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Introduction

I. INTRODUCTION

Les moustiques sont considérés comme I'un des groupes d'arthropodes les plus pertinents
en santé publique (Schaffner et al., 2001 ; Becker et al., 2010). Ceux appartenant aux genres
Aedes, Anopheles et Culex sont intéressants en raison de leur r6le dans la transmission de
divers agents pathogenes et parasites a l'origine de maladies provoquant plus d’un million de
déces chaque anneée telles que le paludisme, la dengue, la fievre jaune et la filariose (WHO,
2017). Selon I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) (2013), plus de 250 millions de cas
de paludisme, 50 millions de cas de la dengue, et 200 000 cas de la fievre jaune sont
enregistrés chaque année. Ces infections disséminées dans le monde causent la mortalité, la
morbidité, les pertes économiques et les perturbations sociales (Sakthivadivel & Daniel,
2008).

La faune Culicidienne d’Algérie, est au nombre de 48 espéces (Brunhes et al., 1999). Elle
a fait 'objet d'un grand nombre de travaux qui s’intéressent a la systématique, la bioécologie,
la lutte chimique et la lutte biologique (Aissaoui & Boudjelida, 2014 ; Amara Korba et al.,
2015 ; Soltani, 2015 ; Dahchar et al., 2016 ; Lounaci et al., 2016 ; Tine-Djebbar et al., 2016;
Benhamed, 2017 ; Bouabida et al., 2017 ; Dris, 2018 ; Benhissen et al., 2019 ; Bouguerra,
2019 ; Brahim et al., 2019 ; Guenez, 2020 ; Kharoubi et al ., 2020, Seghier et al., 2020). En
raison de leur large répartition géographique, de leur abondance et de leur nuisance réelle,
surtout dans les zones urbaines (Bendali et al., 2006), Culex pipiens et Culiseta longiareolata
représentent les especes de moustiques les plus importantes en Algérie (Boudjelida et al.,

2008), et plus particulierement dans la région de Tébessa (Tine-Djebbar et al., 2016).

Afin de minimiser la propagation des moustiques et des épidémies y provenant, plusieurs
méthodes ont été envisagées et adoptées ; ces stratégies de lutte se sont appuyées dans les
premiers temps sur 1’utilisation d’insecticides chimiques. Cependant, I'utilisation repétee et
abusive de ces derniers a entrainé de nombreux inconvénients néfastes pour I’environnement
(Aouinty et al., 2006 ; El Zayyat et al., 2015) et le phénomene de résistance des insectes
(Daaboub et al., 2008 ; Vontas et al., 2012). Un récent rapport de I'OMS a confirmé que ces
vecteurs développaient une resistance contre les quatre insecticides couramment utilisés : les
pyréthrinoides, les organochlorés, les carbamates et les organophosphorés dans le monde
(OMS, 2018).
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De ce fait, pour servir a une gestion durable de I’environnement et rendre efficace une lutte
biologique anti vectorielle, les recherches actuelles se sont orientées vers I’utilisation de
substances naturelles d'origine végétale en particulier les huiles essentielles, comme agent
bioactif et insecticide plus sélectifs et biodégradables du point de vue écologique (Kamaraj &
Rahuma, 2010 ; Ghosh et al., 2012 ; Kemassi et al., 2014). Une grande variété d'HEs a été
utilisée comme substances toxiques ayant des activités ovicides, larvicides, pupicides et
adulticides, y compris I'action répulsive contre les insectes (Phasomkusolsil et al., 2011 ;
Govindarajan & Sivakumar, 2014 ; Aouati, 2015 ; Lija-Escaline et al., 2015 ; Seo et al.,
2015 ; El-Bakry et al., 2016 ; Younoussa et al., 2016 ; Al-Mekhlafi, 2018 ; Guettal et al.,
2020a et b).

L'utilisation des huiles essentielles comme insecticides est une initiative tres prometteuse
de développement et de préservation des écosystemes. Elles sont connues pour étre des
mélanges complexes de métabolites secondaires, affichant souvent des activités plus elevées
que le composé isolé (Dias & Moraes, 2014). D’aprés Rageau & Delaveau (1980), les extraits
de plantes agissent de deux facons possibles ; une action larvicide induisant une mortalité
appréciable des larves, ou une action juvénoide mimétique de I’hormone juveénile, avec
allongement de la durée de la vie larvaire pouvant inhiber la nymphose. Des recherches
récentes ont prouvé l'efficacité des composés dérivés de plantes incluant les flavonoides, les
saponines, les stéroides, les alcaloides, et les tanins et qui ont un potentiel larvicide contre les
moustiques (Vatandoost & Hanafi-Bojd, 2008 ; Akhtar et al., 2010).

L’Algérie est connue pour sa grande biodiversité floristique et la richesse de son
patrimoine phytothérapeutique et offre un grand trésor botanique, qui peut étre la source de
nombreux produits intéressants pour le développement de nouveaux insecticides. Plusieurs
études ont été menées sur l'activité insecticide d'extraits de plantes et d'huiles essentielles
contre les larves de moustiques et qui peuvent étre utilises comme alternative aux insecticides
synthétiques dans le programme de lutte antivectorielle (Ghosh et al., 2011 ; Aouinty et al.,
2006 ; Guenez, 2020 ; Seghier et al., 2020a et b ; Zeghib et al., 2020).

Laurus nobilis L. 1753, communément appelé Laurier noble, est un arbre aromatique
appartenant a la famille des Lauraceae. Le laurier est originaire du bassin Méditerranéen
(Vetvicka & Matousova, 1991). Son huile essentielle est généralement dominée par le
composé monoterpénique, le 1,8-cinéole (Snousi et al., 2016). Cette espéece est utilisée

comme agent aromatisant alimentaire, et dans l'industrie pharmaceutique pour la formulation
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de médicaments. Plusieurs études réalisées sur I’huile du laurier ont révélé ses propriétés
antibactériennes (Merghni et al., 2016), antifongiques (Gumus et al., 2010), antioxydantes
(Inan et al., 2012), insecticides (Pavela, 2009 ; Sertkaya et al., 2010), acaricides (Senfi et al.,
2014) et répulsifs (Drapeau et al., 2009).

Dans ce contexte, cette thése rapporte les effets insecticides d’une plante aromatique et
médicinale algérienne, connue dans la bibliographie pour son potentiel insecticide. Les
expérimentations ont été menées au niveau du Laboratoire de Biologie Animale- Université
de Tébessa- sur deux espéces de moustiques, Culex pipiens et Culiseta longiareolata, trés
communes en Algérie et notamment dans la ville de Tébessa.

L’objectif de ce travail sera de répondre a ces questions a savoir « Est ce qu’il existe des
effets toxiques de cette huile essentielle testée sur les difféerents stades de développement
de ces deux espéces et si tel est le cas, quels sont les mécanismes d’action de cette

huile ?».

Ce travail est scindé en quatre parties ; la premiere partie est une introduction donnant un
apercu genéral sur les Culicidés, les maladies vectorielles y découlant, les méthodes de luttes
utilisées pour éradiquer ces moustiques avec une chronologie des faits.

La deuxiéme partie s’attardera sur le matériel et les méthodes utilisées, décrivant d’abord le
matériel animal sur lequel les tests ont été réalisés a savoir, le moustique Culex pipiens, et
Culiseta longiareolata ensuite le matériel végétal représenté par le laurier et a la fin les
techniques utilisées au laboratoire pour toutes les expérimentations d’extractions et celle ayant
trait a la toxicologie, les biomarqueurs de la neurotoxicité, du stress oxydatif et de la
détoxication, la morphométrie, la biochimie et I’histologie.

La troisieme partie sera consacrée aux résultats obtenus de ces expérimentations, soumis a
des analyses statistiques pour essayer de répondre aux objectifs fixés au préalable. Dans la
derniere partie, une discussion est rédigée en référence a des travaux réalisés par d’autres

auteurs. Le travail se termine par une conclusion et des perspectives envisageées.
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Il. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation de Culex pipiens (Linné, 1758)

Le choix de Culex pipiens comme matériel biologique animal est basé sur son abondance
et sa capacité de peupler les zones urbaines et les différents biotopes (Savage & Miller, 1995).
Cette espéce est un agent de nuisance et vecteur de plusieurs agents pathogenes affectant
I’homme et les animaux, tels que le virus du Nil occidental et de la fievre de la Vallée du Rift
(Reusken et al., 2011). Culex pipiens est multivoltine. La femelle pique la nuit I’homme et
d’autres espéces animales a sang chaud, pour fournir le repas nécessaire a la production de ses
ceufs (Schaffner et al., 2001).
La position systématique de Culex pipiens est la suivante :

Reégne : Animal
Embranchement : Invertébré
Classe : Insecte
Sous-Classe : Ptérygote
Ordre : Diptere
Sous-Ordre : Nématocére
Famille : Culicidae
Sous-famille : Culicinae
Genre : Culex

Espéce : Culex pipiens (Linné, 1758)

2.2. Présentation de Culiseta longiareolata (Aitken, 1954)

Culiseta longiareolata est une espéce multivoltine, elle peut présenter une diapause
hivernale chez les adultes femelles (régions froides) et chez les larves (régions tempérées)
(Bruhnes et al., 1999). Les femelles sont sténogames et autogenes. Elles piquent de
préférence les vertébrés surtout les oiseaux, trés rarement I'humain, l'espece est considérée

comme vecteur de Plasmodium d'oiseau.

La position systématique de Culiseta longiareolata est la suivante :
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Régne : Animal
Embranchement : Invertébré
Classe : Insecte
Sous-Classe : Ptérygote
Ordre : Diptere
Sous-Ordre : Nématocere
Famille : Culicidae
Sous-famille : Culicinae
Genre : Culiseta

Espéce : Culiseta longiareolta (Aitken, 1954)

2.3. Collecte et élevage

Les ceufs et les larves de Cs. longiareolata et Cx. pipiens sont récoltés des différents sites
de la région de Tébessa (Fig. 1). Le choix de ces sites d’échantillonnage est basé sur
I’accessibilité, la pérennité et le non-traitement. Les larves sont élevées au laboratoire dans
des récipients contenant 150 ml d’eau déchlorurée et nourries avec 0,04g du mélange biscuit
75%, levure 25% (Rehimi & Soltani, 1999). L’eau est renouvelée chaque deux jour. Lorsque
les larves atteignent le stade nymphal, elles sont placées dans des récipients et déposées dans
des cages ou elles se transformeront en adultes. Ces derniers sont nourris de raisin sec et de
datte.

Figure 1. Sites de collecte : A) Rocade ; B) Skanska ; C) Pépiniere EI Hamamet (photos personnelles).

2.4. Présentation de Laurus nobilis

Laurus nobilis L. est un arbre ou arbuste de 2 & 10 m de hauteur, a croissance lente. Le

feuillage est persistant avec des feuilles aromatiques, simples, alternes et coriaces dont le
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pétiole mesure de 2 a 5cm. Le laurier est la seule espece représentant la famille des lauracées
dans la région méditerranéenne d’ou elle est originaire. Actuellement, cette epéce est
largement cultivée comme plante ornementale et pour la production commerciale dans
beaucoup de pays tels que 1’Algérie, la Turquie, la France, la Gréce, le Maroc, et I’Amérique
centrale (Barla et al., 2007). Le laurier noble jouit d’une place importante tant dans le
domaine mythologique, culinaire et médicinale depuis ’antiquité (Vetvicka & Matousova,
1991), car ses feuilles renferment plusieurs substances actives (Bruneton, 1993).

La classification botanique de Laurus nobilis L. d’aprés (Quezel & Santa, 1962) est la

suivante :

Régne : Plantes
Sous régne : Plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes
S/Emb : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
S /Classe : Dialypétales
Ordre : Laurales
Famille : Lauracées
Genre : Laurus

Espeéce : Laurus nobilis

Figure 2. Feuilles de Laurus nobilis (Photo personnelle).

2.5. Extraction de I’huile essentielle

L’huile essentielle de L. nobilis a été extraite par hydrodistillation grace a un appareil de

type Clevenger. Les feuilles de L. nobilis ont été collectées durant la période mars-juillet
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2016. Les feuilles ont été séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré. 50g de la matiére
séche de la partie aérienne des plantes avec 500 ml d’eau distillée sont introduit dans un
ballon d’une capacité d’un litre. Le mélange est porté a ébullition pendant 3 heures, les huiles
essentielles recueillies ont été filtréees en présence de sulfate de sodium (Na,SO,) pour
¢éliminer les traces d’eau résiduelle. Elles sont ensuite récupérées et stockées a 4°C et a
I’obscurité dans un flacon en verre ombre, hermétiquement fermé.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids de
la matiére séche de la plante (AFNOR, 1987). Il est exprimé en pourcentage et calculé selon

la formule suivante :

R =PB/PA x 100 Ou R =[ZPB/ZPA] x 100

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

Figure 3. Montage de I’hydrodistillateur (photo personnelle).

2.6. Analyse de la composition chimique de ’HE

L’analyse chimique de I’HE a été réalisée par la chromatographie en phase gazeuse (CPG)
et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). Cette
technique a été réalisée au Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses
Physico-Chimiques (CRAPC) a Bou Smail (Tipaza, Algérie).
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L’analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM) est faite sur un chromatographe de type Hewlett Packard 6800 plus, couplé a un
spectromeétre de masse "Quadrupolaire™ de type Hewlett Packard 5973 a impact d'électrons
opérant en mode EI 70 eV. La colonne capillaire utilisée est de type HP-5MS (longueur de
30m x diametre interne de 0,25 mm et épaisseur de film 0,25 mm). Le gaz vecteur qui
constitue la phase mobile est I’'Hélium, réglé a un débit de 1 ml/min. La température de
I’injecteur est de 250°C, et I’injection se fait en mode Split. Initialement, la température du
four est maintenue a 60°C en isotherme pendant 8 min, puis son augmentation se fait
graduellement a raison de 2°C par min jusqu’a 250°C. Pour le spectrométre de masse, la
température de détection est de 270°C. La fragmentation est effectuée par impact électronique
sous un champ de 70eV, et une pression de 6,75Psi. Le volume injecté est de 0,2ul. L’appareil
est relié a un systéme informatique gérant une bibliothéque de spectres de masse. Les
constituants de chaque huile essentielle sont identifiés par comparaison de leurs spectres de
masses avec ceux des produits de référence de bases de données Willey (McLafferty et al.,
1998), NIST (NIST, 1999) aussi bien que par leurs indices de rétention calculés a 1’aide
d’alcanes C5-C18 comparés aux indices des produits de référence et des données de la
littérature (Kondjoyan & Berdagué, 1996 ; Adams, 2001).

Port d'injection
b Controleur de flux Source dionisation
Y i‘ “ /
d - = ‘ - Lentille de mise au point
: . ! ; Détecteur

Moniteur

’i‘—‘ Totsl o Oromemgrapty
- Co!onnecapnlgwe
£ | — - (\ ‘\
? = i RE [
!i K Analyseurg
% u de massaf
L e i

Figure 4. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

2.7. Traitement et Bioessais
2.7.1. Traitement des larves et des pupes

Apres un test de Screening, on a pu déterminer la gamme de concentrations de I’HE de L.
nobilis qui est de l'ordre de : 25, 50, 100, 150 et 200 ppm. Ces concentrations ont été
appliquées dans des pots contenant 150ml d’eau et 20 larves du quatriéme stade ou 20 pupes
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nouvellement exuviées de Cs. longiareolata et Cx. pipiens selon les recommandations de
1I’Organisation Mondiale de la Santé (Anonyme, 1983). Apres 24h de traitement, les larves et
les nymphes sont rincées et placées dans de nouveaux récipients contenants de I'eau propre et
de la nourriture. Le témoin négatif ne contenait que de ’eau tandis que le témoin positif
renfermait un millilitre d’éthanol. Le suivi de mortalité des larves a été réalisé apres le : ler, le
3eme, le 5éme et le 7éme jour aprés traitement alors que le suivi des nymphes a été fait
jusqu’a I’émergence des imagos (Fig. 5). Six répétitions comportant chacune 20 larves ou 20
pupes, ont été realisees pour chaque concentration. Le pourcentage de mortalité observée est
corrigé par la formule d’Abbott (1925) qui permet d’éliminer la mortalité naturelle et de
déterminer la toxicité réelle du traitement. La détermination des concentrations létales (CL s,
CLso et CLgo) ainsi que leur intervalle de confiance (95% IC) a été faite grace a un logiciel
GRAPH PAD PRISM 7.

Témoins 20 larves de Cs. longiareolata et

Cx. pipiens

Suivi de
mortalité

1 ml d’éthanol

20 pupes de Cs. longiareolata et
Cx. pipiens

Solution mere
(Huile + éthanol) Pl

Suivide |
mortalité

25, 50, 100, 200 ppm Jusqu’a I’émergence

Figure 5. Essais toxicologiques (photos personnelles).
2.7.2. Traitement des ceufs

L'activité ovicide a été estimée selon la méthode de Su & Mulla (1998). Des ceufs ont été
collectés, puis exposés a deux concentrations (8,214 et 23,45 ppm) et (8,99 et 22,39ppm)
correspondant a la CLs et la CLsg de 1’huile de L. nobilis a I’égard de Cs. longiareolata et Cx.
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pipiens respectivement préalablement déterminées, dans des récipients en plastique contenant
150ml d’eau déchlorurée. Une série témoin négatif (les oeufs ne subissent aucun traitement) et
une serie témoin positif (les oeufs recoivent 1ml d'éthanol) sont conduites en paralléle. Dix
répétitions ont été réalisées pour chaque concentration, dont chacune contenant une nacelle.

Le taux d'éclosion des ceufs témoins et traités a été exprimé a 1'aide de la formule suivante:

Nombre d'eeufs éclos

Taux d'éclosion (%) = T ————T—— 100

2.7.3. Traitement des adultes

Aprés un screening préalable, I’HE de L. nobilis a été appliquée a différentes
concentrations : 20 ; 40 ; 80 ; 100 et 200 ul/L d’air sur un disque de papier filtre de 2,5 cm de
diamétre suspendu a 1’aide d’un fil a la face interne du couvercle.

Les adultes males et femelles de Cx. pipiens et Cs. longiareolata ont été introduits dans des
boites en plastiques d’une capacité de 60 ml (Fig. 6). Dix répétitions de 10 individus ont été
réalisées pour chaque concentration. Une série témoin est conduite en parallele et les
individus recoivent de I’eau distillée.

Les mortalités ont été enregistrées a 1h apres traitement et corrigées selon la formule d’ Abbott
(1925). Les concentrations létales ainsi que leur intervalle de confiance (95% IC) ont été
calculées grace a un Logiciel GRAPH PAD PRISM 7.

v

Figure 6. Traitement des adultes (photos personnelles).
2.8. Sex ratio
Un essai biologique a été congu pour déterminer le sex-ratio des adultes en comptant le

nombre des adultes males et femelles émergés. Deux concentrations (CL,s et CLsp) ont été

testées dans des récipients en plastique contenants 150 ml de I’eau propre. Quinze répétitions

10
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de 10 larves L4 ont été réalisées pour chaque concentration. Une série témoin est conduite en

parallele et les individus recoivent de 1’eau propre.
2.9. Durée de developpement

Afin d’évaluer I’effet du laurier sur les durées de développement des différents stades de
Cx. pipiens et Cs. longiareolata, des expériences ont été établies. Apreés traitement des oeufs
nouvellement pondus par les deux concentrations létales (CLys et Clsp), les durées des
différents stades ont été calculées depuis 1’apparition des larves jusqu’a la mue suivante (Ex :
La durée du ler stade larvaire a été calculée depuis I’éclosion jusqu'a la 1ére mue larvaire,
celle du 2eme stade depuis la 1ére jusqu'a la 2éme mue larvaire,...).

Apres traitement (CLys et CLso) des larves du quatrieme stade nouvellement exuviées, les
durées des deux stades ont été calculées ; la durée du 4eme stade larvaire depuis la 3éme mue
jusqu’a la mue nymphale, et la durée du stade nymphal depuis 1’apparition des pupes jusqu’a
I’émergence des adultes. Quinze répétitions de 10 larves ont été réalisées pour chaque
concentration. Une série témoin est conduite en paralléle et les individus regoivent de 1’eau

propre.
2.10. Dosage des biomarqueurs

Les larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens et Cs. longiareolata
des séries témoins et traitées a 1’huile de L. nobilis (CLs et CLso) ont fait 1’objet d’un dosage
des biomarqueurs enzymatiques : un biomarqueur de neurotoxicité, 1’acetylcholinestérase
(AChE), des biomarqueurs de détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et le
glutathion peroxydase (GPx) et non enzymatiques: un biomarqueur de la peroxidation
lipidique, le malondialdéhyde (MDA) et du stress oxydatif, le glutathion (GSH) a différentes

périodes apres traitement : 24, 48 et 72 heures.
2.10.1. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acéthyltiocholine (ASCh) dont
I’hydrolyse libére de la thiocholine (SCh) et de ’acide acétique. La thiocholine, en présence
de DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont
I’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.

Les larves du quatriéme stade de Cs. longiareolata et Cx. pipiens témoins et traitées (CLys et
CLso) prelevées a différentes periodes (24, 48 et 72 heures), sont pesees, ensuite
homogénéisées dans 1ml de la solution détergente D [38,03 mg EGTA (éthylene glycol-tris,

11
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B-aminoéthyl éther NNN’N”), 1ml Triton X 100, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml
tampon tris (10mM, pH 7)]. Apres centrifugation (5000 trs/ min pendant 5 min), le surnageant
est récupéré et servira comme source d’enzyme. L’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 20 individus avec une série témoin.

Le dosage de I’AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 100
pl de DTNB préparé extemporanement [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3;HNa (bicarbonate de
sodium), 10 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Apres 3a 5
minutes, 100 ul de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément [23,6 mg ASCh, 1 ml
eau distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 mn pendant 20
minutes a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 pl de solution détergente
remplace les 100 pl de surnageant. L’activité spécifique de I’AChE est calculée selon la

formule suivante :

_ ADo/mn y 'Vtx, q i
== = 7 mg de protéines

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

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

1,36 x 10" : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M cm™).

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

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.2. Dosage des glutathion -S-transférases

L activité des glutathion S-transférases (GSTs) est déterminée selon la méthode de Habig
et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH) et
mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotométre.

Les échantillons des séries témoins et traitées des deux espéces sont homogénéisés dans 1 ml
de tampon phosphate (0,1 M ; pH 6). L’homogénat est centrifugé a 1400 trs/ mn pendant 30
mn et le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 ul du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(ImM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0,1 M, pH 6)]. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20
individus avec des séries témoins. La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes
pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau

distillée remplagant la quantité de surnageant.

