de 60 cm de long reliée & un réfrigérant. La distillation a été effectuée par ébullition pendant 2 heures
apres l'apparition de la premiere goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur.

Les vapeurs chargées d'huile se sont condenseées dans une burette graduée en traversant un
réfrigérant (voir Figure 11).

Une fois décantée, I'huile essentielle est aspirée a I'aide d'une pipette, puis stockée dans des tubes
en verre hermétiquement fermés. Les tubes sont ensuite recouverts de papier d'aluminium pour
protéger I'huile contre toute altération, puis conservés au frais et a I'abri de la lumiére jusqu'a leur
utilisation a une température de -4°C (Bhir et Guennouni, 2020)

Figure 11 : Montage de I’hydro distillateur de type Clevenger. (Photo personnelle).
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1.5 . Collecte de la plante et Protocol d’extraction des huiles essentielles

En janvier 2023, des fleurs d’E globulus a été récoltées dans différentes stations de

la région de Tébessa, dans le nord-est de I'Algérie, pour I'extraction d'huiles essentielles

Apres avoir été fraichement récoltées, les fleurs ont été séchées a I'ombre dans un endroit
sec et aéré. Les huiles essentielles ont été extraites a partir de fleurs, en utilisant une biomasse
de 200 g de matériel végétal et 1000 ml d'eau distillée dans un montage d'hydrodistillation de
type Clevenger pendant 2 heures. L'HE récupérée apres la distillation a été conservée a 4°C

dans des petits flacons en verre ombré bien fermés avant son utilisation.

1.6. Calcul du rendement

Le rendement en HE correspond au rapport entre le poids de I'huile extraite et le
poids de la matiéere seche de la plante utilisée. Pour calculer ce taux, exprimé en pourcentage,

on utilise la formule suivante :

R=PB/PAx1000u R=[ZPB/XPA]x 100

R : Rendement en huile en %
PA : Poids de la matiere séche de la plante en g.
PB : Poids de I’huile en g.

1.7 Traitement

Nous avons préparé une solution D’HE dans 1’éthanol, une dose correspondant a
la CL25 (6ppm = 0.9ul) (Khaled & Dib, 2014). Apres agitation, 1ml de la solution préparée a
¢été appliqué dans des récipients contenants 150 ml d’eau et 20 Larve (L4) de Cx pipiens, selon
les recommandations de OMS (Anonyme, 1983). Aprés 24h de traitement, (L4) sont rincées et

placées dans de nouveaux récipients contenants de I’eau propre et de la nourriture.
1.8.Dosage des biomarqueurs

Les larves du quatrieme stade des séries témoins et traitées aux huiles essentielles

ont ét¢ utilisées pour le dosage de ’activité enzymatique de la catalase, et du taux du glutathion

(GSH).
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Tous les dosages ont été meneés sur des échantillons biologiques prélevés a 24, 48 et 72
heures apres traitement. Par ailleurs, la concentration en protéines totales des différents

échantillons a été préalablement déterminée suivant la méthode de Bradford, afin de pouvoir

calculer les différentes activités spécifiques et le taux du glutathion. Des séries témoins sont

réalisees parallelement.

1.8.1. 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 rdle 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) nouvellement exuviées de Cx pipiens témoins et
traitées par les huiles essentielles de E.globulus a une concentration de 6 ppm, correspondant a
la CL25, sont prélevées a différentes périodes (24, 48 et 72 heures) puis pesées. Elles sont
ensuite homogénéisées dans une solution d’EDTA (0,02 M) [7,448 g ECTA, 1000 ml eau
distillée] a raison de 0,8 ml par 200 mg de poids. L’essai est conduit avec 3 répétitions

comportant 20 individus chacune 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. Aprés centrifugation (1000 trs/ mm pendant 5

min), le surnageant est récupéré et utilisé comme source d’enzyme (Figure 12).