12
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L’activité spécifique est déterminée d’aprés la formule suivante :

_ ADo/mn y vt / ; iy
Y s / mgde protéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).

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

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.3. Dosage du glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckbecker & Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons témoins et traités des deux
especes a différents temps (24, 48 et 72h) dans 1 ml d’une solution d’éthyléne diamine tétra-
acetique (EDTA) a 0,02 M [7,448g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de protéger les
groupements thiols du glutathion, ’homogénat doit subir une déprotéinisation par I’acide
sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25g ASS, 100 ml eau distillée] ou 0,2 ml de I’ASS sont
additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres agitation est plongé dans un bain de
glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 10000 trs/mn pendant 5 mn.

Une fraction aliquote de 500 pl de ’homogénat 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]. L’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 20 individus avec une série t¢émoin. La lecture des absorbances s’effectue
a une longueur d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur
contre un blanc ou les 500 pl de surnageant sont remplacés par 500ul d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

DO vd
= — X
13,1 Vh

E /mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM / mg de protéines).
Do : Densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
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13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

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

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

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.4. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Les larves 4 témoins et traitées de Cs. longiareolata et Cx. pipiens sont prélevées a

différentes périodes (24, 48 et 72 heures). L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant
chacune 20 individus. Les larves sont broyées aux ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCI (50
mM, pH 7,5) [1,5137g tris, 0,0730 g EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique), 42,78 ¢
sucrose, 250 ml eau distillée]. Une fois I’homogénéisation réalisée, une centrifugation est
effectuée pendant 10 min a 10000 tours/min et le surnageant récupéré servira au dosage du
malondialdéhyde (MDA).
500 ul de surnageant sont additionné a 2,5 ml de TCA (10%). Aprés chauffage au bain marie
a 100°C pendant 15 min et refroidissement dans de la glace, une deuxieme centrifugation est
effectuée a 10000 tours/min pendant 10 min. Une fraction aliquote de 2 ml du surnageant est
alors prélevée a laquelle on ajoute 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) [6,7 g TBA, 1000 ml
eau distillée]. Aprés un second chauffage (100°C, 15 min) et refroidissement, 1,5 ml de
butanol sont rajoutés. Aprés agitation, une derniére centrifugation (10000 tours/min, 10 min)
est réalisée et le surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant le complexe TBA (acide
thiobarbiturique) /MDA est récupéré. Le MDA est dosé selon la méthode de Draper & Hadley
(1990). Cette méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction TBA-MDA
donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une longueur
d’onde de 532 nm contre un blanc (tampon tris-HCI).

Le taux de MDA est déterminé selon la formule suivante :

X= (Do/156) X (Vt/Vs) /mg de protéines

X : Taux du MDA (mM/mg de protéines).

DO : Densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat & 532 nm.
156 : Coefficient d’extinction molaire de I’ATB (mM™ cm™).

Vt : Volume total de la cuve (1ml).

Vs : Volume du surnageant utilisé (0,5 ml).

mg de protéines : Quantité de protéines exprimée en mg.
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2.10.5. Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de
Flohe & Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H20,) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :
H, O, + 2GSH —— GSSG + 2H,0

Dans un tube sec, 200ul de surnageant est additionné a 400 pul de GSH a 0,1 mM (réaction
enzymatique) et 200l de KNaHPO, a 0,067 M (tampon d'extraction pH 7,8). Pour le blanc,
le tube contient 400 pl de GSH et 200pl de KNaHPO, (réaction non enzymatique). Aprés une
incubation au bain marie a 25°C pendant 5 min, on ajoute 200ul d'H,O, (1,3mM) pour initier
la réaction ; puis 1ml de TCA (1%) est additionné pour arréter la réaction. Le mélange mis
dans de la glace pendant 30 min est centrifugé durant 10 min a 3000 tr/min et 480 ul de
surnageant récupeéré est placé dans une cuve ; a laquelle on ajoute 2,2 ml de Na,HPO, (0,32
M) et 0,32 ml de DTNB (ImM). La densité optique est lue a 412 nm aprés 5 min. L’essai est

conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus.

La détermination de l'activité de la GPx se fait de la facon suivante :

__ (DO échantillon—D0 étal on) x0.04

Q=

DO étalon

Q

mEg protéines

Activité de la GPx (uM G5H /min/mg protéines) =

Q : Quantité de GSH disparue (oxydée).

DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
DO étalon : Densité optique de 1’étalon.

0,04 : Concentration du substrat (GSH)

2.11. Etude morphométrique

Deux paramétres morphométriques ont été pris en considération pour les larves témoins et
traitées : le poids (mg) et le volume corporel (mm?®) calculé en fonction de la valeur cubique
de la largeur du thorax (Timmermann & Briegel, 1999). Les mensurations ont été realisées a
I’aide d’une balance de précision et une loupe binoculaire préalablement étalonnée. L’étude

est conduite avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus.
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T

Poids corporel VVolume corporel

Figure 7. Morphomeétrie des larves de moustiques (photos personnelles).

2.12. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibko et al.
(1966) (Fig.15). Les individus témoins et traités (CLys et CLso) ont été préleves a différentes
périodes (24, 48 et 72h) et conservés dans 1 ml de TCA (acide trichloracétique) a 20%. Apres
homogénéisation aux ultrasons, puis centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10 min),
le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de
Duchateau & Florkin (1959). Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/
1V) et apres une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant 1l et
le culot 11, le surnageant 11 sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et
le culot Il dissout dans de la soude (0,1N), servira au dosage des protéines selon Bradford
(1976). L'essai est conduit avec 3 répétitions, chacune comprend 20 larves du quatrieme

stade.

2.12.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une
fraction aliquote de 100 pl, & laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G250 (Merck). 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 (BSA) titrant 1

mg/ml (Tableau. 1).
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Tableau 1. 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

2.12.2 Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette
méthode consiste a additionner 100ul de surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml du
réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, une coloration verte se
développe dont lintensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans
I'échantillon. La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La gamme
d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mére de glucose (1mg/ml) (Tableau. 2).

Tableau 2. Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme d'étalonnage.

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

2.12.3. Dosage des lipides totaux

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

Tubes 1 2 3 4 5 6

Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250

2.13. Détermination des réserves nutritionnelles

Les valeurs absolues (ug/larve) des réserves nutritionnelles sont converties en joules
(Clements, 1992) ; sachant que :

» 1mg de glucides et protéines correspond a une valeur énergétique de 16,74 joules ;

» 1mg de lipides correspond a une valeur énergétique de 37,65 joules.
L'indice d’épuisement des réserves nutritionnelles (glucides + lipides + protéines) a été

déterminé en utilisant la formule suivante :

[ NDI: [(C-T)/(C+T)] x 100 ]

C = réserves nutritionnelles totales chez les témoins ;

T = réserves nutritionnelles totales chez les traités.

On consideére que I'épuisement des réserves nutritionnelles se produit lorsque le NDI est
supérieur a 75%, modéré lorsqu'il se situe entre 50-75% et faible lorsqu'il est inférieur a 50%.

2.14. Etude histologique

La technique histologique a éte réalisée au Centre Hospitalo-Universitaire de Hussein Dey
(Hopital professeur Nefissa Hamoud (ex Parnet)), selon Hould & de Shawinigan (1984).

2.14.1. Fixation et incubation

Les larves témoins et traitées prélevées, ont été fixées dans une solution de formol a 10%,
pendant 48h a 4°C. Cette étape a pour but de préserver la morphologie cellulaire et tissulaire,
tout en renforgant la consistance du tissu (Djoudad-Kadji et al., 2011), puis elles sont placées
dans des cassettes histologiques marquées avant d’étre plongées dans un récipient contenant
le fixateur. Ces cassettes ont été mises ensuite dans un panier de I’appareil automate de

circulation (Fig.16), contenant 12 cuves ou on a pu réaliser les trois étapes suivantes :
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Déshydratation : qui a été faite par le passage des échantillons dans 8 cuves d’éthanol de
concentration croissante (de 70° a 100°) pour une durée de 45 min chacune. Cette étape
permet d’éliminer I’eau des tissus pour les préparer a I’inclusion (Alturkistani et al., 2016).
Clarification : dure une heure, et a été effectuée par le passage du panier dans deux bains de
xyléne. Cette étape élimine toute trace d’éthanol dans I’échantillon (Alturkistani et al., 2016).
Inclusion (imprégnation) : a été faite par immersion des cassettes dans deux bains successifs

de paraffine de 1h30 chacun a une température de 56°C.

Figure 8. Inclusion des échantillons dans un automate de circulation (Photo personnelle).

2.14.2. Enrobage et confection des coupes

Les échantillons ont été délicatement retirés des cassettes avec une pince puis mis dans des
moules en inox avant de les remplir de paraffine liquide (Fig. 9A1, A2). Apres cela, les
moules ont été déposés sur une plaque refroidissante afin de solidifier la paraffine pour la
réalisation des coupes. Par la suite, les blocs de paraffine ont été démoulés pour y étre placés
dans un microtome afin de confectionner des coupes d’environ 3 um (Fig. 9B1, B2). Ces
rubans ont été déposés sur des lames marquées recouvertes d’une fine couche d’eau
albumineuse, puis immergées un court instant dans un bain marie de 60°C. Les lames ont été
rangées sur un porte-lame puis placées dans I’étuve pendant une durée de 30 minutes (Fig.
9C), avant d’étre immergées dans un solvant (bain de xyléne) pendant la méme durée de
temps afin d’éliminer toute trace de paraffine, et ainsi permettre la pénétration des colorants

hydrophiles dans les tissus (Fig. 9D).
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Figure 9. Enrobage des échantillons (Al, A2); Coupe des blocs au microtome (B1, B2) ;

Déparaffinage des lames dans 1’étuve (C); Elimination des traces de paraffine (D) (photos
personnelles).

2.14.3.Coloration et montage des coupes

Cette étape a été précédée d’une hydratation qui consiste a I’immersion des lames dans un
bain d’alcool suivi d’une immersion dans un bain d’eau pour une durée de 10 min chacune.
La coloration des lames a été faite avec deux colorants qui permettent de mettre en évidence
la morphologie cellulaire et tissulaire : I’hématoxyline basique qui colore le noyau acide
(basophile) en bleu-violet et 1’éosine acide qui colore le cytoplasme basique (acidophile) en
rose (Kierszenbaum, 2006). Les lames ont tout d’abord été plongées dans un bain
d’hématoxyline pendant 5 minutes, puis rincées a 1’eau du robinet. Par la suite, elles ont été
plongées dans un bain d’éosine pendant 3 minutes avant de subir un ultime rincage (Fig. 10
A). La derniére étape de I’histologie est le montage ; elle se déroule par le passage des lames
dans un bain d’éthanol suivi d’un bain contenant un mélange d’éthanol/xyléne et pour finir
dans deux bains successifs de xylene (Fig. 10B). Quelques gouttes d’Eukit (colle biologique)
ont été déposées sur des lamelles avant d’étre placées sur les lames (Fig. 10C). Les lames et

les lamelles ont été par la suite séchées a I’air libre (Fig. 10D).
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Figure 10. Coloration et montage. A. Hydratation des lames ; B. Produits utilisés lors de la coloration
et du montage des lames; C. Application de I’Eukit sur une lamelle; D. Lames prétes pour
I’observation microscopique (photos personnelles).

2.14.4. Observation microscopique

Une fois la technique histologique est terminée, les lames ont été observées a 1’aide d’un
microscope optique de type Leica DM1000LED muni d’une caméra Leica MC170HD. Les
images obtenues par cette caméra ont été transférées sur I’écran d’ordinateur a I’aide du

logiciel Leica Aplication EZ (LASEZ).
2.15. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7. Les résultats
obtenus ont été exprimés par la moyenne + I’écart-moyen (SEM). Les quantités des
métabolites (protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir des courbes d’étalonnage
dont I’équation de la droite de régression exprime 1’absorbance en fonction de la quantité du
standard utilisé¢ (albumine, glucose et I’huile de tournesol). L’analyse de la variance a un

critére de classification et le test HSD de Tukey ont éte utiliseés.
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1. RESULTATS

3.1. Caractéristiques organoléptiques et rendement de I’huile essentielle

L'huile essentielle extraite des feuilles séchées de Laurus nobilis est Iégérement amer avec
un aspect liquide mobile limpide, de couleur jaune tres péle, et une odeur aromatique épicée.

Le rendement marque une valeur moyenne de 0,96 + 0,45 % de la matiére seche.

3.2. Composition chimique de ’HE de Laurus nobilis

L’identification des différents constituants de [I'huile extraite de L. nobilis et la
détermination de la concentration de ses composés ainsi que leur temps de rétention a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-
SM) (Tableau 4 et Fig. 11). Celle-ci a révélé que I’huile de L. nobilis est constituée de
cinquante-six composés représentant 100% de la totalité des constituants détectés et

appartenant a six familles.

La fraction monoterpénique prédomine avec un taux de 82,71% et elle est constituée
majoritairement de monoterpénes oxygénés (65,62%) représentés par 1’Eucalyptol (25,62%),
le Linalool (11,83%), et a-Terpinyl acétate (10,18%) comme composés majoritaires. Une
minorité de monoterpénes hydrocarbonnés présentent un taux de 17,09 % avec le Sabinéne
(7,34 %) et a-Pinene (3,87%) comme constituants majeurs (Tableau 5).

Quant aux sesquiterpénes qui représentent un taux de 8,60%, ils contiennent deux familles, les
sesquiterpénes oxygenés avec un taux de 5,15% et les sesquiterpénes hydrocarbonés
représentés par un pourcentage de 3,45%. La fraction non terpénique de cette huile est
représentée essentiellement par des alcools secondaires et des phénylpropanoides avec des
taux de 1,94% et 2,64% respectivement de la totalité¢ de I’huile.

Tableau 4. Composition chimique de I’HE de L. nobilis : temps de rétention (TR) et concentrations
(%) des différents constituants.

Composes chimiques Concentration (%)
1 7,60 a -Thujéne 0,54
2 7,98 a -Pinéne 3,87
3 8,69 Camphene 0,31
4 10,28 Sabinéne 7,34
5 10,39 B-Pinene 1,93
6 11,27 B-Myrcene 0,46
7 12,02 a -Phellandrene 0,53
8 12,37 A. 3-Carene 0,85
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Suite Tableau 4

Composes chimiques

Concentration (%)

9 12,83 a-Terpinene 0,29
10 14,14 Eucalyptol 25,62
11 15,68 y-Terpinéne 0,61
12 16,35 Trans-sabinéne hydrate 0,32
13 17,64 a-Terpinoléne 0,26
14 19,35 Linalool 11,83
15 22,30 Isobutyl caproate 0,09
16 23,27 Borneol L 0,20
17 23,45 A- Terpineol 0,28
18 24,12 4-Carvomenthenol 1,43
19 25,35 a-Terpineol 3,45
20 27,79 Nerol 0,24
21 29,55 Linalyl acetate 0,22
22 31,35 a-Bornyl acetate 0,17
23 33,54 Pseudolimonene 0,71
24 36,00 a-Terpinyl acetate 10,18
25 36,62 Eugenol 1,88
26 38.34 B -eleméne 0,73
27 39,24 a-Gurjunéne 0,09
28 39,92 Methy! eugenol 11,07
29 40,03 Veratrole methyl 2,73
30 42,04 a-Humuléne 0,11
31 43,23 Ethyl cinnamate 1,33
32 43,75 Germacréne-D 0,24
33 44,03 B -Selinene 0,12
34 44,68 y - Cadinéne 0,41
35 44,90 a-Bergamoteéne 0,12
36 45,04 a-Muuroléne 0,18
37 45,19 Trans -y - Bisaboléne 0,26
38 45,77 a- Amorphéne 0,19
39 45,95 A-Cadinéne 0,22
40 46,37 Naphtaléne 0,41
41 46,83 v - Muuroléne 0,18
42 47,17 Dehydro aromadendréne 0,23
43 47,47 a-Copaen-11-ol 0,16
44 48,78 Elemicin 0,76
45 49,63 Spathulenol 0,73
46 49,74 Caryophyllene oxide 0,32
47 50,37 Veridiflorol 0,56
48 50,94 (+)-Ledol 0,39
49 51,71 Torreyol 0,27
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50 52,59 Isobutyl cinnammate 0,61
51 53,06 3-chlorohomo adamantane 0,17
52 53,29 a-Cadinol 0,43
53 53,70 -Eudesmol 0,61
54 54,01 Cedrelanol 1,00
55 55,05 Calamenene 0,31
56 55,93 Shyobunol 1,45

Total 100

Tableau 5. Familles des composants chimiques de I’HE de L. nobilis.

Familles des composés Concentrations (%)
Monoterpénes hydrocarbonés 17,09
Monoterpénes oXygénes 65,62
Sesquiterpenes hydrocarbonés 3,45
Sesquiterpenes oxygénés 5,15
Alcools secondaires 1,94
Phenylpropanoides 2,64
Divers 411
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Figure 11. Chromatogramme (CPG-SM) de I’HE de L. nobilis (Abondance en fonction du temps en
min).
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3.3. Effet insecticide de ’HE de L. nobilis a I’égard des moustiques
3.3.1. Effet larvicide

Apres un test de screening, différentes concentrations de I’HE de L. nobilis ont été
appliquees sur les larves du quatrieme stade de Cs. longiareolata et de Cx. pipiens (25, 50,
100 et 200 ppm). Des séries témoins négatifs (eau seulement) et témoins positifs (eau+1ml
d’éthanol) sont réalisées en paralleles. Aucune mortalité n'a été observée dans les deux séries

témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées augmentent de fagon significative en fonction des doses
appliquées et du temps apres traitement chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens respectivement:
au 1% jour (F=229,2 ; df=3,20 ; P<0,001 et F=237,7 ; df=3,20 ; P<0,001), au 3°™ (F=102,6 ;
df=3,20 ; P<0,001 et et F=55,3 ; df=3,20 ; P<0,001), au 5°™ (F=151,1 ; df=3,20 ; P<0,001 et
et F=62,11 ; df=3,20 ; P<0,001), et au 7°™ jour (F=116,5 ; df=3,20 ; P<0,001et et F=76,93 ;
df=3,20 ; P<0,001). Ces mortalités affichent des valeurs allant de 3,33% pour la dose la plus
faible (25ppm) enregistrées au premier jour apres traitement a plus de 90% pour la dose la
plus forte (200 ppm) au septieme jour chez Cs. longiareolata et de 3,33% pour la dose la plus
faible (25ppm) a 97,50% pour la dose la plus forte (200ppm) chez Cx. pipiens (Fig. 12A et B).
Les résultats montrent de forts taux de mortalité chez Cx. pipiens par rapport a Cs.

longiareolata, traduisant la sensibilité de cette espece a ’action de I’'HE du Laurier.

Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele I’existence de 3 groupes au premier
et au deuxiéme jour et 4 groupes au cinquiéme et septieme jour chez Cs. longiareolata (Fig.
20A). Chez Cx. pipiens, 4 groupes sont signalés au cours du premier, du troisiéme et du

septiéme jour, par contre au cinquiéme jour, 3 groupes sont observes.

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 13A et B) a permis I’estimation des concentrations létales (CL)

ainsi que leurs intervalles de confiance et le HillSlope (Tableau. 6).
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Figure 12. Toxicité de I’HE de L. nobilis (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
Cs. longiareolata (A) et Cx. pipiens (B) : Mortalité corrigée (%) (m + SEM, n=6 répétitions de 20
individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Figure 13. Effets de I’HE de L. nobilis, appliquée sur les larves 4 de Cs. longiareolata (A) et Cx.
pipiens (B) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des doses.

Tableau 6. Toxicité de I’'HE de L. nobilis, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de Cs.
longiareolata et Cx. pipiens : Détermination des doses létales et leurs intervalles de confiance (95%).

CLs (ppm)
95% IC

CLg (ppm)
95% IC

Temps Hill

\ 2 CL2s (ppm)
Espéces R 959% IC

(jours) Slope

: 132,80 203,70 479,1
. Cs. longiareolata 034 0,98 ;o560 "16710)  (168,10-246,.90) (260,80 - 879,90)
— 97,07 155.9 6055
CX. pipiens 008 099 (6670 0223)  (137.4-1808) (1342 - 95850)
) 81,96 71,9 756
. Cs. longiareolata 038 092 3590 "17540)  (86,93-339,00) (94,44 - 605,20)
— 22.47 63,72 512,6
Cx. pipiens 008 099 (1534 3084) (49,37 81,14) (279,6 - 1396)
) 31,25 85,10 631
: Cs. longiareolata 023 094 44 57788 19) (45,42 - 159,40) (85,22 - 46,72)
— 8.281 24.29 214,
Cx. pipiens 008 099 (3316_1367) (1585-31,8) (129,50 - 455,90)
) 8.214 23,45 191,20
, i lenoferselenE W2 URE g 0T g (9,58 - 57,38) (37,85 - 965,60)
Cx. pipiens 0,18 0,97 8,999 22,39 138,6

(1,296 — 17,52)

(8,328 — 32,81)

(68,66 - 496,90)
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3.3.2. Effet pupicide

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de L. nobilis ont été
appliquées sur les larves du quatrieme stade de Cs. longiareolata et de Cx. pipiens (25, 50,
100 et 200 ppm). Des séries témoins négatifs (eau seulement) et témoins positifs (eau+1ml
d’¢éthanol) sont réalisées en paralléles. Aucune mortalité n'a été observée dans les deux séries
témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées augmentent de facon significative en fonction des doses
appliqueées chez Cs. longiareolata (F420=347,3; P<0,001) et Cx. pipiens (F420=318,7;
P<0,001) (Fig. 14A et B).

Ces mortalités varient de 8% et 6% pour la dose la plus faible (25 ppm) & 96% et 95% pour la
dose la plus forte (200 ppm) chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens respectivement (Fig. 22 A
et B). Les résultats montrent une mortalité plus importante chez Cs. longiareolata par rapport
a Cx. pipiens, traduisant une plus grande sensibilité de cette espéce a 1’action de I’HE du
Laurier.

Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele ’existence de 5 groupes chez
Culiseta et 4 groupes chez Culex La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de
mortalité en fonction du logarithme des concentrations appliquées (Fig. 15A et B) a permis
I’estimation des valeurs des différentes concentrations létales (CL) ainsi que leurs intervalles

de confiance et le Slope (Tableau. 7).
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Figure 14. Toxicité de I’HE de L. nobilis (ppm), appliquée sur les pupes nouvellement exuviées de Cs.
longiareolata (A) et Cx. pipiens (B) : Mortalité corrigée (%) (m + SEM, n=6 répétitions de 20
individus chacune) : test HSD de Tukey.
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50 9

Figure 15. Effets de I’HE de L. nobilis, appliquée sur les pupes de Cs. longiareolata (A) et Cx. pipiens
(B) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme
des doses.

Tableau 7. Toxicité de I’'HE de L. nobilis, appliquée sur les pupes nouvellement exuviées de Cs.
longiareolata et Cx. pipiens : Détermination des concentrations létales et leurs intervalles de confiance
(95%).

Espéces HillSlope  R? CLzs (ppm) CLso (ppm) CLgo (Ppm)
95% IC 95% IC 95% IC
Cs. longiareolata 0,63 0,94 66,21 103,60 253,30
(105,60 - 167,10)  (67.94-142,30) (143,80 - 872,50)

Cx. pipiens 0,93 0,94 84,59 119,70 239,60
(38,09 - 130,30) (80,45 - 157,20) (147,00 - 827,40)

3.3.3. Effet ovicide

Une fois, les concentrations létales (CL,s, CLsg) sont déterminées, I’HE du laurier a été
testée sur le taux d’inhibition d’éclosion des ceufs chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens.
L’activité ovicide du L. nobilis contre Cs. longiareolata et Cx. pipiens est maximale avec des
taux de I’ordre de 75,91% et 40,12% a la CLso respectivement par rapport aux témoins
(Témoins vs CLsp: p = 0,0008 et 0,0007 respectivement). Les séries traitées avec la CL,5 chez
Cs. longiareolata et Cx. pipiens ont montré un taux d’inhibition de 26,27% et 15,39% contre
15,50% et 4,95% respectivement chez les témoins (Témoins vs CLs: p < 0,0001). De plus, un
effet concentration a été enregistré (CLys vs CLsg: p<0,0001) (Fig. 16A et B).
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Figure 16. Toxicité de I’HE de L. nobilis (ppm), appliquée sur les oeufs nouvellement pondus de Cs.
longiareolata (A) et Cx. pipiens (B) : Taux d’inhibition d’éclosion (%) (m + SEM, n=10 répétitions
comportant chacune une nacelle) : test HSD de Tukey.

3.3.4. Effet adulticide

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de L. nobilis ont été
appliquées par fumigation sur les adultes males et femelles de Cs. longiareolata et Cx. pipiens

(20, 40, 80, 100 et 200 pl/1 d’air). Aucune mortalité n'a été observée dans les séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées augmentent de facon significative en fonction des doses
appliquées chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens respectivement (Fig. 17A et B): pour les
méales (F;15=170,4; P<0,001 et F,;15=68,89; P<0,001), et les femelles (F415=139,6;
P<0,001et et F,;15=81,08 ; P<0,001). Les résultats montrent une mortalité plus importante

chez Cx. pipiens par rapport a Cs. longiareolata et chez les males par rapport aux femelles.

Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele ’existence de 4 groupes pour les
males et les femelles chez Cs. longiareolata et chez Cx. pipiens, 2 groupes sont signalés pour

les males, et 3 groupes pour les femelles.

L’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le
HillSlope (Tableau 8) a été faite par le GRAPH PAD PRISM 7.
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Figure 17. Toxicité de I’'HE de L. nobilis (ul/l), appliquée sur les adultes males et femelles de Cs.
longiareolata (A) et Cx. pipiens (B) : Mortalité corrigée (%) (m = SEM, n=10 répétitions de 10
individus chacune) : test HSD de Tukey.

Tableau 8. Toxicité de I'HE de L. nobilis, appliquée sur les adultes de Cs. longiareolata et Cx. pipiens
: Détermination des concentrations létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Espéces Adultes  HillSlope  R? CLs (ppm) ClLso (Hl/1) CLap (/)
95% IC 95% IC 95% IC
Male 3,00 0,96 30,63 48,09 118,50
Cs. longiareolata (16,80 -46,93) (34,08 -64.50) (69,55 - 244,90)
Femelle 2,43 0,98 50,30 72,51 150,70
(35,85-70,46) (60,14 -84,68) (106 - 240,40)
Male 1,40 0,91 8,86 19,42 93,23
% TS (0,73-17,67)  (4,92-30,57) (43,60 - 363,40)

(6,93-22,02)  (21,09-40,15) (78,18 - 286,20)

3.3.5. Effet sur le sex-ratio

Le sex-ratio observé chez les adultes de Cs. longiareolata et Cx. pipiens issus des larves
traitées avec I'huile essentielle de L. nobilis était en faveur des femelles par rapport aux males
pour les différents concentrations appliquées (Tableau. 9). De plus, on note une augmentation
de la proportion des femelles et une diminution de la proportion des males en fonction des

concentrations.
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Tableau 9. Proportions moyennes de sex-ratio femelle et méle de Cs. longiareolata et Cx. pipiens
aprés exposition des larves 4 a I’HE de L. nobilis (m £ SEM, n= 15 répétitions comportant chacune 10
larves) : Test t de student.

Concentrations

Proportion (%)

(ppm) Cs. longiareolata Cx. pipiens
25 Femelle 63,36 £ 7,45 a 64,00 + 6,80 a
Male 36,64+7,45 b 36,00+ 6,80 b
50 Femelle 66,51+ 7,17 a 66,00 £ 6,00 a
Male 3348+7,17 b 34,00+ 6,00 b
100 Femelle 72,97 £ 8,69 a 69,00+ 7,20 a
Male 27,02+£8,69 b 31,00£7,20b
150 Femelle 73,27 £1156 a 74,00 £6,80a
Male 26,72 +11,56 b 25,00+ 7,00 b

3.4. Effet sur la durée de développement

Aprés traitement des oeufs de Cs. longiareolata et Cx. pipiens par 1’huile du Laurier (CLs et
CLsp), la durée des stades larvaires a été déterminée et les résultats sont présentés dans le
Tableau 10.

La durée des stades larvaires chez Cs. longiareolata montre des fluctuations dues au
traitement par le Laurier par rapport aux témoins. Les concentrations appliquées (CLs et
CLso) prolongent significativement la durée du ler, 2éme, 3éme et 4éme stade larvaire (p
<0,001). De plus, on note un effet dose a tous les stades étudiés (CLys vs CLsp : p=0,0344 ;
0,0016 ; 0,001 et 0,0125 respectivement). Cependant, chez Cx. pipiens, la durée des stades
augmente significativement sous I’effet des deux concentrations Iétales comparativement aux
témoins (p <0,001) avec une relation dose-réponse au satde larvaire L2 (CLys vs Clsp: p <
0,001).

Tableau 10. Effet de L. nobilis (CLys et CLsy) sur la durée de développement (jours) des stades
larvaires chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens (m £ SEM, n= 15 répétitions comportant chacune 10
larves) : Test t de student.

Témoins 290+0,40a 3,48+0,97 a 400+0,73a 6,55+ 0,85 a
Cs. longiareolata ClLys 3,75+0,71b 484+044Db 6,24+0,72b 8,91+0,76 b
Clsg 3,85+0,82¢c 6,13+ 0,96 c 8,00+058¢c 10,11+0,92c
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Témoins 2,61+0,65a 3,53+0,64a 4,86 + 0,66 a 7,84+0,97a

Cx. pipiens CLys 3,96+0,70 b 565+0,70 b 7,89+0,74 b 9,14+0,77Db

CLs 431+0,73Db 7,36 £091c 8,21+084b 963+0,69b

3.5. Les abbérations morphologiques

L’examen des larves apres traitement montre des aberrations morphologiques variées chez
Cs. longiareolata et Cx. pipiens. Les larves traitées avaient des mouvements agités. Elles
commencent a avoir des tremblements et des convulsions, et elles se déposent au fond des
récipients, incapables d’arriver vers la surface pour respirer. On a noté également 1’échec de
I’émergence des adultes, traduite par 1’incapacité de détacher leurs pattes et leurs ailes de
I’exuvie nymphale. De plus, 1’exposition a 1’huile induit un brunissement des larves et des
pupes. D’autres malformations se manifestent comme I’apparition des pupes avec une seule

trompette respiratoire (Fig. 18).

Figure 18. Aberrations morphologiques apres traitement avec I’HE du laurier chez Cs. longiareolata
et Cx. pipiens (A: Larve L4 déformée; B : Brunissement de la larve L4; C : Noircissement de la pupe ;
D : Déformation de la pupe avec une seule trompette respiratoire ; E : Métamorphose interrompue; F :
Blocage de la mue imaginale) (Photos personnelles).
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3.6. Effet de I’HE sur les biomarqueurs

L’HE du L. nobilis a été appliquée sur les larves du quatriéme stade nouvellement exuviées
a deux concentrations létales (CL,s, CLsg). L’effet de cette huile a été évalué a différentes
périodes (24, 48 et 72 heures apres traitement). Elle a été testée sur un biomarqueur de
neurotoxicité, 1’acétylcholinestérase (AChE), et les biomarqueurs de détoxication, les
glutathion S-transférases (GSTSs) et son cofacteur, le glutathion (GSH), sur un biomarqueur de
la peroxydation lipidique, le malondialdehyde (MDA) et un biomarqueur du stress oxydatif, la

glutathion peroxydase (GPx).
3.6.1. Effet sur I'activité spécifique de ’AChE

Les résultats de 1’activité spécifique de I’AChE exprimés en nanomoles par minutes et par
milligramme de protéines (nM/min/mg de protéines) sont mentionnés dans la figure 19 (A et
B).

Chez Cx. pipiens, I’'HE du laurier (CL,s et CLsp) provoque une inhibition significative de
I’activité spécifique de I'AChE au cours de différentes périodes testées avec une relation dose-
réponse : a 24 (Témoins vs CLos : p= 0,0008; Témoins vs CLsp : p<0,0001 ; CLys vs CLsg: p=
0,0002), 48 (Témoins vs CLys : p=0,0021; Témoins vs CLsp : p<0,0001 ; CLys vs CLsg: p=
0,0021) et 72 heures aprés traitement (Témoins vs CLys: p=0,0029 ; Témoins vs Clsp:
p<0,0001 ; CLs vs CLsp : p= 0,0005).

Chez Cs. longiareolata, les résultats montrent une inhibition significative de I’activité
spécifique de I'AChE a 24 heures avec la plus forte concentration (CLsg) (Témoins vs ClLsg :
p=0,017) et avec les deux concentrations appliquées (CLys et CLs) a 48 heures (Témoins vs
CLys : p=0,0129; Témoins vs CLs : p=0,0046) et 72 heures (Témoins vs CLs : p=0,0353 ;
Témoins vs CLsp : p=0,0012). L’effet dose a été signalé a 24 heures (CLys vs CLs : p= 0,036)
et a 72 heures apres traitement (CLs vs CLsg : p= 0,0295).

On peut conclure que le laurier manifeste un effet neurotoxique via 1’inhibition de 1’activité
spécifique de I’AChE chez les deux espéces testées avec un effet plus marqué chez Cx.

pipiens par rapport a Cs. longiareolata.
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Figure 19. Effet de I’HE de L. nobilis (CL,s et CLsp) sur I’activité spécifique de I’ AChE (nM/min/mg
de protéines) chez les larves L4 de Cx. pipiens (A) et Cs. longiareolata (B) (m = SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 20 individus). Test HSD de Tukey.

3.6.2. Effet sur Dactivité spécifique des GSTs

Les résultats de 1’activité spécifique des glutathion S- transférases (GSTs) sont exprimeés en

nanomoles par minutes et par milligramme de protéines (UM/min/mg de protéines). lls sont
mentionnés dans la figure 20 (A et B).
Chez Cx. pipiens, les résultats obtenus révelent une augmentation significative de 1’activité
specifique des GSTs a 24 heures (F,6= 20,28 ; p=0,0021), a 48 heures (F,6= 62,58 ;
p<0,001) et & 72 heures (F26= 95,2 ; p<0,001). Le test HSD de Tukey indique une relation
dose-réponse a tous les temps testés (CLys vs Clsg : 24h : p=0,0356 ; 48h : p=0,0039 ; 72h :
p=0,0006).

Chez Cs. longiareolata, le traitement induit une élévation significative de 1’activité
spécifique des GSTs avec les deux concentrations appliquées (CLys et CLsg) a 24 heures
(F26= 35,65; p<0,001), a 48 heures (F26= 108,9; p<0,001) et a 72 heures (F26= 124,2;
p<0,001). Le test HSD de Tukey indique une relation dose-réponse a tous les temps testés
(CLys vs Clsg : 24h : p=0,0045 ; 48h : p<0,001; 72h : p<0,001).

A partir de ces données, on peut conclure que I’huile de L. nobilis affecte le plus 1’activité
spécifique des GSTs chez Cx. pipiens comparativement a Cs. longiareolata.
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Figure 20. Effet de I’HE de L. nobilis (CLs et CLsg) sur 1’activité spécifique des GSTs (uM/min/mg
de protéines) chez les larves 4 de Cx. pipiens (A) et Cs. longiareolata (B) (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 20 individus) : Test HSD de Tukey.

3.6.3. Effet sur le taux du GSH

Les résultats du taux du glutathion (UM/mg de protéines) chez les larves L4 témoins et
traitées (CL,s, CLso) de Cx. pipiens et Cs. longiareolata sont présentés dans la figure 21(A et

B) a différentes périodes apres traitement : 24, 48 et 72 heures.

Chez Cx. pipiens, les résultats montrent que le taux du glutathion (GSH) diminue
significativement suite a ’exposition des larves au traitement par I’HE de L. nobilis a 24
heures : (F26= 9,243 ; p=0,0147), a 48 heures (F,= 14,62 ; p=0,0049) et a 72 heures (F,6=
173,5; p<0,001). Le test HSD de Tukey indique une relation dose-réponse a tous les temps
testés (CLys vs Clsg : 24h : p=0,0406 ; 48h : p=0,0291 ; 72h : p<0,001).

Les mémes observations ont été signalées chez Cs. longiareolata, ou le traitement induit une
diminution significative du taux du GSH & 24heures : (F,6= 19,04 ; p=0,0025), & 48heures
(F26= 39,81 ; p<0,001) et & 72heures (F,= 392,1; p<0,001). Le test HSD de Tukey indique
une relation dose-réponse a tous les temps testés : (CLys vs Clso: 24h: p=0,0382 ; 48h:
p=0,0040 ; 72h : p<0,001).

D’apres ces résultats, on constate que le traitement des larves par I’HE active un systéme de
détoxication qui se traduit par une augmentation de I’activité des GSTs et une réduction du
taux du GSH. Cette diminution est plus marquée chez Cx. pipiens par rapport a Cs.

longiareolata.
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Figure 21. Effet de I’'HE de L. nobilis (CL,5 et CLs) sur le taux du GSH (uM/mg de protéines) chez
les larves 4 de Cx. pipiens (A) et Cs. longiareolata (B) (m = SEM, n=3 répétitions comportant chacune
20 individus) : Test HSD de Tukey.

3.6.4. Effet sur le taux du MDA

Le taux du Malondialdehyde a été estimé chez les larves L4 témoins et traitées avec la
CLos et la CLsp. Les résultats exprimés en uM/mg de protéines sont enregistrés a 24, 48 et 72

heures apres traitement et sont mentionnés dans la figure 22 (A et B).

Chez les larves de Cx. pipiens, les résultats relatifs aux taux du malondialdéhyde (MDA)
montrent une augmentation significative a tous les temps testés avec une relation dose
réponse: (24h: Fpe= 49,64 ; p<0,001; 48h: F,= 433,6; p<0,001; 72h: Fe= 293,1;
p<0,001).

Chez Cs. longiareolata, les résultats obtenus montrent que I’HE de L. nobilis provoque une
augmentation significative du taux de la MDA au cours des différentes périodes testées : a
24h (Fp6= 214,2; p<0,001), & 48h (F,6= 96,77 ; p<0,001) et a 72h apres traitement (F,6=
164 ; p<0,001). Le test HSD de Tukey révele un effet dose a tous les temps testés (LCys VS
LCso : 24h : p<0,001 ; 48h : p=0,0013 ; 72h : p<0,001).

A partir de ces données, on remarque que 1’huile du laurier induit un stress oxydatif traduit
par une augmentation du taux de la MDA chez les 2 espéces étudiées avec un effet

comparable.
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Figure 22. Effet de I’HE de L. nobilis (CLys et CLsg) sur le taux de la MDA (uM/mg de protéines)
chez les larves 4 de Cx. pipiens (A) et Cs. longiareolata (B) (m + SEM, n=3 répétitions comportant
chacune 20 individus) : test HSD de Tukey.

3.6.5. Effet sur ’activité spécifique de la GPx

L’activité spécifique de la GPx chez les larves 4 de Cx. pipiens et Cs. longiareolata a été

exprimée en micromoles par minute et par milligramme de protéines (uM/min/mg de
protéines) (Figure 23 A et B).
Chez Cx. pipiens, le traitement par le laurier induit une augmentation de ’activité spécifique
de la GPx a tous les temps testés : (24h : F,6= 11,88 ; p=0,0082 ; 48h : F,6= 176 ; p< 0,001 ;
72h : F,6= 50,29 ; p< 0,001). Le test HSD de Tukey indique une différence significative entre
les deux concentrations appliquées (LCys vs LCs : 24h : p=0,042 ; 48h : p<0,001).

Chez Cs. longiareolata, les résultats obtenus marquent une augmentation de ce biomarqueur a
24 (Fo6= 11,02 ; p= 0,0098), & 48 (F,6= 22,92 ; p= 0,0016), et a 72 heures apres traitement
(F26= 24,87 ; p=0,0012). Le Test HSD de Tukey révele un effet dose a 48 et 72 heures (CLys
vs CLso: p=0,0235 et 0,0191 respectivement).

De plus, on remarque que le laurier a un effet le plus marqué sur ce biomarqueur chez Cx.

pipiens compartivement a Cs. longiareolata.
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Figure 23. Effet de I’HE de L. nobilis (CLs et CLsg) sur ’activité spécifique de la GPx (uM/min/mg
de protéines) chez les larves 4 de Cx. pipiens (A) et Cs. longiareolata (B) (m £ SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 20 individus) : Test HSD de Tukey.

3.7.Impact de ’HE sur la croissance des moustiques

Les deux concentrations létales de L’HE de L. nobilis : CLs (8,21 ppm ; 8,99 ppm) et CLsy
(23,45ppm ; 22,39ppm) déterminées a 7jours chez les larves L4 de Cs. longiareolata et Cx.
pipiens respectivement, ont été évaluées sur deux parameétres biométriques (poids et volume

corporels) au cours de différentes périodes (1, 3, 5 et 7jours).

3.7.1. Effet sur la croissance pondérale

Chez Cx. pipiens, le traitement par le laurier induit une diminution du volume corporel des
larves L4 a 1j (Fo6= 87,93 ; p< 0,0001), 3j (F26= 117,80 ; p< 0,0001) et 5j (F26= 53,99 ; p=
0,0001). Le Test HSD de Tukey ne révele aucun effet dose et cela a tous les temps testés
(Tableau 11).

Par ailleurs, chez Cs. longiareolata, les résultats mentionnés dans le tableau 11, montrent
que I’HE du Laurier (CLys et CLsp) induit une diminution significative du poids corporel des
larves L4 au 1% jour (Témoins vs CLys : p <0,0001 ; Témoins vs CLsg : p <0,0001). Aucun
effet n’a été signalé au cours des autres temps testés.

De plus, on note que le poids des larves L4 de Cx. pipiens est le plus touché par ce traitement

par rapport a Cs. longiareolata.
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Tableau 11. Effet de I'HE de L. nobilis (CL,s et CLsg) sur le poids corporel des larves L4 de Cs.
longiareolata et Cx. pipiens a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 20
individus) : test HSD de Tukey.

Espéces Traitement 3

Témoins 3,94 + 0,10a 3,96 + 0,08a 3,98 £ 0,04a 4,02 + 0,132

Cx. pipiens CLys 2,15 £ 020b 2,38 £ 0,12b 2,50 £ 0,20b 3,31 + 0,43a
CLsp 2,11 + 0,12b 2,34 + 0,12b 2,37 + 0,16b 3,14 + 0,28a

Témoins 5,04 + 042a 594 + 1,72a 596 + 0,95a 6,05 * 1,22a

Cs. longiareolata ClLys 3,86 + 0,06b 3,96 = 1,30a 5,79 = 0,27a 5,89 + 0,76a
ClLsg 2,82 + 0,14c 2,91 + 0,08a 4,69 + 0,41la 4,79 + 0,07a

3.7.2. Effet sur la croissance linéaire

Chez Cx. pipiens, le traitement par le laurier induit une diminution du volume corporel des
larves L4 a 3j (F2177= 4,05 ; p= 0,0019) ; 5j (F2177= 10,88 ; p< 0,0001) et 7j (Fo177= 12,28 ;
p< 0,0001). Le Test HSD de Tukey révéele un effet dose uniquement a 7j (CLys vs CLso: p=
0,0004) (Tableau 12).

4,

Chez Cs. longiareolata, les résultats obtenus marquent une augmentation de ce parameétre a
tous les temps testés : 1j (F2.177= 6,51 ; p= 0,0019) ; 3j (F2177= 28,12 ; p< 0,0001) ; 5j (F2177=
29,49 ; p< 0,0001) et 7j (Fz.177= 57,03 ; p< 0,0001). Le Test HSD de Tukey révele un effet
dose a 3 et 7j (CLys vs CLso: p= 0,039 et 0,035 respectivement) (Tableau 12).

De plus, on remarque que le laurier a un effet le plus marqué sur ce parameétre chez Cs.
longiareolata compartivement a Cx. pipiens.

Tableau 12. Effet de I’'HE de L. nobilis (CL,s et CLsp) sur le volume corporel des larves 4 de Cs.

longiareolata et Cx. pipiens a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétitions comportant chacune 20
individus) : test HSD de Tukey.

Espéces Traitement 1 3 ) 7
Témoins 5,08 +1,37a 5,40 + 1,56a 7,40 + 1,54a 8,10 + 1,81a
Cx. pipiens Clys 4,61+ 112a 5,30 £ 0,95a 598 + 156b 7,83 + 1,48a

4+

CLs 4,49 + 1,14a 468 + 091ab 5,84

I+

1,580 6,43 + 1,60b

Témoins 13,64 £ 2,13a 16,6 £ 2,21a 19,94 = 544a 22,19 *+ 4,45a

+
4+
+

Cs. longiareolata ClLys 12,83+1,87a 14,14 + 2,12b 14,14 + 2,12b 16,48 + 2,32b

CLs 11,80 + 2,02ab 12,92 + 211c 14,19 = 2,51b 14,63 = 191c
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3.8.Effets sur les réserves nutritionnelles

Les concentrations létales (CLys et CLsp) de I’'HE du Laurier ont été appliquées sur les
larves 4 nouvellement exuviées de Cs. longiareolata et Cx. pipiens et leurs effets ont été
évalués sur les réserves nutritionnelles (glucides, lipides et protéines) a différentes périodes.