Le dosage est réalisé selon la méthode de Weckberker et Cory, (1988) comme la
suite : une aliquote de 500 pl du surnageant récupére 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 pl de surnageant sont remplacés par 500 pl d’eau distillée.
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Figure 12 :

Les larves 4 témoins et traitées de Cs

longiareolata (corps entiers)

Broyage (froid)
(EDTA0,02 M; pH 9,6)

v

Déproteinisation
[Acide sulfosalysilique (ASS) 0,25 %]

\ 4

Vortéxer et repos 15 min a froid

\ 4

Centrifugation (1000 trs/ mm, 5 min)

\ 4

Surnageant de I’échantillon (0,5 ml)

\ 4

Dosage (DTNB, 0,01M)

\ 4

Lecture des absorbances a 412 nm pendant 5 min

Extraction et dosage du glutathion (GSH) (Weckberker & Cory, 1988).
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Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

X=Domax—Domin /0,04mg de protéines

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

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

13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH)(mMcm™).

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

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

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

Mg de protéines : quantité de protéines exprimee en mg.

1.8.2 Dosage de la catalase

Le dosage de la catalase (CAT) est réalisé selon la technique de
Claiborne (1985). Cette technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction
de I’eau oxygénée (H202) en une molécule d’oxygene (02) et deux molécules d’eau (H20) en
présence de la CAT a une longueur d’onde UV de 240 nm, selon la réaction suivante :

Catalase

H202 —HM—— — 2H20 + 02
Les larves du quatrieme stade témoins et traitées de Cx pipiens, sont prélevées a

différentes périodes (24, 48, 72 et 96 heures), I’essai est conduit avec 3 répétitions comportant
20 individus. Les larves sont homogénéisées dans 1ml de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4),
puis centrifugées a 15000 trs/mn, pendant 10 mn. Le surnageant récupéré servira comme source
d’enzyme. Le dosage de I’activité de la catalase s’effectue dans une cuve de spectrophotométre
en quartz a 250C, sur une fraction aliquote de 50 pl du surnageant dilué de facon a se situer
entre 1 et 1,5 mg de protéines/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la cuve, a la quelle on ajoute 750 pl
de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4). Apres agitation, la lecture est effectuée au
spectrophotometre. L’activité décroit rapidement, il est donc important de mettre toujours le
méme temps entre le pipetage du surnagent et le moment ou on place la cuve dans le

spectrophotometre.
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La lecture des absorbances s’effectue aprées 15 secondes d’attente toutes les 5 secondes
pendant 30 secondes a une longueur d’onde de 240nm contre un blanc avec 800 pl de tampon
phosphate (100Mm, pH 7,4), et 200 pl de H202 (Claiborne, 1985).

L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante :

X=Domax—Domin /0,04mg de prot€ines

X : micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (LM/mn/mg de protéines).
D0 max : densité optique maximum obtenue.

DO min : densité optique minimum obtenue.

0,04 : coefficient d’extinction molaire du H202 (cm-1.mM-1).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

1.8.3Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976)
dans une fraction aliquote de 100 ul & laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de
commassie (BBC) G 250 (Merck). La solution de BBC, se prépare comme suit: On
homogénéise 100 mg de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite 100 ml d'acide
orthophosphorique a 85% et on compléte a 1000 ml avec l'eau distillée. La durée de la
conservation du réactif est de 2 a 3 semaines a 4 °C. Celui-ci révéle la présence des protéines
en les colorants en bleu. L'absorbance est lue au spectrophotometre 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

(Sigma) titrant 1 mg/ml (Tableau 3).

Tableau 3 : Dosage des protéines totales chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard d*albumine (ul) 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 (ug) 0 20 40 60 80 100

1.9.Analyse statistique

Les moyennes £ SEM sont calculées pour chagque groupe d’expérience. La régression
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linéaire, le test t de student, I’analyse de la variance a un critere de classification ont permis de

mettre en évidence les différences entre les échantillons pour toutes les expérimentations.
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2. RESULTATS

2.1 Rendement des huiles essentielles d’E. globulus

Les HES d’E. globules obtenues par hydrodistilateur de type Clevenger sont de
couleur jaune claire ayant une odeur trés forte, et avec un rendement de 2.32+0.47% des fleurs

séches de la plante.
2.2 Effets des HES d'E. globulus sur le taux des protéines chez les larves Cx pipiens

Le taux des protéines totaux (ug/ mg) a été calculé chez les groupes témoins et
les traités par la dose létale 25 (CL25) chez les moustiques Cx pipiens d’apres la méthode de
(Bradford, 1976).