Les résultats du dosage sont présentés dans la figure 24 (A et B).

Le traitement provoque une diminution significative de ces réserves chez les larves L4 de Cs.
longiareolata; au 1* jour (F2¢= 80,53 ; p <0,001), au 3*™ jour (F,e= 31,7 ; p<0,001)
p=0,0059), au 5°™ jour (F,e= 28,07 ; p<0,001) et au 7°™ jour (F»6= 80,86 ; p<0,001) ; CLs
vs CLso : p=0,0038) avec une relation dose réponse a tous les temps testés (CLys vs Clsp :
p<0,001; 0,0059 ; 0,0237 et 0,0038 respectivement).

Les mémes observations ont été signalées chez Cx. pipiens, ou on a noté une réduction
significative de ces réserves énergétiques aprés traitement avec les deux concentrations
appliquées (CLs et CLso) et a tous les temps testés : (1 jour : Fo=321,5; p <0,001 ; 3 jours :
Foe= 217,8; p <0,001; 5 jours: Fps= 130,1; p <0,001 et 7 jours: F,6= 76,92 ; p <0,001)
avec un effet dose-réponse (CLys vs CLsp: p=0,0011; 0,0011; 0,0022 et 0,0005
respectivement).

Cette réduction est plus marquée chez I’espéce Cx. pipiens comparativement a Cs.

longiareolata.
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Figure 24. Effet de I’'HE de L. nobilis (CL,s et CLsp) sur les réserves nutritionnelles totales (joules)
chez Cs. longiareolata (A) et Cx. pipiens (B) a différentes périodes (m + SEM, n=3 répétitions
comportant chacune 20 larves) : test HSD de tukey.
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3.9. Effet sur le taux d’épuisement nutritionnel

Les résultats du taux d’épuisement nutritionnel calculés chez les traités a la CLs et la CLsg
a différentes périodes chez Cs. longiareolata et Cx. pipiens sont représentés dans la Figure 25
(A et B).

Chez Cs. longiareolata, le taux d’épuisement augmente en fonction des concentrations testées
du laurier au 1% jour (t=5,334 ; df=2 ; p=0,0334), au 3°™ jour (t=5,6 ; df=2 ; p=0,0304) et au
7*™ jour (t=6,204; df=2; p=0,025). Aucun effet dose n’a été observé a Sjours aprés
traitement (t=3,98 ; df=2 ; p=0,0576).

Par contre chez Cx. pipiens, le taux d’épuisement marque une augmentation significative a
tous les temps testés : (1jour : t=7,646 ; df=2; p=0,0167 ; 3jours : t=5,37 ; df=2 ; p=0,033 ;
5jours : t=7,038 ; df=2 ; p=0,0196 et 7jours apres traitement : t=21,38 ; df=2 ; p=0,0022).

De plus, on remarque que le taux d’épuisement des réserves nutritionnelles est trop affecté

chez Cx. pipiens comparativement a Cs. longiareolata.
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Figure 25. Effet de I’HE de L. nobilis (CLys et CLsg) sur le taux d’épuisement nutritionnel (%) chez
Cs. longiareolata (A) et Cx. pipiens (B) a différentes périodes (m £ SEM, n=3 répétitions comportant
chacune 20 larves) : test t de student.

3.10. Etude histologique des larves de moustiques

L’histologie de la larve témoin présente une apparence normale des trois régions (téte,
thorax et abdomen) avec une couche cuticulaire bien délimitée chez les deux espéces (Fig.
26A et 27A). Cependant, les larves exposées au traitement présentaient des dommages au

niveau de la cuticule et des cellules épithéliales des deux especes étudiées (Fig. 26, 27B et C).
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Téte : chez les témoins, la partie céphalique est sans anomalies avec la présence des yeux
complexes intactes (Fig. 28A). La dégradation des yeux composés chez les traités est
caractérisée par la suppression et l'affaissement des couches cellulaires rétiniennes et

pigmentées avec une destruction totale de la cornée et de la rétine (Fig. 28B et C).

Intestin moyen : L’intestin moyen des larves témoins présente une architecture intestinale
intacte avec des cellules épithéliales bien serrées (Fig. 29, 30A). Par contre, il est trop affecté
par le traitement provoquant un gonflement de la région interne (Fig. 29, 30C). La membrane
périthrophique est endommagée avec une fuite importante du contenu de I’intestin moyen
suivie par un detachement des cellules épithéliales (Fig. 29, 30B). Une lyse cellulaire est

observée avec un rejet des debris cytoplasmiques dans la lumiére intestinale (Fig. 29C).

Tubules de malpighie : Ces tubules chez les témoins ne présentent aucune anomalie (Fig.
31A). D’apres les figures 31B et C, nous pouvons noter un élargissement des tubules de

malpighie des larves traitées par rapport aux témoins avec une disparition des noyaux.

Fibres musculaires : La coupe longitudinale des larves témoins montre que les fibres
musculaires présentent des schémas réguliers et denses comparativement aux larves traitées,
ou le traitement avec I’huile essentielle de laurier induit une altération au niveau des tissus
musculaires tels que la lyse de la couche musculaire, une dégénérescence des noyaux, une
absence de striation (Fig. 32A, B et C).

Figure 26. Régions du corps (téte, thorax) chez la larve de Cx. pipiens : A) Témoin ; B) Traitée a la
CLys ; C) Traitées & la CLso. L : Lumiere ; M : Muscle ; MP : Membrane péritrophique ; TM : Tubule
de malpighie ; C : Cortex
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Figure 27. Parties du corps (téte, thorax) chez la larve de Cs. longiareolata : A) Témoin ; B) Traitée a
la CLys ; C) Traitée a la CLsy.

Figure 29. Paroi de I’intestin moyen chez la larve Cx. pipiens : A) Témoin ; B) Traitée a la CL,s ; C)
Traitées a la CLso. MP : Membrane péritrophique ; CE : Cellule épithéliale ; MB : Membrane basale.
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Figure 30. Paroi de I’intestin moyen chez la larve Cs. longiareolata: A) Témoin ; B) Traitée a la
CLys ; C) Traitée a la CLs.

Figure 31. Tubules de malpighie chez la larve de Cx. pipiens : A) Témoin ; B) Traitée alaCLys ; C)
Traitée a la CLso. C : cytoplasme ; TM : Tubule de malpighie ; N : Noyau

Figure 32. Fibres musculaires chez la larve de Cx. pipiens : A) Témoin ; B) Traitée a la CLs; C)
Traitée a la CLsy.
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IV DISCUSSION

4.1. Rendement en huile essentielle

L’huile essentielle extraite de Laurus nobilis a une odeur agréable avec un rendement de
0,96 = 0,45 % de la matiere séche des feuilles. Le rendement de cette HE marque des
variations d’une région a une autre en Algérie, il est de: 0,79% dans la région de Blida
(Guedouari, 2012), 0,71% dans la région d’El Kala (Ouibrahim, 2014), 1,10% a Tizi Ouzou
(Taleb-Toudert, 2015), 0,88% a Béjaia (Kheyar, 2014) et 0,87% a Skikda (Goudjil et al.,
2016). En outre, le rendement d'une HE peut varier considérablement dans une méme plante
selon ’organe (feuille, fleur, fruit, bois) (Selles, 2012 ; Méller, 2008). Des études réalisées
par Guedouari (2012) ont montré que le rendement le plus élevé est obtenu a partir des fruits
(1,15 %), puis des fleurs (0,82 %), suivi par celui des feuilles (0,79 %) et enfin le pourcentage
le plus faible est celui obtenu a partir des tiges (0,1 %), tandis que les racines ne contiennent
pas d’huile essentielle (0 %).

Par ailleurs, le rendement de cette méme plante présente également des variations d’un pays a
un autre, il est de 0,52% au Liban (Chmit et al., 2014) et de 0,66% au Brésil (Fernandez-
Andrade et al., 2016). Le tableau 13, présente les variations du rendement de I’HE de L.
nobilis récolté dans différentes régions dans le monde. Plusieurs chercheurs ont montré que le
rendement varie en fonction de 1’état de la matiere végétale, car les feuilles fraiches présentent
un rendement plus faible par rapport aux feuilles séches (Pharmacopée Européenne, 2008).
Les travaux de Guedouari & Nabiev (2015) ont signalé un rendement du Laurier de 1’ordre de
0,79% pour les feuilles séches versus 0,16% pour les feuilles fraiches. La plante, aprés sa
récolte continue a vivre et son activité de biosynthese des terpénes et dérivés s’accentue. |l
s’agit pour la plante d’un moyen de défense contre le stress hydrique. C’est ce qui explique
I’augmentation des rendements en huiles essentielles pendant les premicres phases. Apres la
mort définitive de la plante, toutes les activités de biosynthese s’arrétent et les pertes d’huiles
essentielles par évaporation ne sont plus compensées, d’ou les baisses des rendements
(Bencheikh et al., 2015).

Par ailleurs, des variations du rendement de la méme plante sont observées en fonction de la
méthode de séchage. Sellami et al. (2011) ont testé I'effet de différentes méthodes de séchage
(a I’air, étuve, microonde, infrarouge) sur le rendement des feuilles du Laurier noble et ils ont
trouvé que le séchage a l'air ambiant et par infrarouge augmente significativement le
rendement en huile essentielle. Car ces deux méthodes n’ont causés pratiquement aucune

perte de substances volatiles par rapport a I’herbe fraiche (Diaz-Maroto et al., 2002 ; Yourtlu
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et al., 2010 ; Dahak et al., 2014). Par ailleurs, le séchage solaire a un effet significatif sur le
rendement en HE de Laurier noble. Le pourcentage maximal est de 1’ordre de 2,37 %, il a été
obtenu pour les feuilles séchées a une T°= 50°C et V= 25m/s, tandis que le minimum a été
observé pour le produit frais (Ouafi et al., 2017). Aussi, ce rendement est tributaire du régime
des vents qui exercent une influence directe, surtout chez les espéces qui posseédent des
structures histologiques superficielles de stockage (Demarne, 1985) car on remarque que la
diminution de la vitesse de séchage favorise I’augmentation du rendement en huile essentielle
(Ouafi et al., 2017). Ainsi les plantes dont I’huile essentielle est située dans des glandes
exogenes auront un temps d’extraction relativement court, comme dans le cas des espéces de
Lamiaceae ; tandis que les plantes dont les glandes sont endogenes, le temps d’extraction sera
plus long, comme dans le cas de L. nobilis (Taleb-Toudert, 2015).

Les fluctuations et les variations constatées dans le rendement peuvent étre attribuées non
seulement aux facteurs intrinséques, spécifiques au bagage génétique de la plante mais
également aux facteurs extrinséques, liés aux conditions de croissance et de développement de
la plante (Maffeir & Sacco, 1987 ; Bruneton, 1999). Ces différences sont dues également a
I’origine géographique de la plante, les facteurs écologiques notamment climatiques
(température et humidité), 1’espéce végétale, I’organe végétal, le stade de croissance, la
période de collecte, la conservation du matériel végétal et la méthode d’extraction (Svoboda
& Hampson, 1999 ; Smallfield, 2001).

Tableau 13. Variations du rendement (%) du L. nobilis en fonction de certains facteurs.

Facteurs Type d’extractions Rendement Références
Extraction par solvant 7,79% a 11,86%
Mouden et al. (2012)
Pression a froid 3,47% & 8,08%
Méthode Soxhlet 11%
Chaaben et al. (2015)
d’extraction Extraction & froid 8,29%
CO, 1,37%
Ivanovi¢ et al. (2010)
Hydrodistilation 1,43%
Pays Rendement Références
Brésil 0,66% Fernandez-Andrade et al. (2016)
Origine de la plante ~ Tunisie 0,86% Dammak et al. (2019)
Maroc 0,23% Cherrat (2012)
Italie 0,57% Caputo (2017)
Organe Rendement Références

Partie de la plante
P Feuilles 3,25% Fidan et al. (2019)
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Tiges 3,25%
Fruits 0,78%
Cycle Rendement Références
Stade végétatif 0,7%
Cycle végétatif ~ Bourgeon 0,8% o N :
4 g Verdianrizi & Hadjiakhoondi (2008)
Floraison 1,1%
Graine 0,6%

4.2. Composition chimique de ’HE

La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe et soumise a de tres
nombreuses variables. Connaitre avec exactitude les constituants d’une huile essentielle est
fondamental, a la fois pour vérifier sa qualité et expliquer ses propriétés (Couic-Marinier &
Lobstein, 2013). Les huiles essentielles se présentent pratiquement sous forme d’un mélange
complexe constitu¢ de plusieurs dizaines voire d’une centaine et plus de composés en
proportions variables (Sutour, 2010). II s’agit de mélanges naturels généralement dominés par
des composés mono- ou sesquiterpéniques, plus rarement diterpéniques, et parfois par des
phénylpropanoides (Chiasson & Beloin, 2007).

L’HE de L. nobilis a fait l'objet de plusieurs travaux décrivant sa composition chimique
tres variée. L’analyse chimique par la technique CPG/SM a permis d’identifier 56 constituants
représentant 100% de 1’ensemble des pics identifiés. Le 1,8-Cinéole (25,62%), Linalool
(11,83%), a-Terpinyl acétate (10,18%), Méthyl eugénol (11,07%) sont les composés
majoritaires. Comparativement aux recherches publiées, le profil chimique décrit dans cette
étude a des différences, mais aussi des similarités. Nos résultats concordent avec les
investigations réalisées dans la région de Tizi Ouzou, car les résultats ont révélé 1’existence de
30 composants dont le 1,8-Cinéole (28,6%) et le Terpinoléne (13,75%) sont les constituants
majoritaires (Taleb-Toudert, 2015). Dans la région d’El Kala, Ouibrahim et al. (2015) a
montré la présence de 17 constituants avec le 1,8-cinéole (36,31%), le B-linalool (22,52%) et
I’Eugénol méthyl éther (9,17%) comme composés principaux. Des résultats similaires ont été
obtenus par Goudjil et al. (2016) dans la région de Skikda sur la méme espece ou le 1,8-
Cinéole (45,36%), le Bornylene (17,25%) et le Linalool (8,13%) représentent les constituants

majoritaires.

La composition chimique de I’HE de L. nobilis trouvée dans notre étude est proche de celle

analysee par Jemaa et al. (2012) ; en effet, ces chercheurs ont rapporté que les HEs de cette
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plante provenant de trois pays, 1’Algérie, le Maroc et la Tunisie, ont des compositions
chimiques proches et que les composés majoritaires communs sont le 1,8-Cinéole, le Linalool
et I’Isovaleraldéhyde. Ils précisent également que certains composés n’ont été détectés que
chez I’une ou I’autre des trois huiles considérées. C’est ainsi que le 2-Caréne (5,62%), le 4-
Terpinéol (1,52%) et le L-Bornyl acétate (0,52%) caractérisent 1’huile marocaine uniquement,
alors que le Pentane (2,14%), le Phénol (1,73%) et le Terpinene (0,92%) ont été retrouvés
dans I’huile algérienne. L’huile tunisienne est caractérisée par la présence du Camphre
(2,66%), du Terpinene-1-ol (1,7%), du 2-Norbornanone (1,20%). Ces auteurs ont conclu que

le facteur localité (pays) a eu un effet sur la composition chimique de ces huiles essentielles.

Le profil chimique de I’'HE de L. nobilis est en accord avec celui signalé chez la méme
plante dans divers pays : Maroc (Derwich et al., 2009), Turquie (Sangun et al., 2007), Tunisie
et Algérie (Jemaa et al., 2012), Iran (Verdian-rizi et al., 2009), Argentine (Di Leo Lira et al.,
2009) et Italie (Carreda et al., 2002 ; Corato et al., 2007 ; 2010) ou on note une proportion
élevée en 1,8-Cinéole, avec 1’absence ou la présence de certains composants. Cependant, les
travaux de Kivrak et al. (2017) réalisés sur la variabilité chimique de cette espece, ont révélé
I’existence d’un seul chémotype a savoir le 1,8-Cinéole, celui constaté dans notre travail.
Différents chercheurs qui ont analysé la composition chimique de I’huile du Laurier
provenant de différentes régions dans le monde, ont signalé le 1,8-Cinéole comme composant
principal (Tableau 14).

La composition chimique d’une huile essentielle dépend d’une série de facteurs propre a la
plante et a son environnement. Toutes les étapes allant de la récolte de la matiere végétale au
stockage de I’HE peuvent également induire des variations dans la concentration des
composés ou méme 1’apparition de nouvelles molécules (Deschepper, 2017). L’origine de
récolte de ’espece, la période de récolte, I’organe de la plante, la durée de séchage et la
méthode d’extraction sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent engendrer une grande
variabilit¢ de la composition d’une HE (Allali et al., 2008). Des études anterieures ont
rapporté que les variations saisonniéres, les variations genétiques, les stades de croissance, la
partie de la plante utilisée et le séchage et le stockage apres récolte peuvent influencer la
composition des huiles essentielles (Marotti et al., 1994 ; Hussain et al., 2008 ; Anwar et al.,
2009). Uribe-Hernandez et al. (1992) ont également signalé que la composition des HESs varie
considérablement selon I’endroit ou poussaient les plantes. En outre, des facteurs climatiques
tels que la chaleur et la sécheresse étant également liées aux profils des huiles essentielles

(Milos et al., 2001). De plus, Vokou et al. (1993) ont souligné que l'altitude semble étre un
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autre facteur environnemental important influencant la teneur en huile essentielle et la
composition chimique.

Tableau 12. Variation de la composition chimique de I’HE de L. nobilis en fonction de la partie
utilisée de la plante dans différents pays.

Composées majoritaires Références

1,8-Cinéole (25,7%), Sabinéne (8,7%), o-Pinene (5,25%), o-  Feyilles

Terpinéne (3,48%) Iran Maghtader & Salari
1,8-Cinéole (18,69%), B-Elméne (8,87%), Sabinéne (7,93%), o-  Fleurs (2012)
Pinéne (7,38%)

1,8- Cinéole (60,50%), Sabinéne (6,63%), a-Pinéne (3,72%),  Feuilles

Terpinéne-4-ol (3,29%) Liban Said & hussein
1,8-Cinéole (32,47%), Sabinéne (3,63%), a-Phellandréne (13,36%),  Fryits (2014)
a-Pinéne (12,45%)

1,8-Cinéole (33,69%), Linalool (15,66%), Sabinéne (7,02%), o- . L. Fernandez-Andrade
Terpinyl acétate (14,81%) Feuilles Brésil et al. (2016)

1,8-Cinéole (33,3%), a-Terpinyl acétate (10,3%), a-Pinéne (11%), B- Fruits
Elemeéne (7,5%)
1,8-Cinéole (48,5%), a-Terpinyl acétate (13,1%), Méthyl eugénol

(6.6%), p-Linalool (3,8%) Tiges  Byigarie  Fidan et al. (2019)

1,8-Cinéole (41%), a-Terpinyl acétate (14,4%), Sabinéne (8,8%), Feuilles

Méthyl eugénol (6%)

1,8-Cinéole (27,2%), a-Terpinyl acétate (10,2%), Linalool (8,4%), q

Méthyl eugénol (5,4%) (il le Siriken et al. (2018)

1,8-Cinéole (46,16%), o-Terpinyl acétate (10,62%), a-Pinéne . .

(6,27%), Terpinene-4-ol (5,07%) evil Turquie  Kivrak et al. (2017)
euilles

1,8-Cinéole (18,0%), Terpinene-4-ol (13,1%), Sabinéne (7,8%), - .

Pinéne (4,5%) Elkiran et al. (2018)

1,8-Cinéole (39,81%), 2-Caréne (13,08%), Trans-Ociméne (7,05%), Partie

Sabinéne (6,17%) aérienne Maroc  Cherrat et al. (2014)

1,8-Cinéole (31,9%), Sabinéne (12,2%), Linalool (10,2%), Feuilles Italie Caputo et al. (2017)

1,8-Cinéole (24,55%), Linalool (17,67%), Méthyl eugénol (6%), .

Isovaleraldéhyde (9,65%) Tunisie

1,8-Cinéole (38,86%), Isovaleraldéhyde (10,47%), Linalool (9,45%),
a-Terpinéol (5,83%)

1,8-Cinéole (34,62%), Linalool (12,57%), Camphéne (8,91%), .
Isovaleraldéhyde (8,82% Algeérie

Feuilles Maroc Jemaa et al. (2012)

4.3. Activité larvicide et pupicide de ’HE de Laurus nobilis

L'utilisation des extraits de plantes comme insecticides est une alternative prometteuse car
les especes vegétales produisent des composés bioactifs qui agissent géneralement en
synergie. lls sont biodégradables et présentent un faible risque de développer une résistance
(Dias et al., 2015 ; Martello et al., 2019 ; Hikal et al., 2017).

Les HEs sont des métabolites secondaires utilisées comme moyen de défense par les plantes

pour lutter contre les ravageurs phytophages (Cseke & Kaufman, 1999). Ces extraits
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contiennent en moyenne 20 a 60 composés soit des monoterpénes avec leurs phénols reliés, et
des terpénes plus complexes, dont les sesquiterpenes (Chiasson & Beloin, 2007). Les
biopesticides a base d’huiles essentielles forment une classe de pesticides intéressante
puisqu’en étant constituées de plusieurs composés a mécanismes d’action multiples, elles ont
des modes d’application variés. Les extraits de plantes sollicitent simultanément plusieurs
mécanismes physiologiques (par opposition a des pesticides n’ayant qu’une seule cible
moléculaire), ce qui peut retarder 1’apparition de populations résistantes d’insectes.

La plupart de ces composes ont présenté une toxicité efficace contre les moustiques comme
adulticides (Michaelakis et al., 2014 ; Zahran et al., 2017), larvicides (Pavela 2015; Maggi et
Benelli, 2018 ; Badawy et al., 2018), ovicides (Benelli, 2015 ; Govindarajan et al., 2011),
pupicides (Chellappandian et al., 2018) et répulsifs (Amer et Mehlhorn, 2006; Conti et al.,
2012; Gleiser et al., 2011). lls peuvent agir sur divers cibles du systéme nerveux des insectes,
notamment l'acétylcholinestérase (AChE) (Abdelgaleil et al., 2019), les récepteurs de l'acide
y-aminobutyrique (GABA), les récepteurs de l'octopamine, les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (nAChR) et les canaux sodiques en provoquant la mort de I’insecte
(Kostyukovsky et al., 2002; Tong, 2010 ; Pavela et al., 2018; Isman & Seffrin, 2018). Leurs
efficacités varient en fonction du profil phytochimique des extraits de plantes et de la cible
entomologique (Regnault-Roger et al., 2012). Les effets acaricides/insecticides des huiles
essentielles dépendent de leur composition chimique (Pascual-Villalobus & Ballesta-Acosta,
2003).

Notre étude a pour but de tester le potentiel ovicide, larvicide, pupicide et adulticide de 1’huile
essentielle extraite d’une plante aromatique L. nobilis chez deux especes de moustiques : Cs.
longiareolata et Cx. pipiens, dont les résultats montrent une activité insecticide avec une
relation dose-réponse. Fernandez et al. (2018) ont testé I’impact des variations saisonnieres
sur le potentiel larvicide du Laurier contre Ae. aegypti et ils ont trouvé 1’ordre d’efficacité
suivant selon les concentrations létales (CLsg et CLgg): printemps (410 et 770ppm) > automne
(600 et 1370ppm) > hiver (660 et 3190 ppm) > été (910 et 2500ppm). D’autre part,
I’application de cette méme plante, provoque une toxicité importante contre les larves d’An.
stephensi et Cx. pipiens avec une CLsg et une CLg de 14,9 et 22,3ppm et de 16,5 et 28,6ppm
respectivement (Verdian-Rizi, 2009). Andrade-Ochoa et al. (2018) ont testé 1’efficacité de
I’huile du L. nobilis et ses constituants majeurs a 1’égard des larves et des pupes de Cx.
quinquefasciatus et ils ont trouvé que I'Eucalyptol avait une meilleure activité insecticide
(double) par rapport a I'huile essentielle. Cela suggere que les autres constituants de cette

huile avaient des interactions antagonistes avec I'eucalyptol comme molécule pure. Par contre,
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une faible activité larvicide de cette méme molécule a été signalée précédemment contre les
larves d'Ae. aegypti (Klocke et al., 1987), An. anthropophagus (Cheng et al., 2009) et Cx.
pipiens (Perumalsamy et al., 2009), mais elle s'est avérée efficace comme molécule répulsive
dans les aliments et trés efficace comme anti-oviposition (Klocke et al., 1987), mais ’effet
n’a pas duré plus de 30 minutes (Alvarez Costa et al., 2017).

L’effet insecticide des extraits de 5 plantes algériennes : Thymus vulgaris, Artemisia herba-
alba, Juniperus phoenicea, Rosmarinus officinalis et Eucalyptus globulus a été évalué par
Nabti & Bounechada, (2019) et qui ont signalé 1’efficacité du Thym contre les larves L4 de
Cs. longiareolata avec des concentrations létales (CLsp et CLg) de 25,64 ppm et 50,53 ppm
par rapport a J. phoenicea (59,83 et 137,68 ppm), R. officinalis (64,18 et 96,55ppm), A.
herba-alba (86,67 et 139,55 ppm), puis E. globulus (95,83 et 168,25 ppm). Dans des travaux
antérieurs, les propriétés insecticides de certaines huiles essentielles ont été testées
particulierement sur les larves de moustiques. Nous citons a cet effet, les travaux de Dris
(2018) qui montre que les huiles extraites de trois especes de Lamiacea : M. piperita, L.
dentata et O. basilicum possédent une activité larvicide a I'égard de Cx. pipiens avec des CLsg
de I’ordre de : 47,58; 113,38 et 73,45 ppm et Cs. longireolata avec des CLsy de 1’ordre de :
41,63 ; 77,09 et 122,70 ppm respectivement. Par ailleurs, Bouguerra, (2019) révele une
activité larvicide des HEs extraites d’Origanum vulgare et Thymus vulgaris avec des
concentrations létales (CLso= 13,69 et 72,04ppm respectivement) inférieures a celles trouvées
au cours de notre expérimentation et cela a 1’égard de Cx. pipiens.

L'activité insecticide des huiles essentielles dépend de leurs compositions chimiques et les
interactions entre les différents composants majeurs et mineurs (Abagli & Alavo, 2011;
Gnankiné & Bassolé, 2017). Ben Abdelkader (2012) a montré que I’efficacité insecticide
d’une HE est due a la nature et a la structure chimique de ses constituants terpéniques. Cette
activité peut étre attribuée aux effets synergiques de ses principaux composants (Wu et al.,
2015). L’HE obtenue a partir du L. nobilis, est caractérisée par une teneur élevée en 1,8-
Cinéole. L’Eucalyptol est considéré comme un important larvicide contre Ae. aegypti (Yang
et al., 2009), An. anthropophagus (Gonzalez-Audino et al., 2001) et Cx. pipiens (Gallardo et
al., 2012).

La structure chimique des composés présents dans I’huile essentielle affecte directement le
potentiel larvicide (Luz et al., 2020). La lipophilie joue principalement un réle fondamental
dans cette activité parce qu'elle permet la rupture de la matrice de lipoprotéines larvaires

(Gomes et al., 2016). Plusieurs composés sont reconnus par leur activité larvicide puissante
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'a-Pin¢éne, le B-Pinene, le Sabinéne et le 1,8-Cinéole (Luz et al., 2020).

De Carvalho et al. (2017) ont montré que les HEs peuvent agir sur différents mécanismes
physiologiques en perturbant la respiration, la reproduction, la digestion ou en provoquant la
neurotoxicité (Allal-Benfekih et al., 2011). Simon-Oke et al. (2015) expliquent I’efficacité
des HEs par leurs richesse en composants chimiques par exemple les alcaloides provoquent
une vasoconstriction et une perturbation de l'activité du systeme nerveux autonome,
contribuant ainsi au pouvoir insecticide de ces derniéres pour tuer les larves de moustiques et
perturber leur cycle de vie. Le pouvoir insecticide des HEs varie généralement en fonction du
stade de l'insecte, de I'espece et de l'origine végétale et qui serait attribuée a la composition
chimique diversifiée des huiles et les interactions qui peuvent se produire entre les
composants individuels du mélange (Negahban et al., 2006 ; Ayvaz et al., 2010 ; Alzogaray et
al., 2011) (Tableau 15).

Les travaux effectués par Ramar et al. (2014) ont montré une activité pupicide modérée a
efficace des HEs appartenant a sept plantes a savoir ; Pimpinella anisum, Cinnamomum
veerum, Myrtus caryophyllus, Citrus sinensis, Thymus vulgaris, Ocimum sanctum et Vetiveria
vis-a-vis deux espéces de moustiques : Cx. quinquefasciatus et An. stephensi (Gokulakrishnan
et al., 2013). Nasir et al. (2015) ont rapporté des valeurs de CLsy des HEs d'Eucalyptus
(799ppm), de Neem (709ppm), de la Menthe poivrée (715ppm), du Basilic (219ppm) et du
Gingembre (777ppm) a 1’égard des nymphes d'Ae. aegypti. Les résultats de la toxicité ont
enregistré des CLso de I’ordre de 206,08ppm chez Cx. quinquefasciatus traité par I’Eucalyptus
(Jayakumar et al., 2016), de 2,9% chez Ae. aegypti traité par Graveolens (Chantawee &
Soonwera, 2018) et de 9,640 ppm chez An. stephensi traité par J. virginiana (Aizoun et al.,
2014).

De nombreux auteurs ont largement rapporté que cette mortalité est causée par certaines
perturbations neuronales et musculaires due a la présence de composés bioactifs dans les
plantes (Deepalakshmi & Jeyabalan, 2017).

Les résultats obtenus au cours de nos essais toxicologiques ont révélé la sensibilité des larves
4 par rapport aux pupes et ceci concordent avec plusieurs études qui ont montré que la
sensibilité des larves est due au fait qu’elles se nourrissent de microplanctons et de matieres
organiques présents dans l'eau, ingérant ainsi les molécules d'insecticide (Arruda et al., 2003 ;

Silva & Silva 1999 ; lleke et al., 2017) et que les pupes ne s’alimentent pas.
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4.4. Activité ovicide de ’HE de Laurus nobilis

Le traitement des ceufs de deux espéces de moustiques Cx. pipiens et Cs. longiareolata
avec I’HE de L. nobilis provoque un effet ovicide avec une relation dose-réponse. Cela
pourrait étre expliqué par le pouvoir de pénétration ou la toxicité directe de ses composants
actifs (Don Pedro, 1989). Des résultats similaires ont été obtenus par de nombreux auteurs
ayant testé différentes HEs. Muturi et al. (2018) ont montré que 1’exposition des ceufs de
Culex aux HEs d'ail et d'asafoetida a provoqué une inhibition de 1’éclosion avec un taux de
I’ordre de 73,1% et 55,8% respectivement. Tabari et al. (2017) ont testé I’efficacité de I’'HE
de Pelargonium roseum et ses principaux composants contre les ceufs de Cx. pipiens et ils ont
trouvé que cette huile a exercé une forte activité ovicide, suivi du Géraniol, Citronellol et
Linalool avec des CLso de 0,45; 0,67 ; 0,8 et 1,27 ppm respectivement. A une concentration
de 200 ppm, I’HE de Polygala arvensis induit une forte activité ovicide contre Ae. aegypti,
An. stephensi et Cx. quinquefasciatus (Deepa et al., 2014). D'aprés 1’étude de Raveen et al.
(2017), l'exposition des ceufs d'Ae. aegypti aux divers extraits de plantes : Alternanthera
sessilis (Amaranthaceae), Amaranthus dubius (Amaranthaceae), Sesbania grandiflora
(Fabaceae) et Solanum nigrum (Solanaceae) a provoqué non seulement la mortalité des ceufs,
mais a également retardé leur éclosion. L’HE d’Ocimum basilicum caractérisée par la
présence de monoterpénes comme groupe principal et avec le 1-8 Cinéole, et la B-Pinéne
comme composés majoritaires a provoqué un effet ovicide et un taux d’inhibition d’éclosion
trés important contre An. gambiae apres 24 heures d'exposition a 30 ppm (Aurelie et al.,
2016). Xue et al. (2005) et Santos et al. (2012) ont signalé la pénétration du produit chimique
a l'intérieur de la coquille, lorsque les ceufs ont été directement exposés a des concentrations
tres élevées, ce qui affecte I'embryogenése. Les extraits bruts de plantes semblent étre plus
efficaces que les composés isolés ce qui pourrait étre attribué a I’effet synergique de ces
derniers qui possédent différents modes d’action pour inhiber le développement d'un embryon
dans les ceufs (Ramkumar et al., 2019). La combinaison de trois HEs d’Alpinia galanga,
Curcuma zedoaria et E. globulus a fortement inhibé 1’éclosion des ceufs de deux espéces de
moustiques avec un taux de 100%. Par ailleurs, les travaux de Danga et al. (2018) réalisés sur
les feuilles de Pristimantis glandulosus et Callistemon rigidus ont montré que les classes
chimiques suivantes : alcaloides, terpénoides, composés phénoliques (tanins), stéroides,
saponines et les huiles ont causé a la fois une activité anti-oviposition et une activité ovicide
vis-a-vis de trois especes de moustiques Ae. aegypti, An. gambiae et Cx. quinquefasciatus.
Les extraits de feuilles (Warikoo et al., 2015) et de tiges (Warikoo et al., 2014) d'Argemone
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mexicana ont provoqué une mortalité de 50% des ceufs d’Ae. aegypti. Par ailleurs, I'extrait de
la partie aérienne d'Andrographis paniculata contre An. subpictus a causé un effet ovicide
inférieur & 40% avec la dose 46 ppm (Chenniappan & Kadarkarai, 2008). L’activité ovicide
des extraits de plantes est influencée par la concentration appliquée, 1'age des ceufs, et I’espece
de moustique étudiee (Su & Mulla, 1998). Subashini et al. (2017) ont signalé que I'exposition
des ceufs nouvellement pondus aux extraits de plantes était plus efficace que celle des ceufs
plus &gés. Des résultats antérieurs ont montré que certains composés d'huiles essentielles ont
également une activité ovicide élevee tels que I'Eugénol, Linalool, Terpinene-4-ol, Carvéol,
Géraniol, Nérolidol, Thymol, a-Terpinéol, 1,8-Cinéole, Carvone, a-Pinéne, S-Pinéne et
Limonéne (Toloza, 2010, Yang et al., 2003 ; Priestley et al., 2006 ; Yang et al., 2009).
Cependant, d'autres études n'ont révélé aucune activité des composés suivants : Menthol,
Isomenthol, Citronellol, Géraniol, Camphre, Menthone, Eugénol, Thymol, Terpinene,
Caryophylléene, Humulene, Isoeugénol et Méthyl eugenol (Dambolena et al., 2016).

Le taux d'inhibition de I'éclosion des ceufs de Cx. quinquefasciatus fraichement pondus est
inversement proportionnel & la concentration des extraits de Cipadessa baccifera. L'activité
ovicide maximale a été observée dans les extraits d'acétone entrainant des aberrations dans la
morphologie de la coquille (Ramkumar et al., 2019). Une étude récente a montré que les
lectines des graines de Moringa oleifera et de I'écorce de Myracrodruon urundeuva sont des
agents ovicides qui pourraient provoquer des altérations de la surface chorionique des ceufs
d'Ae. aegypti, ils ont observé la déformation ainsi que la destruction du réseau
exochorionique. Il semble que I'activité ovicide de Moringa implique des effets plus
drastiques sur l'intégrité de la coquille d'oeuf que la perturbation des couches exo
chorioniques et endochorioniques, ainsi que la perturbation de la cuticule séreuse (Alves et
al., 2019). D'autre part, les lectines de Myracrodruon urundeuva ont pu former une
couverture d'agrégats de lectine a la surface de l'ceuf sans provoquer de perturbation de la
coquille. Les effets sur le chorion (endochorion et exochorion) et la cuticule séreuse sont
importants car ils sont des couches impliquées dans la protection des ceufs de moustiques
contre les changements de température et la perte d'eau, ce qui confére aux ceufs une
résistance a la dessiccation (Urbanski et al., 2010). A I'appui des conclusions actuelles,
Soonwera, (2015) et Sarma et al. (2017a et b) ont également déclaré que la variation des
constituants biochimiques du tégument de la larve de moustique et la coquille de I'ceuf peut
également ajouter une différence dans le taux de pénetration de différents insecticides dans le
corps de l'insecte cible.
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Tableau 13. Effet larvicide de certaines plantes a 1’égard de différentes espéces de moustiques.

Plantes Partie de la plante Espéce cible Références
Laurus nobilis Feuille Clo, : 814 : 1198 An. stephensi Mohankumar et al. (2016)
. . Clsg: 29,32 An. subpictus, .
Vitex negundo Feuille Cle, - 33.65 Cx. quinquefasciatus Gandhi et al. (2016)
P Ae. albopictus
Zornia diphylla Feuille CLso : B3] _61 ’ 7_1 An. subpictus Govindarajan et al. (2016)
Clg: 127;121;134 A=
Cx. tritaeniorhynchus
Clsp:135; Clg: 711 Ae. aegypti,
Withania somnifera Fruit Clsp: 108 ; Clgg: 523 An. stephensi Bansal et al. (2015)
Clsp: 1092 ; Clg : 2159 Cx. quinquefasciatus
. . . ClLsp : 502 ; Clg : 867 Cx. pipiens ) .
Xanthium strumarium Graine Cloy - 531+ Clgo: 906 Ae. caspius Al-Mekhlafi et al. (2017)
Salicornia fruticosa Feuille CLso 2:4 Cx. pipiens Mahyoub et al. (2016)
Clg: 6,4
Fleurs gtso 1627198
CL% T An. stephensi Murugan et al. (2015)
. e - 50 -
Ocimum basilicum Feuille Clgo 105
. Clsp: 32 . .
Tige Clgp - 69 Cx. quinquefasciatus Pavela (2008)
Kelussia (_)doratlssma Fruit Clsy: 27,42 An. Sftephen5| Vatandoost et al. (2012)
Mozaffarian Cx. pipiens
Ocimum basilicum Feuilles Cls: 6,87 Ae. aegypti Sundararajan et al. (2018)
- . CLsp: 49,00 . .
Laurus nobilis Feuilles Cl - 111,00 Cx. quinquefasciatus Andrade-Ochoa et al. (2018)
. . Clso:2,7;ClLg: 6,7 Cx. restuans
Allium sativum Bulbe Clgy:7,5;Clg: 12,3 Cx. pipiens Muturi et al. (2018)
. . ClLsp:10,1;ClLg: 154 Cx. restuans
Ferula asafoetida Tiges Cloy: 135 Cly: 18.4 Cx. pipiens
L . Feuilles Cls : 4,62 . .
Lippia berlandieri acines CLy 6,21 Cx. quinquefasciatus Andrade-Ochoa et al. (2018)
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. . CL50 . 17,6 . )

Trachyspemum ammi Fruits - Cx.quinquefasciatus Pavela et al. (2018)
ClLs: 189

Clinopodium macrostemum Feuilles CLs : 6,62 Cx. quinquefasciatus Rojas-Olivos et al. (2018)

Ruta chalepensis Feuilles CLsp: 93,3 Ae. albopictus Bedini et al. (2018)

Piper retrofractum Fruits Cls:0,9 Cx. quinquefasciatus zlglévlvg;ctanawanlchakun Bl

. . Clsp: 21,71 An. stephensi .
Senecio laetus Edgew Racines Clo: 41,41 Ae. aegypti Ali et al. (2018)
Foeniculum vulgare Graines CLs: 40, 00 Cx. pipiens Zoubiri et al. (2014)
. Cls,: 47,88 - .

Mentha suaveolens Feuilles Clo, - 6435 Cx. pipiens Koliopoulos et al. (2010)

Dipsacus asper Wallich ex . Clsp : 56,29 Ae. aegypti

Candolle Racines CL50 : 47,59 Cx. pipiens e .

. . CL50 18,82 . .
Ruta Chalepensis Feuilles Clg - 14,31 Cs. longiareolata Benhissen et al. (2019)
. . CLs,:198,93 N .

Bougainvillea glabra Feuilles Clgy - 477.28 Cx. tritaeniorhynchus Vincent et al. (2017)
Clsg: 45,52 ; ClLg : 118,80 Cx. pipiens

Laurus nobilis Feuilles Clsp: 52,62 ; Clg: 127,80 Cs. longiareolata Guenez (2020)
Clsp: 38,60 ; Clg, : 88,56 Ae. caspius

Rosmarinus officinalis Feuilles A8 el Cx. pipiens Zeghib et al. (2020)
CLgo 1 86,77 ' '

. . . Clsp: 40,65 ; Clg : 68,33 Cx. pipiens .
Petroselinum crispum Feuilles Cleg - 24,45+ Clyp - 32.57 Cs. longiareolata Seghier et al. (2020)
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Tableau 16. Activité ovicide de certaines plantes a 1’égard des espéces de moustiques.

Plantes Espéces Dose (ppm) Références

An. stephensi

Coleus aromaticus Ae. aegypti 40 Baranitharan et al. (2017)
Cx.quinquefasciatus

Citrus aurantifolia Ae. aegypti 4,84 Sarma et al. (2019)
Cx.quinquefasciatus 300

Asparagus racemosus Ae. aegypti 375 Govindarajan & Sivakumar (2014)
An. stephensi 225

Carum copticum Cx. pipiens 150 Al-Mekhlafi (2018)
An. Stephensi 240

Crataeva magna Ae. aegypti 320 Veni et al. (2016)
Cx. quinquefasciatus 400
An. stephensi 200

Terminalia chebula Ae. aegypti 250 Veni et al. (2017)
Cx. quinquefasciatus 300

Ageratum houstonianum An. stephensi 10 Tennyson et al. (2015)

Albizia lebbeck An. stephensi 150 Govindarajan & Rajeswary (2015)
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4.5. Effets sur le sex-ratio

Le Sex-ratio est un trait fondamental de la structure de la population, car il peut régir le
potentiel reproducteur (Mourad et al., 2004) et la variation du succes reproductif, en
particulier pour les méles lorsque les femelles sont le sexe limitant (Biddinger et al., 2006).
La détermination du sexe chez les moustiques est génétiquement contrblée par deux alleles
avec une frequence prévue de 1 : 1 (Graham et al., 2004), ce qui donne des proportions égales
de males et de femelles a I'éclosion. Ces différences entre les sexes peuvent mener a la
possibilité de réponses différentielles aux pressions environnementales, concurrentielles et
prédatrices (Bedhomme et al., 2003). Les effets sublétaux sont les changements biologiques,
physiologiques et comportementaux des insectes survivants a la suite d'un contact avec une
quantité sublétale d'insecticide (Lee, 2000 ; Desneux et al., 2007 ; Biondi et al., 2012).
Les résultats obtenus dans cette étude montrent que [D’application des différentes
concentrations de I’HE sur les larves L4 de deux espéces de moustiques a provoqué
I’émergence des femelles plus que les méales. Des résultats similaires ont montré que le sex-
ratio des adultes était significativement en faveur des males issus des ceufs traités avec la CLsg
et la LCqp du méthoxyfénozide (Hamaidia & Soltani, 2016). Dans les expériences menées par
Klys (2012), les résultats ont montré des changements significatifs dans la structure sexuelle
des insectes ravageurs des produits stockes (Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica et
Oryzaephilus surinamensis) suite a I'application des extraits de plantes qui a entrainé une
augmentation de la proportion des males vivants par rapport aux femelles. Cette augmentation
résulte d'une mortalité accrue chez les femelles de ces populations. Des distorsions du sex-
ratio chez les méales ont également été signalées dans des souches indiennes d'A. Stephensi
traitées avec du fénitrothion, de la cyperméthrine et de la deltaméthrine (Priyalakshmi et al.,
1999). L'impact non significatif des insecticides sur le sex-ratio a été précédemment signalé
chez Cx. quinquefasciatus traité par le malathion, le chlorpyriphos, le méthyl-pirimiphos, le
propoxur et la resméthrine (Aguilera et al., 1995) et d'autres espéces d'insectes (Suh et al.,
2000). Pour Ae. aegypti et Ae. albopictus, une distorsion du sex-ratio avec un biais masculin
a été observé chez les traités au glyphosate, mais cet effet a été atténué chez les traités a
I'atrazine (Bara et al., 2014). Cependant, les différences de mortalités observées chez les
larves males et femelles en réponse au stress environnemental peuvent entrainer des biais
importants dans le sex-ratio (Lounibos & Escher, 2008). Le stress nutritionnel et thermique
entraine également un fort biais masculin chez les moustiques (Vinogradova, 2011 ; Alto et
al., 2012). De plus, I'exposition sublétale des larves de Chironomus tentans au DDT a entrainé

un biais masculin significatif (Rakotondravelo et al., 2006). Une autre méthode potentielle
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pour supprimer ou éliminer les populations de moustiques consiste a induire un sex-ratio
extrémement biaisé par les males (Schliekelman et al., 2005).