Les résultats relatifs au taux des protéines totaux sont présentes dans le Tableau .01

et la Figure .01, ce sont exprimés en microgramme par mg (pg/ mg).

Chez les séries témoins, on a remarqué une augmentation de taux des protéines, I'étude
statistique révele une différence non significative (p >0,05) chez les témoins apres 24 h et 48h,

tandis qu'il y a une différence significative entre le témoin de 24 h et le témoin 72 h.

Chez les séries traitées par les huiles essentielles d'E. globulus, on a remarqué une

augmentation de taux des protéines par rapport aux témoins (p >0,05).

L’¢étude comparative des moyennes par le test de Fisher entre les séries traités et les
séries témoins révele une augmentation non significative du taux des protéines a 24h (p=0.844),
48h (p=0.292) et une augmentation significative a 72h (p=0.046).

Tableau .01 : Effet des huiles essentielles d'E. globulus (CL25), sur le taux des protéines totaux
(ug/mg) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens (m = SD ; n= 3) : 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 CL 25

24 44.257 +6.052a C 45.01345.143a C

48 49.991+3.643a BC 54.124+0.945a B

72 56.969+3.128 a 65.324+6.288b
B A
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Figure .01 : Effet des HES d'E. globulus (CL25), sur le taux des protéines totaux (pg/mg) chez
les larves du quatriéme stade de Cx pipiens (m £ SD ; n=3). (*: Différence significative (p<0.05)
entre les séries témoins et traitées, ** : Différence hautement significative (p<0,01) entre les séries
témoins et traitées, *** trés hautement significative p<0.001).

2.3 Effets des HES d'E. globulus sur le taux des GSH chez les larves Cx pipiens

Le taux du GSH (uM/min/mg de protéines) a été estimé chez les séries témoins et
traitées aux HEs de E. globulus (CL25) chez Cx pipiens par application de la formule de
Weckberker & Cory (1988). Les résultats relatifs au taux de GSH sont exprimésen micromoles

par milligramme de protéines (uUM/mg de protéines).

Les résultats relatifs au taux de GSH sont présentés dans le Tableau .02 et la Figure .02,

ce sont exprimés en uM/mg de protéines).

Chez les séries témoins, on a remarque une diminution de taux des glutathion, I'étude
statistique révele une différence non significative (p >0,05) chez les témoins aprés 24 h 48 h et
72h.
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Chez les séries traitées par les hes d'E. globulus, on a remarqué une diminution
significative de taux de GSH entre les groupes traités.

L’étude comparative des moyennes par le test de Fisher entre les séries traités et les
séries témoins révele une diminution non significative du taux de GSH a 24h (p=0.059), et une
diminution hautement significative a 48h (p=0.002) et a 72h (p=0.004) respectivement.

Tableau .02 : Effet des HES d'E.globulus (CL25), sur le taux de GSH (uM / mg de protéines)
chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens (m £ SD ; n= 3) : 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 CL 25
24 1.901+0.111a 1.510+0.279a
A A
48 1.739+0.304a 0.978+0.043b
A B
72 1.568+0.359a A 0.902+0.062b B
2,5
2 -
15
H témoin
L M Cl 25
0,5 -
O -

24h 48 h 72h

Figure .02 : Effet des huiles essentielles d'Eucalyptus globulus (CL25), sur le taux de GSH
(uM / mg de protéines) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens (m£ SD ; n=3) (*:
Différence significative (p<0.05) entre les séries témoins et traitées, ** : Différence
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hautement significative (p<0,01) entre les séries témoins et traitées, *** tres hautement
significative p<0.001).