Les modifications génétiques peuvent entrainer un biais en faveur de la production de gametes
males en induisant une dégradation préferentielle du chromosome X pendant la méiose
masculine. Cette dégradation empéche sa transmission a la génération suivante, ce qui donne
des moustiques pleinement fertiles qui produisent plus de 95% de descendants males chez An.
gambiae (Galizi et al., 2014).

Les agonistes de 1’hormone juvénile, affectent la signalisation chimique responsable de
Iinduction de la production de progéniture male, par exemple le méthyl farnesoate, le
méthoprene, le pyriproxyfene et le fénoxycarbe réduisaient la production de progéniture et
produisaient des sex-ratios dominés par les daphnies méales (Tatarazako et al., 2003). Cette
suggestion est confirmée par les travaux de d'Olmstead & Le Blanc (2002), qui ont rapporté
que le pyriproxyféne, le fénoxycarbe et d'autres agonistes de la JH peuvent agir sur des cibles
moléculaires responsables de I'activation de la production masculine (Tatarazako et al., 2003).
L’exposition précoce de la Drosophila melanogaster a l'azadirachtine affecte le
développement de 1’adulte et un sex-ratio masculin biaisé (Ferdenache et al., 2019). Les
observations cytologiques ont indiqué que le biais du sex-ratio envers le male chez Ae. meigen
est associé a une rupture préférentielle du chromosome X pendant la méiose masculine
(Newton et al., 1976). Les mécanismes moléculaires de la distorsion du sex-ratio ont été
attribués a une endonucléase de référence hautement spécifique I-Ppol7, qui coupe une
séquence conservée sur le chromosome X du moustique (An. gambiae) et des expériences ont
indiqué que la majorité des embryons chez An. gambiae avaient été fécondés par des
spermatozoides porteurs de Y (Windbichler et al., 2007, 2008). Par contre, les extraits aqueux
des feuilles et d'écorce de Copaifera langsdorffii (Fabaceae) n’ont montré aucun effet sur le
sex-ratio de Spodoptera frugiperda (Samia et al., 2016). Les travaux de Shaalan et al. (2005)
ont montré que le traitement avec un mélange contenant des insecticides et d’HE de Callitris

glaucophylla n’affecte pas le sex ratio chez Ae. aegypti (Shoukat et al., 2016).
4.6. Effet sur la durée de développement

Les métabolites secondaires de nombreuses plantes affectent la croissance et le
développement de divers stades de la vie des moustiques, entrainant de nombreux effets, tels
que la mortalité, les anomalies morphologiques, l'inhibition de la mue, le retard de
développement nymphal et le prolongement de la durée des stades larvaires (Al-Mekhlafi et

al., 2020). Plusieurs anomalies du développement ont été signalées chez de nombreux insectes
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a la suite du traitement par les extraits de plantes (Shazad et al., 2018).

Apres traitement des oeufs par I’'HE de L. nobilis, on a noté un prolongement de la durée
de développement larvaire chez Cx. pipiens et Cs. longiareolata. Des résultats similaires sont
signalés par El-Sabrout et al. (2020) qui ont montré que les huiles de Cupressus macrocarpa
et Callistemon viminaux ont augmenté significativement la durée du développement des
larves (19,70 et 16,26 jours respectivement vs 10,63 jours chez les témoins) et des nymphes
de Cx pipiens, tandis que la longévité des adultes a considérablement diminué. Les mémes
effets ont été signalés chez Ae. aegypti traité par les extraits de Vitex negundo et Acalypha
alnifolia (Kamalakannan et al., 2015), et chez Cx. quinquefasciatus traité par 1’extrait des
feuilles de Pseudocalymma alliaceum et I’extrait méthanolique des fleurs de Lavandula
officinalis (Granados-Echegoyen et al., 2014 ; EI-Bokl, 2016). De plus, Il a été rapporté que le
traitement avec I'huile d'oliban, de fenugrec, d'oignon, de sésame et de nigelle induit une
prolongation significative des périodes de développement larvaire chez Cx. pipiens (Khater,
2003). Les travaux d’Al-Mekhlafi et al. (2020) ont montré que les extraits de fleurs de M.
chamomilla prolongent la durée de développement larvaire chez Cx. pipiens (5 jours)
comparativement aux témoins. Zahran & Abdelgaleil (2011) ont trouvé que le traitement avec
le Carvone, le Cuminaldéhyde et le Limonene augmente la durée de développement nymphal
de Cx. pipiens de 3 a 4 jours de plus que les témoins. Le neem a également induit un
prolongement de la durée des stades larvaires chez Cx. quinquefasciatus (Singh, 1996) et chez
An. stephensi (Murugan et al., 1996 ; Su & Mulla, 1999). Les travaux de Granados-
Echegoyen et al. (2014 ; 2015) ont montré un prolongement de la durée de développement de
Cx. quinquefasciatus traité & I’huile de Persea Americana et aux extraits de Pseudocalymma
alliaceum.

L'allongement des périodes de développement causé par les extraits de plantes et les huiles
essentielles explique leur activité de régulation de la croissance des insectes (Khater 2003 ;
Sivagnaname & Kalyanasundaram 2004 ; Khater & Shalaby 2008). Shaalan et al. (2005) ont
montré que les métabolites secondaires de nombreuses espéces végetales révélent des effets
sur la croissance et le développement de divers stades de la vie des moustiques, provoquant
un large éventail d'effets tels que le prolongement du développement larvaire et nymphal,
I’inhibition de la mue, les anomalies morphologiques et la mortalité. Sendi & Ebadollahi,
(2014) ont remarqué que I'HE de Cymbopogon schoenanthus a induit une inhibition du
développement a tous les stades de C. maculatus. L’application des HEs de Trachyspermum
ammi, Anethum graveolens et Nigella sativa par fumigation sur T. castaneum a provoqué

I’inhibition de développement des larves aux pupes et des pupes aux adultes (Chaubey, 2007).
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Chapman (1998) a constaté que la mue et la métamorphose des insectes dépend de plusieurs
hormones de croissance. L’effet régulateur de la croissance des insectes est attribué aux
composés qui imitent I'hormone juvénile des arthropodes (Mulla, 1991), en retardant ou en
prolongeant leur développement ou en provoquant des malformations qui entrainent la mort

de l'insecte.
4.7. Les abbérrations morphologiques

Les HEs et leurs constituants perturbent I'équilibre endocrinologique des insectes. Elles ont
induit une neurotoxicité via divers mécanismes perturbant ainsi le processus normal de la
morphogenese (Chantawee & Soonwera, 2018).

Rocha et al. (2015) ont rapporté des changements morphologiques des papilles anales chez les
larves d'Ae. aegypti exposées a certaines HEs et les principaux constituants chimiques tels que
le Limonene. Apres contact avec ce compose, une accumulation de pigmentation foncée a été
observée sur tout le thorax et la base des papilles anales étendues a la région apex. Les mémes
observations ont été faites par Chantawee & Soonwera (2018) apres traitement des larves
d’Ae. aegypti par les HEs de quatre plantes, Alpinia galanga, Anethum graveolens,
Foeniculum vulgare et Pimpinella anisum. La diminution de I'épaisseur de I'exosquelette peut
étre liée a une diminution de la synthése de la chitine (Merzendorfer & Zimoch, 2003). Nos
résultats corroborent avec ceux déja rapportés par d’autres chercheurs, révélant des
changements morphologiques similaires tels que la pigmentation de la téte et de I'abdomen, la
déformation du corps, et rétricissement de la cuticule.

Ces résultats sont en accord avec les recherches d’Osman et al. (2020) qui ont montré que
I’Eucalyptus. globulus et Ocimum basilicum pouvaient provoquer une malformation
importante des antennes larvaires, du siphon et des piéces buccales des adultes de Cx. pipiens.
Plusieurs auteurs ont rapporté des aberrations morphologiques induites par des extraits de
plantes chez les larves de moustiques. Chez Ae. aegypti, I'extrait de Trichodesma indicum et
ses dérivés chimiques affectent gravement la téte, le thorax, la lumiére intestinale et les
segments (Chellappandian et al., 2019). Le traitement des larves par Spathodea campanulata
induit une déchitinisation, un endomagement des voies digestives et un blocage des larves
dans leurs exuvies (Saranya et al., 2013). De plus, les larves d’Ae. albopictus et Ae. aegypti
traitées avec ’extrait d’lpomoea cairica ont montré un assombrissement et un noircissement
de I'abdomen (AhbiRami et al., 2014).

Aprés exposition a I’HE de Schinus terebinthifolia, les segments du corps des larves de

Stegomyia aegypti présentaient des altérations suivantes : perte des touffes de soies;
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diminution de I'épaisseur de I'exosquelette et perte d'intégrité de la membrane péritrophique,
(Pratti et al., 2015). Par ailleurs, les HEs de Salvia officinalis et de Thymus vulgaris ont causé
des malformations chez les larves, les pupes et les adultes de Spodoptera littoralis (Wahba &
Gaballa, 2019). De plus, le géraniol et le camphene ont provogué des malformations chez les
pupes et les adultes de Tribolium confusum et Rhynchophorus ferrugineus (Stamopoulos et
al., 2007 ; Sharaby, 2016). Chaithong et al. (2006) ont montré que 1’application des extraits
de plantes sur les larves de moustiques entraine une déformation des papilles anales, réduisant
ainsi l'absorption des ions du milieu aquatique et perturbant la régulation osmotique. Les
perturbations des concentrations d'ions affectent le taux de survie du moustique et que le
déséquilibre ionique qui en résulte crée une condition nocive pour les larves (Chaithong et al.,
2006, Warikoo & Kumar, 2013). Les malformations morphologiques des larves de
moustiques en développement ont pour effet de perturber les hormones de régulation de la
croissance entrainant leur mortalité (Palanikumar et al., 2017).

Les HEs de C. citratus et S. aromaticum appliquées sur les larves d 'Ae.aegypti et d'An. dirus
ont induit un allongement du cou, un gonflement du thorax et absence des touffes (Soonwera
& Phasomkusolsil, 2016). L’étude microphotographique réalisée par Warikoo & Kumar
(2013) a montré un rétrécissement des papilles anales et une rupture des plaques de stigmate
chez les larves d’Ae. aegypti traitées avec I’huile d’Argemone mexicana. Cette rupture
provoque la destruction de la surface hydrophobe de ces stigmates, entrainant I'entrée d'eau
dans le tronc trachéal, ce qui nuit au systeme respiratoire des larves (Yu et al., 2015). Ces
aberrations structurales étaient similaires a celles observées par Araujo et al. (2020) et Sarquis
et al. (2020).

4.8. Effet sur les biomarqueurs

Les extraits de plantes pénétrent dans les tissus et les organes des insectes cibles et
affectent I'activité de diverses enzymes détoxifiantes (Mathews et al., 2010). Pour réussir leur
mission insecticide, les molécules toxiques doivent tout d’abord traverser 1’exosquelette du
moustique, particulierement la cuticule pour atteindre le site cible. Afin de survivre, les
moustiques ont développé un mécanisme qui permet de réduire la pénétration du composé
insecticide (Wang, 2018) (Fig. 33).

Une fois en contact avec des molécules insecticides, trois familles majeures de genes de
détoxifications métaboliques seront activées et impliquées dans le processus de
biodégradation, ce sont les cytochromes P450 mono-oxygénases, carboxyl/cholinestérases, et

glutathion S-transférases (Hemingway et al., 2004). L’insecticide est reconnu comme une
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substance étrangeére au moustique comme pour les autres organismes vivants, celui-ci va étre
métabolisé et évacué par des enzymes en trois phases. Les enzymes de la phase | dites de
fonctionnalisation, y compris les cytochromes P450 et carboxyl/cholinestérases, catalysent
essentiellement les réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse pour les insecticides
hydrophobes. L’introduction de groupements fonctionnels augmente la solubilité dans 1’eau et
permet, soit leur stockage loin des tissus sensibles, soit leur excrétion. Ces métabolites issus
des xénobiotiques peuvent étre pris en charge par les enzymes impliquées dans la phase II;
dites de conjugaison (glutathion-S-transférases). Les réactions de la phase I, ou réactions de
conjugaisons, permettent la combinaison des groupements fonctionnels ainsi introduits ou des
groupements préexistants, avec des métabolites endogénes fortement hydrophiles (glycosides,
glutathion ou acides aminés), ce qui en favorise 1’excrétion. Finalement, les transporteurs de
la phase IlI, transportent les dérivés, en vue de leur élimination de la cellule (Guéguen et al.,
2006 ; Ramsey et al., 2010). La détermination des capacités inhibitrices des composés
exogenes sur 1’activité des enzymes dans le corps de l'insecte est une méthode importante
pour évaluer les activités insecticides de ces composés (Li et al., 2007 ; Tatun et al., 2014 a et
b).

Llpophlle 4 Hydrophlle
Insecticides Phase | Metabolites Phase I Metabolites
(Synthétique, |——5 primaires — secondaires
Botanique)
Oxydation Conjugaison avec des
Hydrolyse sucres, des acides
Réduction —_
v
Stockage _
Excrétion | =

Figure 33. Processus biochimiques mis en ceuvre pour métaboliser les substances toxiques
absorbées par I’insecte (Haubruge & Amichot, 1998).
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4.8.1.Effet sur activité enzymatique de ’AChE

L'AChE connue comme enzyme cible pour les produits de lutte contre les insectes, joue un
role important dans le maintien de la transmission normale des impulsions neuronales dans la
fente synaptique (Bezerra da Silva et al., 2016 ; Kim et al., 2015). Le réle de cette enzyme est
d’hydrolyser 1’acétylcholine en acétate et en choline afin de stopper la stimulation du
récepteur et par conséquent la repolarisation de la membrane (Soreq & Zakut, 1993 ;
Charpentier et al., 2000). L’inhibition de I’enzyme par de nombreux toxiques entraine une
accumulation du médiateur chimique dans 1’espace synaptique, ce qui va maintenir une
transmission permanente de 1’influx nerveux, conduisant généralement a la mort de 1’insecte

par tétanie (Badilla, 1995 ; Bocquené, 1996 ; Bainy, 2000).

De plus, les monoterpénes abondamment présents dans les HEs, sont de nature lipophile et
peuvent interférer avec les fonctions métaboliques, biochimiques, physiologiques et
comportementales des insectes (Brattsten et al., 1983 ; Mann & Kaufman, 2012). En raison de
leurs produits chimiques bioactifs, les HEs de plantes aromatiques agissent sur le systeme
nerveux des insectes (Abdullah et al., 2015 ; ElI-Wakeil, 2013). Le niveau élevé d'estérases
chez diverses especes d'insectes, y compris les moustiques, a été principalement associé au
phénomene de résistance contre les composés insecticides (Brogdon & McAllister, 1998 ;
Polson et al., 2011).

L’analyse des résultats de D’activité spécifique de I’AChE chez les larves L4 de Cs.
longiareolata et Cx. pipiens, traitées par I’'HE de L. nobilis & la CLys et la CLsp a différents
temps: 24, 48 et 72 heures, révele une diminution significative de ce biomarqueur
comparativement aux témoins. Cette diminution est probablement due a I’inhibition de cette
enzyme par I’HE. L’application de certaines HES ou leurs constituants purifiés a provoqué des
symptémes tels I'hyperactivité, les convulsions et les tremblements suivis de paralysie, ce qui
prouve leur mode d'action neurotoxique. Ces symptdmes manifestés sont similaires a ceux
produits par les organophosphorés et les carbamates (Chintalchere et al., 2020 b). Plusieurs
monoterpenes des HEs agissent comme étant des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (Ryan
& Byrne, 1988).

Des résultats similaires ont été signalés par Dris (2018), qui a observé une diminution de
I'activité de I’AChE chez Cx. pipiens et Cs. longiareolata apres traitement avec les HEs de
trois plantes, Mentha piperita, Ocimum basilicum et Lavandula dentata. Des travaux récents

réalisés sur les HEs extraites de Mentha pulegium et L. nobilis ont montré une inhibition de

64



Discussion

I’activité de I’AChE chez trois especes de moustiques, Cx. pipiens, Cs. longiareolata et Ae.
caspius (Guenez, 2020). Par contre, aucun effet n’a été signalé chez Cx. pipiens traité par

Origanum vulgare et Thymus vulgaris (Bouguerra, 2019).

Nos résultats sont également similaires a ceux obtenus par Kharoubi et al. (2020), qui
montrent que les HEs de Mentha rotundifolia présentent une activité anti-acétylcholinestérase
a I’égard de Cx. pipiens. Rattan (2010) a examiné le mécanisme d'action des HEs chez les
insectes et a signalé des perturbations physiologiques, telles que I'inhibition de I'AChE, des
perturbations moléculaires de la morphogenése et I'altération du comportement et du systéeme
cholinergique. Il attribue ces effets a I’interférence des HEs avec les chaines d’ions localisées
sur la membrane des nerfs, au cours de la liaison de ces insecticides a I’enzyme (Alves et al.,
2018). Par ailleurs, certains insecticides dérivés de groupes de phénols peuvent se lier au
centre stérique de I'AChE, en inhibant son activité, et provoquant ainsi une augmentation de
I'acétylcholine dans les terminaisons nerveuses. Cette accumulation induit une stimulation
continue du systéeme nerveux central ce qui conduit a la paralysie et la mort de Il'insecte
(Rajashekar et al., 2014) (Fig. 34).

De nombreux meétabolites secondaires tels que les HEs et les monoterpénes des plantes
aromatiques sont connus pour inhiber I'activité de I’AChE des insectes (Nathan et al., 2008).
Ferreira et al. (2006) rapportent que les extraits de L. nobilis provoquent une inhibition de
l'activité de I’AChE in vitro de ’ordre de 64%. De plus, ’application de I’HE de L. nobilis
(CLsp) induit des effets neurotoxiques en inhibant I'activité de I’AChE chez les larves de M.
domestica aprés 24 h de traitement (Chintalchere et al., 2020a). Certains monoterpénes
modifient les fonctions physiologiques par inhibition de l'acétylcholinestérase chez les
mouches domestiques et les cafards (Ryan & Byrne, 1988). Les effets toxiques exercés par
I'HE de L. nobilis pourraient étre attribués aux constituants toxiques comme I'Eugénol, le
Linalol, le Myrcene et d'autres composés phénoliques qui y sont présents (Chintalchere et al.,
2020 a).

Rajashekar et al. (2014) ont montré également une inhibition de I’AChE chez M. domestica
traité par I’extrait de Lantana camara. Ces resultats concordent également avec d'autres
études qui ont démontré une réduction de l'activité enzymatique apres exposition de différents
ravageurs a plusieurs HEs (Liu et al., 2014 ; Waliwitiya et al., 2012). Par conséquent, pour
concevoir une stratégie de lutte biologique, il devient imperatif de comprendre I'interaction du
pesticide avec I’AChE de I'organisme cible (Chintalchere et al., 2020a). Une étude réalisée
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par Oboh et al. (2017) révele D’efficacit¢ de I’HE de Citrus sinensis contre Tribolium
confusum, Callosobruchus maculatus et S. oryzae et qui est associée a ses effets inhibiteurs
sur l'activité acétylcholinestérase et Na* / K*-ATPase. Makarem et al. (2015) ont signalé une
diminution significative de I'activité de I'AChE chez Sitophilus granarius aprés traitement par
I'nuile d'anis. Par ailleurs, Abdelgaleil et al. (2016) ont montré ’effet inhibiteur des HES de
différentes plantes sur I’activité de I’AChE chez le charangon du riz (Sitophilus oryzae) et ils
ont trouvé que I'huile d'Artemisia judaica (Asteraceae) a un effet plus marqué par rapport a
aux huiles de Callistemon viminalis (Myrtaceae) et d’Origanum vulgare. L’activité spécifique
de ’AChE a également diminué chez les larves de Cx. quinquefasciatus aprés exposition a
I'nuile extraite des feuilles de Baccharis dracunculifolia (Alves et al., 2019).

De nombreux travaux ont montré que les HEs et leurs monoterpénes tels que le Géraniol, 3-
Caréne, a-Caryophylléne, Limonéne, Terpene-4-ol et Eucalyptol, inhibent 1’activité de
I’AChE (Howes & Houghton, 2003 ; Mukherjee et al., 2007 ; Siramon et al., 2009). Ils ont
signalé également la sensibilit¢ du site actif hydrophobe de I'AChE aux interactions
hydrophobes, favorisant ainsi leur liaison avec plusieurs monoterpenes cycliques tels que
I’Eucalyptol et I’a-Pinene et acycliques tels que le Géraniol et le Linalool, qui sont constitués
d'un squelette hydrocarboné hydrophobe, et qui peut contribuer a leur activité anti-
cholinestérase.

Des recherches récentes ont montré 1'interférence des monoterpenes avec l'activité de I’AChE
chez les insectes (Chaubey, 2012a et b). Le 1,8-Cinéole (Eucalyptol), s’est révélé un puissant
inhibiteur de l'activité de I’AChE chez les insectes (Houghton et al., 2006 ; Picollo et al.,
2008 ; Abdelgaleil et al., 2009) ; cela pourrait expliquer I'effet inhibiteur de I'huile de L.
nobilis sur l'activité de cette enzyme dans la présente étude. La corrélation entre le degré
d'inhibition enzymatique de I’AChE et la toxicité de I'huile indique que cette enzyme est une
cible principale pour les HEs. Cependant, Kostyukovsky et al. (2002) ont constaté que les
HEs se lient a I’AChE et les récepteurs de I'octopamine chez les insectes et que la deuxiéme
est la principale cible pour ces huiles (Enan, 2001 ; 2005).

Pradeepa et al. (2016) ont montré que le Fenchone, S-Carvone et Linalool ont montré une
inhibition élevée de I'enzyme AChE. 11 a été rapporté que les HEs et les monoterpénes (a et 3-
Pinéne, Linalool, Thujene, Myrcéne, Acétate de géranyle et Formiate de géranyle) agissent
comme inhibiteurs compétitifs réversibles de I'AChE chez différentes especes d'insectes
(Picollo et al., 2008 ; Owokotomo et al., 2015). Cela suggere la possibilite d'une synergie
entre les composants bioactifs prédominants pour provoquer une inhibition de l'activité de

I’AChE indépendamment des composés actifs mineurs (Owokotomo et al., 2015). Cette
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constatation a été faite par Seo et al. (2015) et Zarrad et al. (2015) qui ont rapporté que le a-
Pinéne montrait une activité hautement inhibitrice de I'AChE chez Ae. albopictus de 97,36%.
De plus, différents monoterpenes tels que le Thymol, Linalool, Menthol, Camphre, Carvone,
Bornéol se lient aux récepteurs GABA chez les insectes, et se sont revélés étre des
modulateurs allostériques positifs de ces récepteurs (Tong, 2010). De plus, le 1,8-Cinéole agit
comme un inhibiteur de I'AChE et bloque la voie du récepteur de I'octopamine chez Ae.
aegypti (Khanikor et al., 2013). Le mécanisme par lequel ces métabolites secondaires des
plantes agissent sur la neurotransmission reste encore mal expliqué (Park, 2014). Les travaux
réalisés par Lee & Ahn (2013) sur Pinus densiflora contre les larves L3 d’Ae. albopictus, Ae.
aegypti et Cx. pipiens pallens ont montré qu'il existe une corrélation notable entre I'activité
larvicide et l'activité inhibitrice de I'AChE (Kiran & Prakash, 2015). Par ailleurs, I'activité
inhibitrice de I'AChE la plus élevée a été observée avec les HEs d’Ocimum canum et Hyptis
suaveolens contre An. gambiae (Wangrawa et al., 2015). L’HE de Salvia officinalis a induit
une altération de l'activité AChE chez les larves L3 et L4 d’Ae. aegypti qui entraine la
mortalité des individus, en bloquant les fonctions cholinergiques des insectes (Castillo-
Morales et al., 2019). Les effets systémiques sur I'émetteur principal des neurones,
I'acétylcholinestérase a été significativement réduites en analyse quantitative chez Aedes
aegypti, Anopheles stephensi et Culex quinquefasciatus aprés traitement par 1’extrait de
Annona muricata (Parthiban et al., 2020). Les flavonoides, chromone 1 et 2 extraits des
noyaux du palmier dattier présentaient une grande inhibition de I'AChE de I’ordre de -61,48 et
-60,45% respectivement contre les larves L3 de Cx. pipiens (Hussein et al., 2018). Les mémes
observations ont été enregistrées chez Tribolium confusum traité a I’huile de S. officinalis
(Abdellaoui et al., 2017). Bessette et al. (2013) ont montré que les HES peuvent pénétrer a
travers la cuticule des insectes et entrer en contact avec les terminaisons nerveuses de la
trachée des invertébrés nuisibles, et provoquer une activité neurotoxique et une mort plus
rapide (Abdellaoui et al., 2017). Pavela & Benelli (2016) ont cité plusieurs modes d'actions
des HEs comme l'inhibition des cytochromes P450, des récepteurs de l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA), l'inhibition du systeme cholinergique et la modulation du systeme

octopaminergique.
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4.8.2. Effet sur Dactivité spécifique des GSTs

Les glutathion S-transférases représentent une superfamille d’enzymes multifonctionnelles
actives de la phase Il du métabolisme des xénobiotiques (Ayedi et al., 2015). Elles sont
impliquées dans le transport intracellulaire, la biosynthése d’hormones et jouent un role
protecteur contre le stress oxydatif car elles catalysent principalement une réaction de
conjugaison qui permet d’associer le substrat au groupement thiol de la molécule de
glutathion réduit (GSH). Cette conjugaison neutralise les sites électrophiles des substrats pour
protéger les différents composés de la cellule (Enayati et al., 2005). Elle rend également le
substrat hydrosoluble et favorise son excrétion ou sa dégradation rapide (Isman, 2000 ;
Ramsey et al., 2010, Ebadollahi, 2011 ; Mojarab-Mahboubkar et al., 2015). Les GSTs sont
impliquées dans la détoxification des xénobiotiques et la résistance chez de nombreuses
espéces d'insectes contre divers insecticides (Ayedi et al., 2015).

La détermination de 1’activité spécifique des GSTs chez les larves 4 de Cs. longiareolata et
Cx. pipiens traitées a I’HE de L. nobilis a révélé une remarquable activation de cette enzyme.
Cela peut étre expliqué par I’implication de cette enzyme de la phase II dans la
biotransformation des molécules bioactives de cette huile. Des résultats similaires ont été
obtenus par de nombreux auteurs. L’induction des GSTs a été également signalée chez Cx.
pipiens et Cs. longiareolata traités au basilic, a la lavande et a la menthe (Dris, 2018), chez
Cx. pipiens trait¢ au Thym et a 1I’Origan (Bouguerra, 2019), chez Cx. pipiens, Cs.
longiareolata et Ae. caspius traités a la Menthe (Kharoubi et al., 2020), la menthe pouliot et le
Laurier (Guenez, 2020), et chez Ae. aegypti traité au Piper betle (Vasantha-Srinivasan et al.,
2017), Chez Cx.pipiens traités aux HEs de Mentha rotundifolia et Trichodesma indicum
(Chellappandian et al., 2019) et a I’huile de Sphaeranthus amaranthoides (Thanigaivel et al.,
2019). L'étude menée par Intirach et al. (2019) a montré une augmentation de l'activité des
GSTs chez Ae. aegypti suite a une exposition a I’HE de Petroselinum crispum. Badawy et al.
(2018) ont rapporté une induction de I’activité de cette enzyme suite au traitement de Cx.
pipiens par Citrus reticulata et Citrus sinensis. Par contre, les GSTs des larves d'Ae. aegypti
ont marqué une diminution suite au traitement a I’extrait méthanolique de Cynadon dactylon
et Spilanthes acmella (Swargiary et al., 2019). Les travaux de Karthi et al. (2020) ont montré
que ’extrait acétonique d’Avicennia marina induit une activation du systéme de détoxication
des GSTs chez les larves L3 de trois especes de moustiques : Cx. quinquefasciatus, An.
stephensi et Ae. aegypti. Une augmentation de D’acivité des GSTs est signalée chez

Xanthogaleruca luteola traitée a 1’huile de neem (Valizadeh et al., 2013) ; chez Zonocerus
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variegatus exposé a I’extrait d’Ocimum gratissimum (Adeyi et al., 2015) ; chez Glyphodes
pyloalis traitée a I’extrait d’Artemisia annua (Khosravi et al., 2011), et chez Drosophila
melanogaster exposée a I’HE de Psidium guajava (Pinho et al., 2014 a). De plus, les larves
d'Ae. aegypti et Ae. albopictus ont montré une augmentation des glutathione-S-transférases
(GSTs) apres traitement a I'huile d’Arisaema fargesii (Huang et al., 2020). Des études
récentes suggérent que la toxicité des HEs peut étre associée aux dommages oxydatifs des
tissus d'insectes (Ramsey et al., 2010). En effet, I'HE de cannelle a produit une induction de
I’activité des glutathion S-transférases par rapport aux huiles de Muscade et de Cardamome
chez Tribolium castaneum et Callosobruchus maculatus (Tarigan & Harahap 2016). De plus,
I’huile d'Artemisia dracunculus a provoqué une augmentation de l'activité des GSTs chez
Tribolium castaneum (Shojaei et al., 2017), ce qui conduit a un métabolisme rapide des
insecticides avant gu'ils n'atteignent ses sites d'action (David et al., 2013 ; Hemingway et al.,
2004). Par contre, Mojarab-Mahboubkar et al. (2015) ont rapporté que 1’extrait d'Artemisia
annua diminuait l'activité de cette enzyme chez les larves d'Helicoverpa armigera. Les
travaux d’Adeyi et al. (2015) ont montré une augmentation de I’activité des GSTs chez
Zonocerus variegatus (Orthoptera : Pyrgomorphidae) exposée aux insecticides synthétiques et
botaniques. De plus, ces mémes auteurs ont constaté que cette activité est plus élevée chez les
insectes morts que chez les insectes survivants. La détoxification métabolique des
xénobiotiques par les GSTs chez les insectes a été attribuée a la conjugaison a la GSH et
I’activité du GSH peroxydase (Yang et al., 2001).

Plusieurs travaux ont révelé la corrélation entre la GST et la résistance aux insecticides chez
certaines especes d’orthoptéres telles que Achaea janata (Yadwad & Kallapur, 1988),
Spodoptera litura (Wu & Lu, 2008), Spodoptera exigua (Rizwan-ul-Haq et al., 2010) et
Locusta migratoria (Qin et al., 2011). Ramsey et al. (2010) ont suggéré que les effets létaux
des métabolites secondaires des plantes sur les insectes sont liés a I'induction ou a I'inhibition
des niveaux de GSTs. L'augmentation de I'activité de ce biomarqueur dans la présente étude
pourrait étre corrélée avec le niveau réduit du GSH (Maharajan et al., 2018). Par contre War
et al. (2014) ont signalé une diminution de l'activité de cette enzyme dans le corps adipeux
d'Helicoverpa armigera aprés avoir été traité avec 1’huile extraite de Neem (Azidirachta
indica). Une réduction de I’activité des GSTs a été également notée chez les larves du
troisiéme stade de T. castaneum et C. maculatus traitees aux HEs de cardamome, la cannelle
et la muscade (Tarigan et al., 2016), les larves de Tribolium castaneum traitées a 1’huile
d’Agastache foeniculum (Ebadoallahi et al., 2013), les larves de Cx. quinquefasciatus traitées

a I’HE de Citrus grandis (Mahanta et al., 2017) et les larves de Tribolium castaneum traitées
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aux HEs de six plantes : Allium sativum, Mentha piperita, Ocimum basilicum ; Thymus
vulgaris, Sesamum Indicume et Chamaemelum nobile) (El-Aziz & EI-Sayed, 2009).
L'exposition des mouches adultes de Drosophila melanogaster aux extraits hydroalcooliques
des feuilles de Duguetia furfuracea provoque des altérations de l'activité des GSTs (Pinho et
al., 2014 b). Une forte induction de la GST a été également notée chez les larves de Glyphode
pyloalis apres traitement a I'huile de lavande (Yazdani et al., 2013). De plus, Kumrungsee et
al. (2014) ont demontré des augmentations significatives de l'activité de la GST chez les
larves de Plutella xylostella traitées au thymol et au 1,8-cinéole. En revanche, certaines études
ont montré une inhibition de la GST chez les insectes aprés un traitement aux HEs (Li et al.,
2013 ; Abdelgaleil et al., 2016). Des resultats similaires ont été observés par Zhou et al.
(2016) chez Myzus persicae traité avec différentes concentrations d'extraits d’lllicium verum.
L'activité de la glutathion-S-transférase a augmenté de maniére significative chez Tetranychus
urticae apres traitement avec la CLsy de I’HE de la camomille et la marjolaine. Mahanta et al.
(2020) ont montre que le melange d'huile d'Allium sativum et d’Ocimum sanctum posséde un
potentiel larvicide trés élevé, traduit par une faible activité des glutathion-S-transférases
(GSTs) chez les larves de Cx. quinquefasciatus. Mahanta et al. (2017) ont constaté que le
niveau des GSTs varie selon le stade de développement de I’insecte, de leur capacité de
détoxication, et de leur habitat. La variation de cette activité peut étre responsable de la
toxicité sélective des insecticides et du développement de résistance (Mahanta et al., 2020).
De méme, de nombreux auteurs ont également signalé l'implication des GSTs dans le
développement de la résistance chez différentes espéces de moustiques (Ebadollahi et al.,
2013 ; Safi et al., 2017).

4.8.3. Effet sur le taux du GSH

L’activation ou I’inhibition du systéme antioxydant sous I’effet d’un produit toxique ou un
polluant dépendent de la durée d’exposition a ces derniers et de la sensibilité de 1’espéce
exposée (Ferrat et al., 2002 ; Larose et al., 2008 ; Regoli, 1998). L’induction du systéme de
défense antioxydant peut étre considérée comme une adaptation de l’organisme a un
environnement pollué (Droge, 2002).

Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique qui joue un réle primordial dans la
défense intracellulaire. C’est le principal systéme impliqué dans la détoxification des ions
peroxyde et dans la lutte contre le stress oxydatif (Gannagé-Yared et al., 1998). Le GSH est
I’un des tripeptides les plus abondants. Ses fonctions sont principalement concernées par la

neutralisation de radicaux libres tels que H,O, et radicaux superoxyde (Fang et al., 2002 ;
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Ogeturk et al., 2005). Le glutathion constitue la premiere ligne de defense contre les especes
réactives d’oxygéne (Valenzuela et al., 1989 ; Ogeturka et al., 2005). Cependant, ces
processus de défense sont efficaces lorsqu’ils sont supplémentés par le pouvoir antioxydant
des principes actifs des plantes (Zerargui, 2015). Le GSH est une molécule antioxydante non
enzymatique et sa quantité pourrait refléter le potentiel antioxydant d'un organisme
(Ravindranath &Reed, 1990). Elle est impliquée dans le métabolisme de la phase Il via
I'activité de la GST et dans les défenses antioxydantes par rapport a sa capacité redox par les
activités de la GST et GPx (Lackner, 1998 ; Saint-Denis et al., 1999 ; Lei et al., 2003). De
plus, le rapport GSH/GSSG est un indicateur important pour estimer la capacité antioxydante
dans les tissus d'insectes (Paulino et al., 2012). Les espéces réactives de l'oxygene peuvent
provoquer une peroxydation lipidique qui réduit la disponibilité du glutathion par la
constitution de 4-hydroxyalcénals (Alin et al., 1985), donc la réduction du taux de glutathion
(GSH) indique également un oxydant stress (Lalouette et al., 2011).

L’analyse des résultats obtenus au cours de nos expérimentations, révéle une diminution
significative du taux du GSH chez les larves L4 de Cx. pipiens et Cs. longiareolata traitées a
I’huile de L. nobilis. La diminution du glutathion peut étre expliquée par une consommation
accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier ce biopesticide. Cette diminution a été
également signalée chez les mémes especes traitées aux HEs de trois plantes, Lavandula
dentata, Mentha piperita et Ocimum basilicum (Dris, 2018), chez Cx. pipiens traité par les
HEs de Thymus vulgaris et Origanum vulgare (Bouguerra, 2019) et chez les larves de Culex,
Culiseta et Aedes traitées aux huiles de Mentha pulegium et Laurus nobilis (Guenez, 2020).
Une réduction du niveau de glutathion réduit (GSH) a été observée chez Tribolium castaneum
traitt a I’HE d’Artemisia annua (Deb & Kumar, 2020), chez Sitophilus oryzae et
Oryzaephilus surinamensis traités a I’'HE de Rosmarinus officinalis (Kiran & Prakash, 2015)
et chez Rhipicephalus annulatus traité a I'huile d'Eucalyptus (Arafa et al., 2020). Une
diminution du niveau de GSH semble refléter un état d’urgence probablement di a une
incapacité a conférer une protection cellulaire réduite (Yin, 2007 ; Osuala et al., 2017). Par
contre, les travaux de Singh et al. (2017) mettent en évidence une augmentation du taux du

GSH chez S. oryzae exposée a lI'anhydride 2,3-diméthylmaléique.
4.8.4. Effet sur le taux de la MDA

Le stress oxydatif cause des dommages cellulaires au niveau membranaire qui se traduit
par une inactivation des enzymes et des récepteurs et une dépolymeérisation des

polysaccharides (Kumar et al., 2017). Puisque les lipides jouent un rdle important dans le
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maintien et I’intégrité du fonctionnement cellulaire (Klowden, 2007), la fragmentation des
lipides membranaires et la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés grace aux
radicaux oxygénés, provoquent des changements de la structure, la fluidité, le transport et les
propriétés antigéniques de la membrane cellulaire, conduisant a la formation d’importantes
Iésions au niveau des tissus et des organes (Van der Vaart et al., 2004).

Les insecticides et les bioinsecticides posseédent de différents modes d'action ; leurs effets
secondaires suggérent qu'ils perturbent I'noméostasie cellulaire en générant des radicaux libres
qui déclenchent la peroxydation lipidique (Bakkali et al., 2008 ; Aslanturk et al., 2011 ; Yu et
al., 2011 ; Leelaja & Rajini, 2012 ; Prakash, 2015). L'activité insecticide des HEs et leurs
composants peut affecter des cibles différentes et spécifiques (Enan, 2001, 2005 ; Jbilou et al.,
2008 ; Abdelgaleil et al., 2009 ; Rattan, 2010 ; Waliwitiya et al., 2010) (Tableau 14).

Le malondialdéhyde (MDA), est un important biomarqueur de la peroxydation lipidique
(Celik & Suzek, 2009). Cette derniere est la dégradation oxydative des acides gras de la
membrane cellulaire entrainant des dommages aux cellules (Saraiva et al., 2017). Au niveau
cellulaire, le malondialdéhyde peut interagir avec le groupement amine libre des protéines, les
phospholipides et les acides nucléiques menant a la modification de la structure, et la mort
cellulaire (Pandey & Rizvi, 2010).

Le taux du malondialdéhyde a été eévalué chez les larves L4 témoins et traitées de Cs.
longiareolata et de Cx. pipiens a différentes périodes. Les résultats révelent une augmentation
significative du taux de ce biomarqueur aprés traitement par 1’huile du laurier. Des résultats
similaires ont été constatés chez les mémes espéces apres traitement aux huiles de la lavande,
du basilic et de la menthe poivrée (Dris, 2018). Les HEs des plants de citronnelle, d'arbre a
thé et du laurier induisent des dommages oxydatifs chez Musca domestica avec la CLs.
Cependant, l'augmentation de la concentration de radicaux libres a affecté le niveau de la
peroxydation lipidique, conduisant a une hausse de la MDA (Chintalchere et al., 2020 b). Des
résultats similaires ont été rapportés par Prakash (2015) qui a révélé que la toxicité de I'HE de
Rosmarinus officinalis a 1’égard de Sitophilus oryzae et Oryzaephilus surinamensis, pourrait
étre associée a un stress oxydatif qui induit une activation intense du systéeme antioxydant via
les enzymes. Plusieurs travaux ont montré une forte corrélation entre le taux du
malondialdehyde et I’activité insecticide des HEs. Les travaux d’Olmedo et al. (2014) ont
montré une augmentation de ce taux chez T. castaneum apreés traitement a 1’huile de Tagetes
filifolia. Lalouette et al. (2011) ont déclaré qu'une augmentation de la MDA est un signe du
stress oxydatif dans les cellules et qu'un excés des especes réactives de l'oxygéne ERO

provoque une péroxydation lipidique qui perturbe la fluidité de la membrane cellulaire
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entrainant des lésions cellulaires. Del Rio et al. (2005) ont suggéré que la MDA est un produit
d'oxydation utilisé pour déterminer le degré de la peroxydation lipidique dans un organisme.
Certains de ces produits de la peroxydation lipidique ont également conduit a perturber de
nombreuses protéines cellulaires, y compris les enzymes. De nombreux insecticides naturels
ou synthétiques ayant différents modes d'action sont connus pour perturber I'noméostasie
cellulaire en générant des radicaux libres qui déclenchent la peroxydation lipidique (Bakkali
et al., 2008 ; Leelaja & Rajini 2012 ; Prakash, 2015). La production excessive des especes
réactives de I’oxygéne (ERO) constitue également une menace pour les cellules, car elles
induisent des dommages oxydatifs dans différents tissus, provoquent la peroxydation des
lipides, oxydant les protéines, en endommageant I'ADN, en provoquant une inhibition
enzymatique, et activent les voies apoptotiques et éventuellement la mort de la cellule
(Melusova et al., 2014 ; Shukla et al., 2000 ; Géret et al., 2002).

4.8.5. Effet sur Pactivité de la GPx

Le GSH-Px a un réle important dans la réduction du H,O, en présence de glutathion réduit
(GSH) et protége ainsi les membranes et les protéines cellulaires contre le stress oxydatif
(Schrader et al., 2006). Cette enzyme a un réle clé dans les systemes de défense enzymatiques
et réduit les peroxydes organiques en leurs alcools correspondants (Valko et al., 2007). Etant
donné que ces enzymes ont un rdle protecteur contre les dommages induits par les radicaux
libres, leur induction pourrait étre comprise comme une réponse adaptative au stress oxydant
(Soudani et al., 2010).

L’analyse des résultats obtenus aprés dosage du GPx chez les larves L4 de Cs.
longiareolata et Cx. pipiens, traitées par I’'HE de L. nobilis (CLys et CLsp), révele une
diminution significative du taux de la GPx comparativement aux témoins. Des résultats
similaires ont été signalés par El Zayyat et al. (2018) qui ont montré que les HEs d’eucalyptus
et du clou de girofle induisent une augmentation du taux de GPx chez les larves et les adultes
de Cx. pipiens avec une relation dose réponse. Valavanidis et al. (2006) et Wang et al. (2011)
ont prouvé que l'activité antioxydante peut augmenter lorsque l'organisme est exposé a de
faibles concentrations de produits chimiques ou lors d’une exposition a court terme, mais
qu'elle peut diminuer ou étre inhibée a une concentration élevée ou aprés une exposition
prolongée.

L’application de I'HE de Cymbopogon giganteus sur Callosobruchus maculatus et

Callosobruchus subinnotatus a provoqué une augmentation de I’activité spécifique des
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enzymes du stress oxydatif et de détoxification (SOD, CAT, GPx et GST), ce qui montre que
cette HE a un effet pro-oxydant (Nyamador, 2009). Elle induit, en effet, au cours du processus
respiratoire mitochondrial, la génération importante des espéces réactives de 1I’oxygeéne (ERO)
incluant les anions superoxydes (O, ) et le peroxyde d’hydrogene (H,0,). Ces ERO
provoquent une cascade de réactions (Fig. 35) qui endommagent tres séverement les cellules
probablement par oxydation de I’ADN et des protéines et par peroxydation des lipides

membranaires causant ainsi la mort des insectes (Nyamador, 2009).
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Figure 35. Mode d’action des huiles essentielles : Effet sur les enzymes antioxydantes
(Favier, 2003).

4.9. Effet sur la croissance des moustiques

La taille corporelle des moustiques peut influencer un certain nombre de facteurs tels que
la fecondité, le repas sanguin, et le taux d’attaque de 1’h6te (Klowden & Lea 1978, Xue et al.,
1995, Farjana & Tuno, 2012), bien que ces corrélations soient controversées (Klowden & Lea
1978 ; Nasci 1986 ; Briegel, 1990 a ; Chambers & Klowden, 1990 ; Nasci, 1990 ; Xue et al.,
1995, Scott et al., 2000 ; Farjana & Tuno, 2012). Une relation entre la fécondité et la taille
corporelle est rapportée chez plusieurs especes de moustiques (Packer & Corbet, 1989 ;
Briegel, 1990a, b ; Briegel & Timmermann, 2001).