2.4 Effets des HES d'E. globulus sur I'activité de CAT chez les larves Cx pipiens

L'activité spécifique de catalase est estimée selon la méthode décrite par
Claiborne (1985). L'activité spécifique de catalase a été calculé chez les groupes témoins et les
traités par la dose létale 25 (CL25) chez les moustiques Cx pipiens différents périodes (24 h,
48 h et 72 h).

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau .3 et la Figure .3, ce sont exprimés

en micromoles par minutes par mg des protéines (LM/min/ mg de protéines)

Chez les séries témoins, on a remarqué une augmentation de l'activité spécifique de

CAT, I'étude statistique révele une différence non significative (p >0,05) chez les témoins apres

24 h,48h et 72 h.

Chez les séries traitées par les HES d'E. globulus CL25 on a enregistré une augmentation
de l'activité de catalase trés hautement significative uniquement chez les moustiques traités

pendant 72 h par rapport a celle traités pendant 24 h.

L’étude comparative des moyennes par le test de Fisher entre les séries traités et les
séries témoins révele une augmentation non significative de l'activité de cette enzyme a 24h
(p=0.561), une augmentation significative a 48h (p=0.026) et une augmentation hautement

significative a 72h (p=0.002) par rapport a leurs témoins.

Tableau .03 : Effet des HES d'E. globulus (CL25), sur l'activité de catalase (uM/min/mg des
protéines) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens (m = SD ; n= 3) : 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 CL 25
24 0.424+0.853a BC 10.046+2.151a BC
48 8.376+0.816a C 11.025+1.178 b AB
72 8.257+0.588a 12.441+1.421b

C A
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Figure .03 : Effet desHES d'E. globulus (CL25), sur I'activité de catalase (UM/mg des
protéines) chez les larves du quatrieme stade de Cx pipiens (m = SD ; n=3) (* : Différence
significative (p<0.05) entre les séries témoins et traitées, ** : Différence hautement

significative (p<0,01) entre les séries témoins et traitées, *** trés hautement significative
p<0.001).
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3. DISCUSSION

3.1 Rendement en huiles essentielles

La méthode d’obtention des HES reste une étape trés importante qui peut agir
directement sur la qualité et la quantité des huiles essentielles. Le succés de cette étape est

interprété par le calcul des rendements (Bruneton, 1993).

Les HES d’E.globulus obtenues par hydrodistilateur de type Clevenger sont de couleur
jaune claire ayant une odeur tres forte, Le rendement d’extraction a enregistré une valeur de
2.32+0.47 %. En constat, chez la méme espéce notre résultat de rendement d’extraction est un
peu similaire de celle trouvée chez (Degaichia et Shailia, 2017) ce qui affiche un rendement
de 3.12+0.5 % des fleurs. Aussi en observe que notre valeur différe de celle trouvée chez
(Khaled et Dib, 2015) ce qui affiche un rendement de 1.76% des fleurs.

En revanche, il est observé également dans des différentes espéces d’eucalyptus des
rendements de valeurs de 5% pour Eucalyptus salmonophloia (Zrirae et al., 1994), de 0,9%
pour Eucalyptus saligna (Tapondjou et al., 2004), de 0,99% pour Eucalyptus camadulensis
(Mehani et al., 2014), de 0,25 % pouOr Eucalyptus cladocalyx (Abdellah et al., 2002), de 2,6-
3,2% pour Eucalyptus sidéroxylon et de 4,2 -4,7% pour Eucalyptus elaeophora ( Boland D.J.
etal., 1991).

Cette variation est observée également dans la méme famille tel que Thymus vulgaris
ou le rendement enregistre une valeur de 1,58 % (Delloum et Rami, 2016) et un rendement de
1% (El Akhal et al., 2014).

Le rendement varie d’une plante a une autre, il est 0,5% chez Artemisia mesatlantica,
de 0,1 2 0,35% chez larose, de 0,5 a 1% chez la menthe poivrée et le néroli, de 1 a 3 chez I’anis,
de 0,8 a 2,8% chez la lavande, de 1 a 2,5% chez le romarin et de 2 & 2,75% chez le thym
(Benchegroun et al., 2012).

Cette variation en huile essentielle, tant au niveau de leur composition, que rendement,
peut s’expliquer par différents facteurs : d’origine intrinseque, li¢ au bagage génétique de la
plante ou extrinseque, liés aux conditions de la croissance et du développement de la plante
(Bouguerra, 2012). D'autres facteurs peuvent également influencer ce rendement : I'espece, la
période de récolte, les pratiques culturales, la technique d’extraction, la température et la durée

de séchage et I’état physiopathologique de la plante (Tchoumbougnang et al.; 2009).
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3.2 Effet des HES extraites d’E. globulus sur les activités enzymatiques

Les biomarqueurs concernent I'étude des changements physiologiques,
biochimiques, moléculaires ou comportementaux révélant I'exposition présente ou passe d'un
individu a au moins une substance chimique a caractére polluant qui peuvent étre mesurés dans
les tissus ou les fluides d'un organisme ou sur l'organisme entier pour mettre en évidence

I'exposition a un ou plusieurs contaminants (Badiou, 2007).

Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme
lacatalase et non enzymatiques comme le glutathion, puisque leurs activités sont susceptibles

d'étre fortement modifiées aprés une exposition.

3.2.1 Effet sur taux de GSH

Pour limiter I'accumulation excessive des ERO dans I'organisme, la
cellule utilise les antioxydants non enzymatiques parmi lesquels : Le glutathion qui est un
tripeptide formé par I’association de 3 acides aminés (glutamate, cystéine, glycine) (Meister et
Anderson, 1983). Il est présent chez tous les organismes, c’est le thiol libre le plus répandu
dans les cellules, ce thiol est trés abondant dans le cytoplasme et les mitochondries (Massaad
et Klann, 2011). Il est directement ou indirectement impliqué dans de hombreux processus
biologiques tels que la synthese de protéines et des acides nucléiques, le transport cellulaire,
I’activité de plusieurs enzymes, le métabolisme secondaire et la protection cellulaire (Franco,
2009). Le glutathion existe sous deux formes, oxydée GSSG et reduite GSH, et ces enzymes
comprennent la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion S-transférase (GST) qui sont
impligués dans la détoxication (Bouabida , 2014).

C’est le principal systeme impliqué dans la détoxication des ions peroxyde et dans la
lutte contre le stress oxydatif La fonction principale de ces derniers est la protection contre la
peroxydation lipidique en arrétant la formation des ROS (Massaad et Klann, 2011). Le
glutathion constitue le systeme antioxydant de la premiére défense gréace a la fonction thiol qui
se lie aux métabolites toxiques. Il joue son réle antioxydant en synergie avec le glutathion

peroxydase, la superoxydedismutase et le Catalase (Morin et al., 2004).

Nos résultats du dosage de la GSH chez les larves du quatriéme stade de Cx pipiens
traité par les HES extraites d'E.globulus a la concentration sous-létale (CL25) a différentes

périodes (24, 48 et 72 heures), révele une diminution significative du taux de GSH.
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Dans le méme contexte, des études récentes ont montré que les HES et leurs constituants
présentent un potentiel important en tant qu’agents insecticide, une étude réalisée par Chettat
en 2013 mis en évidence une diminution du taux de la GSH chez Cs longiareolata traitee par
les HES extraites de la plante médicinale Mentha piperita, en ajout, les mémes substances
volatiles ont diminué le taux de GSH chez les moustiques Cx pipiens (Khamene et al., 2014).
Nos données sont aussi en accord avec celles-ci obtenues par Kemache et Meziani (2015) et
Gouasmia et Bouchagoura (2013), qui ont étudié l'efficacité de I'Ocimum basilicum et
Lavendula dentata contre Culiseta longiareolata et Cx pipiens respectivement. Dans la méme
ligne, les hes d'E. globulus sont enregistrés efficace vis-a-vis Cx pipiens (Boutaleb et Boussida,
2016)

La toxicité de certaines plantes romatiques telles que Artemisia herba alba, Marrubium
vulgare, Laurus nobilis, E. globulus, Mentha spicata, Rosmarinus officinalis, Rutamontana,
Thymus vulgaris, Lavandula officinalis et Origanum compactum sur les larves de Cx pipiens L.
ont été étudié (Aouati, 2016).

La diminution de taux de GSH résultant de leur action avec des radicaux libres générés
par ces molécules qui va diminuer le taux GSH dans sa forme oxydée disulfure de glutathion
(GSSG), ainsi contribuant au stress oxydatif, I'apoptose et la sensibilisation a des stimuli
oxydants (Rahman, 2007). Cette diminution pourrait étre expliquée par une consommation
accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier I’organisme. De plus, cette diminution
du GSH traduit également une réduction du systéme antioxydant non enzymatique (Bouabida,
2014).

3.2.2 Effet sur l'activité spécifique de catalase

A la coté des systémes non enzymatiques de défenses antioxydants, On
trouve des systemes enzymatiques (superoxydedismutase, catalase, glutathion peroxydase,
glutathion réductase) (Coeurdassier, 2001), L’activit¢ du systéme antioxydant subit une

augmentation ou une inhibition sous l'effet d’un stress chimique (Winston, 1991).

Nos résultats ont mis en évidence une augmentation significative de ’activité spécifique
de Catalase chez les series traitées par les de la HE plante étudiée, probablement en raison de

I’intensification de I'activité antioxydante chez les insectes. Selon
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Halliwell et Gutteridge (1985), ’augmentation du stress oxydatif renforce ’activité des

enzymes antioxydants chez les animaux.

En effet,les catalases (CAT) sont des enzymes péroxysomales dont le rble est de
prévenir les peroxydations des molécules biologiques induites par I’eau oxygénée (Livingstone
et al., 1993) grace a une transformation du peroxyde d’hydrogéne (H20>) en eau et en oxygene
moléculaire (O2) (Brown et al., 2004). Elles sont sensibles a certains contaminants inducteurs
de stress oxydatifs au niveau des membranes cellulaires, comme les HAP, les PCB, certains

pesticides (Livingstone et al., 1993).

Une des hypotheses retenues est que cette activité enzymatique semble tres sensible aux
facteurs environnementaux d’origine anthropique ou naturelle (Pellerin-Massicotte, 1994),
hypothése corroborée par les résultats obtenus par Pellerin-Massicotte et al., (1997), observant
une induction de I’activité catalase dans un endroit non pollué qui pourrait étre due a un stress
physiologique comme une répetition de la ponte. Selon ces auteurs, la catalase pourrait étre

sensible a des variations subtiles des conditions environnementales.

Nos resultats sont en accord avec celles obtenue par Boutaleb et Boussida, 2016,
l'augmentation de ’activité de la catalase a été observés chez les larves du quatriémes stade
Cxpipiens et Culiseta longiareolata traitées par 1’Ocimum basilicum de Lavandula dentata
(Mousbahi et Halaimia, 2016) , chez Culiseta longiareolata et Cx pipiens traité avec
spiromesiféne (Bouabida, 2014), chez les poissons et des bivalves exposés a des polluants

organiques (HAP, PCB, pesticides et eng rais chimiques) (Cossu et al., 1997).

Cette augmentation de 1’activité traduit une mise en place du processus de détoxification

qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Boutaleb et Boussida, 2016).

3.2.3 Effet sur le taux des protéines

Quand I’insecte entre en contact avec le pesticide, ce dernier pénetre
dans 1’organisme et atteint, plus ou moins rapidement, au niveau cellulaire, les protéines et

lesenzymes cibles dont il entrave le fonctionnement normal (Haubruge et Amichot, 1998).

La synthése des protéines est nécessaire pour le maintien de croissance et la

reproduction. Les protéines entrent dans plusieurs réactions comme la régulation hormonale,
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et elles sont intégres dans les cellules comme élement structurale avec les lipides et les
glucides (Dris et al., 2017).

Chez les moustiques autogénes, les proteines stockées aux stades larvaires et qui
proviennent de la digestion des couches proticulaires profondes de 1’ancienne cuticule sont
utilisées pour la formation des oeufs. Cependant, chez les moustiques anautogeénes, le repas

sanguin représente la principale source de protéines nécessaires (Briegel, 1985).

Nos résultats montrent une augmentation significative de taux des protéines chez les
larves des moustiques traités par la dose sous-létale 25 des HES d'E.globulus a différentes

périodes d'exposition.

Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Berghiche et al., 2015, qui
trouve une augmentation de taux des protéines chez Palaemonad spersus exposé a un inhibiteur
de la synthese de la chitine, le novaluron. Aussi une élévation de taux des protéines est
enregistrée chez les larves des versblancs rhizotrogini traités par les extraits hydroalcooliques
des feuilles de Neriumoleander(Apocynacées) (Madaci et al., 2008); chez le mollusque bivalve
Donax trunculus exposé aux polluants environnementaux (Sifi, 2009), aussi, chez Tenebrio
molitor traitée par un analogue de hormone juvenile, pyriproxyfene (Aribi et Lakbar, 2001);
en plus chez les poissons Labeorohita exposés a un insecticide organophosphoré (Thenmozhi
et al ., 2011).

Tandis que Dris et al., 2017, révéle une action inhibitrice sur les protéines chez les
larves de quatrieme stade de Cx pipiens exposés aux HES de O. basilicum. Aussi, une
diminution de taux des protéines est enregistré chez les larves de Culiseta longiareolata exposé
aux novaluron (Bouaziz et al.,2011), et aux halofenozide (Tine- Djebar et Soltani, 2008).
Plusieurs travaux signalent une diminution des protéines chez différentes espéces apres
I'exposition a différentes molécules, on peut citer celle de Tine- Djebbar, (2009), qui étudie les
effets de methoxyfenozide et I'halofenozide chez deux espéces de moustiques:Cx pipiens et Cs
longiareolata; et celle de Kannupandi et al., (2001),sur le phosphamidon chez les larves de

Sesarma brockii.

Le traitement par les pesticides organochlorés provoque une baisse de taux des protéines
totales chez Metapenaeus monoceros (Fabricius) (Suryavanshi et al.,2009), aussi, I'exposition
des larves Spodoptera ittoralis a un agoniste d'ecdysone non stéroidien, RH-5849, peut diminuer
cette métabolite (Smagghe et al., 1992).
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale

Ce travail, nous a permis d’évaluer les effets des HES extraites de la plante E. globulus sur
la toxicité, le taux des protéines et du glutathion et sur I’activité enzymatique spécifique d'une
enzyme de détoxification, la catalase, chez une espéce de moustiques Culex pipiens pendant 24h,

48h et 72 heures de traitement.

L'extraction des huiles essentielles de la plante étudié se fait par un hydrodistilateur

Clevenger ; le rendement en huile essentielle est égal a 2.32+0.47 %.

L’application des huiles essentielles extraites sur les larves de Cx pipiens, a permis d’établir

la concentration sous-létale, CL25.

L’évaluation des biomarqueurs indique que les HES d'E. globulus semblent étre toxiques
puisqu'elle capable de diminuer le taux de GSH de maniere significative et d'augmenter I'activité

spécifique de catalase.

De plus, Ces huiles induisent une augmentation de taux des protéines totaux a ’avenir, il
serait intéressant de compléter ces résultats par une analyse d'autres métabolites comme les lipides
et les glucides, et le dosage d’autres enzymes du systéme de détoxification (GST, GPx). Aussi, le

pouvoir neurotoxique de ces huiles doit étre étudie.
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