Dans le but de démontrer I’influence de 1’huile du Laurier sur la croissance de Cs.
longiareolata et Cx. pipiens, une étude biométrique a été réalisée. Les résultats révelent une

diminution significative de la taille des larves de deux espéces. Nos résultats ont montré une
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grande concordance avec I'hypothése de Sanchez Chopa & Descamps, (2012) qui révele une
forte corrélation entre la toxicité des HEs et leurs impacts métabolique, biochimique,
physiologique et morphologique (taille du corps, texture et épaisseur de la cuticule). Des
résultats similaires ont été rapportés par Seghier et al. (2020) qui ont montré une réduction du
poids et du volume corporel de Culiseta et Culex traités par I’huile de Petroselinum crispum.
La réduction des paramétres morphométriques des larves, des pupes et des adultes males et
femelles chez les mémes especes suite a un traitement par les HEs de Lavandula dentata,
Mentha piperita et Ocimum basilicum a été également signalée dans les travaux de Dris et al.
(2018). Les mémes observations ont été signalées par Guenez (2020) qui a montré une
inhibition de la croissance pondérale et linéaire chez Cx. pipiens, Cs. longiareolata et Ae.
caspius traités par les HEs de Mentha pulegium et Laurus nobilis et chez Cx. pipiens traité par
Origanum vulgare et Thymus vulgaris (Bouguerra, 2019). Les résultats de Qin et al. (2010)
ont montré que I'HE de Piper sarmentosum et la myristicine (composé majeur) présentaient
un effet inhibiteur sur la croissance et le développement de Brontispa longissima (Coleoptera:
Hispidae) avec un effet marqué de la myristicine.

Les métabolites secondaires de nombreuses plantes ont montré des effets délétéres sur la
croissance et le développement des insectes, en réduisant le poids des larves, des pupes et des
adultes et lI'allongement des stades de développement (Talukder, 2006 ; Al-Mekhlafi et al.,
2020). Les composes de ces huiles agissaient individuellement ou en synergie comme un
mimique ou un analogue de I’hormone juvénile (HJ) et affectaient la croissance et le
développement (Shazad et al., 2018). La croissance des nymphes de Dysdercus koenigii a
diminué avec l'augmentation des concentrations de I'extrait de Lantana camara. Une
perturbation de la production d'un type d’hormone peut avoir un impact sur la fonction
hormonale globale pour inhiber la croissance et le développement des insectes (Sutiningsih et
al., 2017). L'inhibition de la croissance larvaire pourrait étre expliquée par une perturbation de
la production d'hormone de croissance par cette huile. Cela suggére que certains composés
bioactifs ont définitivement perturbé la régulation endocrinienne de la mue et de la
métamorphose et agissent comme régulateur de croissance des insectes (IGR) ayant

probablement des propriétés analogues aux hormones juvéniles (JH) (Kabir et al., 2013).
4.10. Effet sur les réserves nutritionnelles

Les protéines sont des composants biochimiques importants, necessaires au developpement
de I’organisme et a sa croissance pour réaliser ses activités vitales (Yazdani et al., 2014). 1l a

été démontré que l'accumulation appropriée de ces nutriments au cours du développement
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larvaire régule la synthése des hormones juvéniles pour l'activation de la maturation
reproductive (Devi & Bora, 2017). Les protéines jouent un réle fondamental dans 1’organisme
de toutes les espéces vivantes connues (Mahler et al., 1968) et durant les différentes phases de
la vie des insectes, car ils sont caractérisés par des niveaux trés élevés (Chen, 1966). Ces
derniers entrent dans diverses réactions et peuvent assurer la catalyse biochimique, la
régulation hormonale et s’intégrent dans la cellule en tant qu’éléments structuraux en méme
temps que les glucides et les lipides (Jacob et al., 1961).

Le dosage des protéines est realisé dans le corps entier des larves 4 de C. longiareolata et C.
pipiens, aprés traitement a I’HE extraite du laurier. Les résultats révélent une réduction du
contenu en protéines chez les traités comparativement aux témoins. Nos résultats concordent
avec ceux de Seghier et al. (2020) qui ont constaté une diminution du contenu en protéines
dans le corps entier des larves et des pupes de Cx. pipiens et Cs. longiareolata traitées par
I’HE de Petroselinum crispum. Ce composé a été également réduit chez les mémes espéces
traitées a la lavande, la menthe et le basilic (Dris, 2018), chez Cx. pipiens traité¢ a 1’origan et
au thym (Bouguerra, 2019) et chez Cx. pipiens, Cs. longiareolata et A. caspius traités a la
Menthe pouliot et au Laurier (Guenez, 2020). De plus, les HEs de cardamome, de cannelle et
de muscade ont réduit les protéines chez les larves de Tribolium castaneum et
Callosobruchus maculatus (Tarigan & Harahap, 2016). La réduction des protéines est un
phénomeéne fréquent chez les insectes traités par les produits toxiques (Nathan et al., 2008), et
qui peut étre attribuée a un ou plusieurs facteurs, tels que la diminution de leur synthese ou
augmentation de leur dégradation pour détoxifier les principes actifs présents dans les extraits
de plantes ou les HEs (Vijayaraghavan et al., 2010). La dégradation des protéines en acides
aminés a pour but de faciliter leur incorporation dans le cycle de Krebs comme acides
cetoniques afin de compenser les faibles taux d’énergie causés par le stress (Nath et al.,
1997). De plus, la réduction en réserve protéique peut étre également due a l'adaptation
physiologique de I'insecte a un état de stress causé par les insecticides (Ribeiro et al., 2001).
Sharma et al. (2011) et Ali et al. (2014) ont confirmé dans leurs études que cette déplétion
pourrait étre due a la dégradation des protéines a des fins métaboliques, a une incorporation
altérée d'acides aminés dans les chaines polypeptidiques, a l'inhibition de la synthese des
protéines ou a la décomposition de ces protéines en acides aminés utilisés dans le mécanisme
compensatoire comme source d'énergie pour compenser le stress. Cependant, cette reduction
peut étre attribuée également a l'inhibition de la synthese de I'ADN et de I'ARN (Chintalchere
et al., 2020 a).
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Par contre, les travaux de Devi & Bora, (2017), montre que le taux de protéines a
augmenté significativement chez les larves L4 d'Ae. aegypti apres traitement avec les extraits
phénoliques de Ziziphus jujuba. Cette augmentation peut étre expliquée par une adaptation
physiologique de I’insecte pour lutter contre le stress induit par les insecticides (Adeniyi et
al., 2010 ; Sak et al., 2006), par la formation de lipoprotéines, qui peuvent étre utilisées pour
réparer les cellules et les organites endommages (Shu et al., 2018) ou par I’activation d’un
mécanisme compensatoire, via la synthese de polypeptides appelés protéines du choc
thermique (hsp) (Downer, 1982 ; Zhao & Jones, 2012) (Fig. 34).
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Figure 36. Différentes cibles des Espéces Réactives de I'Oxygene (Poisson, 2013).

Les glucides représentent une principale source d'énergie chez les insectes, ils se
transforment en graisses et participent a la production des protéines (Chapman, 1998). Les
glucides, tels que les sucres et le glycogene, sont le carburant pour le vol des moustiques et la
distance parcourue par ces insectes dépend de la disponibilité des sucres (Clements, 1999). Le
taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus et I’hémolymphe sont profondément liés aux
événements physiologiques comme la mue et la reproduction (Wiens & Gilbert, 1968). lls
augmentent pendant les périodes de repos, comme la métamorphose, et diminuent pendant les
périodes de croissance, comme les stades de maturation des gonades chez les insectes
(Bouaziz et al., 2011). De plus, la production ou l'utilisation des principaux métabolites du

corps, tels que les glucides, qui sont sous le contrdle de JH (hormone juvénile), a été suggérée
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par plusieurs auteurs (Slama 1965 ; Slama & Hodkova 1975 ; Géde, 2004 ; Sugumaran,
2010). Le tréhalose, un disaccharide non réducteur, est le principal sucre trouvé dans
I'hnémolymphe des insectes (Wyatt & Kale 1957). Il fournit de I'énergie et favorise la
croissance, la métamorphose, la lutte contre le stress, la synthese de la chitine et le vol des
insectes (Katagiri et al., 1998 ; Xia et al., 2002 ; Wegener et al., 2003et 2010 ; Liebl et al.,
2010 ; Thorat et al., 2012 ; Tatun et al., 2014 a ; Shukla et al., 2015 ; Tang et al., 2017 ;
Wolber et al., 2017 ; Zhang et al., 2017). L'hydrolyse du tréhalose est sous le contrble de

I'enzyme, tréhalase.

Dans le présent travail, le dosage des réserves énergétiques est réalisé dans le corps entier
des larves 4 de Cx. pipiens et Cs. longiareolata aprés traitement a I’'HE de L. nobilis. Les
résultats révelent une réduction du contenu en glucides chez les traités comparativement aux
témoins. Des résultats similaires ont été enregistrés chez les mémes especes suite a une
exposition a I’huile de Petroselinum crispum (Seghier et al., 2020), a 1’huile de Lavandula
dentata, Ocimum basilicum et Mentha piperita (Dris, 2018), chez Cx. pipiens traité au
Thymus vulgaris et Origanum vulgare (Bouguerra, 2019) et chez Cx. pipiens, Cs.
longiareolata et Ae. caspius traités au Laurus nobilis et Mentha pulegium (Guenez, 2020). De
plus, les travaux de Chintalchere et al. (2020 a), ont révélé une diminution des glucides,
lipides et protéines apres traitement des larves de Musca domestica a I’huile de L. nobilis. Une
étude réalisée par Devi & Bora (2017) sur les larves L4 d'Ae. aegypti traitées a 1’extrait
phénolique de Ziziphus jujuba, a montré une diminution significative des glucides totaux.
Ces derniers ont considerablement diminué chez Tribolium castaneum et Callosobruchus
maculatus apres traitement aux HEs de cardamome, de cannelle et de noix de muscade
(Tarigan & Harahap, 2016). La diminution de ces réserves énergétiques perturbe la
morphologie et le métabolisme des insectes traités (Senthilkumar et al., 2009). Shu et al.
(2018) ont rapporté dans leurs études une diminution de la teneur en glucides chez les larves
de Cx. pipiens suite au traitement par les huiles et ils ont corrélé cette diminution aux
propriétés anti-appétantes de ces composés. Dans cette situation, les sucres seraient
métabolisés pour répondre aux dépenses énergétiques des larves affamées. Des travaux
antérieurs ont montré les effets négatifs des HEs sur les réserves glucidiques (Sak et al.,
2006 ; Razak & Sivasubramanian, 2007). Par contre, une augmentation du taux de glucose a
éteé signalée chez les larves L4 de Cx. quinquefasciatus apres traitement a 1’huile de Baccharis

dracunculifolia (Alves et al., 2018).

Les lipides sont également des composants importants formant des acides gras, des
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phospholipides et des stérols qui font partie intégrante des parois cellulaires des insectes et
contribuent également a d'autres fonctions (Chapman, 1998). lls représentent la principale
source d’énergie chez les insectes (Beenakers et al., 1985). Ils sont transportés du corps gras,
site de leurs syntheses et stockage vers les organes utilisateurs via I’hémolymphe surtout lors
de la vitellogénése (Downer, 1985 ; Keely, 1985 ; Van Hensden & Law, 1989).

Nos resultats montrent une réduction significative du contenu en lipides chez les larves
traitées a I’HE de L. nobilis. Des résultats similaires ont été obtenus par Seghier et al. (2020)
qui ont réveélé une réduction significative du contenu en lipides totaux induite par I’application
de I'HE de Petroselinum crispum sur les larves L3 et L4 et les pupes de deux especes de
moustiques, Cx. pipiens et Cs. longiareolata. Cette réduction a été également constatée chez
les larves L4 de Cx. pipiens traitées au Thym et a I’Origan (Bouguerra 2019), chez les larves
et les pupes de Cx. pipiens et Cs. longiareolata traitées au basilic, a la lavande et a la menthe
(Dris, 2018) et chez les larves L4 de trois especes de moustiques, Cx. pipiens, Cs.
longiareolata et Ae. caspius traitées au Laurier et a la Menthe pouliot (Guenez, 2020). Les
lipides ont été diminués significativement chez les larves d'Ae. aegypti apres traitement aux
extraits phénoliques de Ziziphus jujuba (Devi & Bora, 2017). Hafiz et al. (2017) et Riaz et al.
(2019) ont rapporté des résultats similaires chez Trogoderma granarium et Glyphodes
pyloalis aprés traitement a I’extrait d'Artemisia annua. Les reésultats de Tarigan & Harahap,
(2016) ont également montré que les HEs de cardamome, de cannelle et de muscade ont
entrainé une réduction de la teneur totale en lipides chez les larves de Tribolium castaneum et
Callosobruchus maculatus. La réduction du contenu en lipides peut étre attribuée a une
perturbation de la biosynthese, du métabolisme et de I'utilisation des lipides comme source
d'énergie pour survivre pendant les conditions de stress (Shaurub & EI-Aziz, 2015). Elle
pourrait également étre due a la conversion du métabolisme énergétique vers le catabolisme
lipidique aprés épuisement des réserves de glucides (Devi & Bora, 2017).

Certains auteurs ont suggéré qu'une diminution de la teneur en lipides peut étre le résultat de
la transformation des lipides en protéines pour remplacer la réduction de la teneur en
protéines ou produire de I'énergie supplémentaire pour lutter contre le stress chimique
(Chintalchere et al., 2020 a).

4.11. Effet sur I’épuisement des réserves nutritionnelles des moustiques

Les réserves énergétiques refletent la quantité d'énergie disponible pour des activités
particuliéres aux stades majeurs de la vie, plus ces réserves sont élevées, plus la quantite

d’énergie indispensable pour la métamorphose (Timmermann & Briegel 1999), la
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réorganisation des tissus des pupes (Chambers & Klowden, 1990), le vol des adultes
(Clements, 1995, Kaufmann & Briegel, 2004) et le développement des ceufs (Telang et al.,
2006) est grande. Il est bien connu que tout au long du développement larvaire, une
biosynthése excessive des réserves nutritionnelles telles que les protéines, les glucides et les
lipides se produit chez les larves qui agissent comme des précurseurs pour la transformation
des larves en pupes et en adultes (Timmermann & Briegel, 1999). En général, ces éléments
sont transportés par I'némolymphe de I'insecte aprés ingestion, et sont facilement absorbés par
les cellules pour produire de I'énergie par glycolyse. Les lipides et les glucides chez les
insectes accomplissent diverses activités métaboliques pour leur performance, le vol et la
reproduction (Steele, 1981). Au cours du développement larvaire, ils ont besoin d'une certaine
quantité de glucides, de lipides et de protéines afin d'atteindre une croissance optimale pour
les fonctions normales du corps (Clements, 1992). Il est bien admis que les lipides et les
glucides, tels que les sucres et le glycogene, sont les principaux déterminants de la survie des
larves et du processus de synthése des hormones juvéniles (Clements, 1999 ; Caroci et al.,
2004). Des études antérieures ont montré que les réserves énergétiques sont les principaux
carburants, qui déclenchent diverses activités physiologiques chez I'adulte telles que le vol
précoce des adultes nouvellement émergés et leur succes a I’accouplement et le processus de
I’ovogenése etc... (Foster, 1995 ; Ziegler & Ibrahim, 2001 ; Telang et al., 2006). Ces réserves
stockées au cours des stades larvaires sont le chef déterminant de la production d'ceufs et de la
régulation endocrinienne du développement des ceufs chez les moustiques femelles (Telang et
al., 2006).

La défense des insectes contre les xénobiotiques comprend la détoxication enzymatique par
les monooxygénases a cytochromes, par les estérases et plusieurs transférases, qui sont
présentes dans l'intestin et le tissu adipeux des insectes, contribuant a la dégradation des
contaminants (Zaworra & Nauen, 2019). Ce mécanisme de détoxication nécessite de I'énergie
et des ressources utilisées dans les processus physiologiques, entrainant une baisse de la

capacité de reproduction (Esther et al., 2015, Gashout et al., 2018).

La présente étude montre que les réserves nutritionnelles sont épuisées chez les individus
traités a I’HE du Laurier. Plusieurs travaux réaliseés ont montré une perturbation de ces
réserves, suite a une exposition aux insecticides. Une réduction trés marquée a été constatée
chez T. castaneum aprés traitement a I'narmaline (Rharrabea et al., 2020) et a I’huile d’A.
foeniculum (Ebadollahi et al., 2013). L’application des HEs de Thymus vulgaris et

d’Origanum vulgare a provoqué un épuisement des réserves nutritionnelles chez les larves de
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G. pyloalis (Yazdani et al., 2014) et chez les larves L4 de Cx. pipiens (Bouguerra, 2019). Une
perturbation des indices caloriques a été signalée chez les larves L3, L4 et les pupes de Cx.
pipiens et Cs. longiareolata traitées a I’huile de Petroselinum crispum (Seghier et al., 2020).
Une perturbation de ces réserves a été également observée chez les larves d’An. stephensi
exposées a I'huile de neem (Preet & Sneha, 2018), suggérant que ce larvicide affecte la
physiologie comportementale et les activités métaboliques de ce moustique (Preet & Sneha,
2011). Les mémes effets ont été rapportés par Vinayagm et al. (2008) chez les larves d’An.
stephensi lorsqu'elles sont traitées avec quelques plantes médicinales. Des résultats similaires
avec une réduction des réserves énergétiques ont été observés dans des études antérieures
portant sur différents types d'agents de stress: environnemental (Muturi et al., 2011),
nutritionnel (Vantaux et al., 2016), chimique (Preet & Sneha, 2011 ; Rivero et al., 2011), et
végétal (Vinayagm et al., 2008 ; Senthilkumar et al., 2009). Les travaux de Sneha & Preet
(2016) montrent que le traitement larvicide par le Neem a des effets néfastes sur les réserves
énergétiques larvaires, et par conséquent sur le développement et le comportement larvaire
d'Ae. aegypti. L’épuisement de ces réserves chez la méme espéce traitée avec I’alun de
potasse peut entraver la métamorphose et bloquer I’émergence des adultes (Preet & Sneha

2018).

Ces effets pourraient étre di a une mobilisation importante de ces réserves pour surmonter
la situation de stress causée par I'effet toxique de ces traitements (Rharrabe et al., 2007). Cela
implique que I'épuisement de ces réserves aux stades larvaires peut affecter la survie, la

capacité reproductive et la capacité vectorielle des moustiques adultes (Sneha & Preet, 2016).
4.12. Effet sur la structure histologique des larves

Le mode d'action des insecticides naturels est variable car certains d'entre eux agissent sur
le systeme digestif en induisant des altérations au niveau des régions internes de I'intestin lors
de leur passage a travers la membrane intestinale (Cabral et al., 2000 et 2007). Les insectes
n'ont que quelques cellules qui subissent une division, ce processus est trop affecté par
l'exposition aux insecticides (Riat & Kocher, 2017). L’application des HES (contenant des
monoterpénoides) a montré des changements histopathologiques dans le tégument, I'intestin

moyen et d'autres parties du corps des larves d'insectes.

L'intestin moyen des larves de Cx. pipiens possédent quatre régions distinctes (intestin
moyen antérieur et postérieur, cardia et caeca gastrique) (Mahmoud et al., 2019). Dans ces

régions, I'épithélium contient une seule couche de cellules digestives cuboides qui comprend
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des microvillosités apicales. De nombreuses mitochondries sont presentes dans le cytoplasme.
A la base des cellules digestives, des cellules régénératrices sont disséminées (Mahmoud et
al., 2019). Une barriere membranaire péritrophique cellulaire bien limitée tapisse I'épithélium
de I'intestin moyen et le sépare des aliments digérés (Clements, 1996). Cette membrane agit
également comme une barriére qui protege l'intestin moyen des agents pathogénes (Jordan et
al., 1998 ; Moser et al., 2001). Actuellement, les altérations histologiques sont étudiées
comme biomarqueurs utiles, car il est possible de déterminer les Iésions engendrées au niveau

des cellules cibles chez les différents organismes (Lavarias et al., 2017).

L’étude histologique réalisées sur les larves L4 de Cs. longiareolata et Cx. pipiens traitées au
laurier montre des modifications au niveau de la membrane de I’intestin moyen, les tubules

de malpigui et le tissu musculaire.

Al-Mehmadi & Al-Khalaf, (2010) ont montré que I’application du Melia azedarach sur les
larves de Cx. pipiens, induit des changements dans le mésentéron, et plus particulierement les
caecas gastriques et I'estomac postérieur. lls ont signalé des signes caractéristiques tels que la
distraction des microvillosités et la vacuolisation de I'intestin moyen, et parfois des cellules
cylindriques qui faisaient saillie dans la lumiere. Les changements observés au niveau des
cellules du caeca gastrique et le mésogastre, s'expliquent selon Raccaud, (1980) par le fait que
cette partie du tube digestif, responsable de la digestion chez les insectes, est en contact direct
avec les éléments toxiques. Chez les moustiques, cette section représente le principal site
d'absorption alimentaire et qui a été confirmé par Waterhouse & Day (1953) dans leur étude,
car les larves affamées et qui sont nourries avec du fructose et du glucose ; apres quelques
heures, des dépots massifs de glycogéne apparaissent a I’intérieur des cellules de la partie

postérieure de I’intestin moyen, indiquant qu’il s’agit du principal site d’absorption.

Selon Loach, (2017), les études morpho-histochimiques réalisées sur 1'épithélium de 1’intestin
moyen, y compris la vacuolisation cellulaire, la rupture des parois épithéliales, les dommages
au niveau des microvillosités et le passage du contenu des cellules épithéliales dans la lumiere
intestinale moyenne des larves de moustiques, sont d'un grand intérét. L’extrait aqueux des
feuilles d’Eucalyptus globulus testé sur les larves de Cx. pipiens par Zerroug & Berchi (2018)
a induit différentes lésions au niveau du tissu intestinal des larves, provoquant un melange
du contenu des cellules intestinales avec 1’hémolymphe ou les cellules des caeca gastriques
ont subi une hypertrophie cellulaire et éclatement et un rejet des débris cytoplasmiques dans

la lumiére intestinale. L'examen histopathologique des larves L3 et L4 de Cx.
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quinquefasciatus traitées avec 1’extrait de Fenugrec (Trigonella foenum-graceum) a montre
que l'intestin moyen, l'intestin postérieur, les muscles et les ganglions nerveux sont les tissus
les plus touchés. Ces tissus ont porté des changements majeurs, y compris la rupture et la
désintégration de la couche épithéliale et la vacuolisation cellulaire (Fallatah, 2010). De plus,
Abutaha et al. (2015) ont montré la destruction et le détachement des cellules épithéliales de
I'intestin moyen des larves d'Ae. caspius et de Cx. pipiens traitées avec un extrait fongique de
Cochliobolus spicifer. Farida et al. (2018) ont étudié 1’effet de Beauveria bassiana sur les
larves L4 de Cx. pipiens et ont signalé de nombreux changements histologiques et des
malformations dans le corps et les tissus larvaires traités, en particulier dans les cellules
adipeuses, la cuticule et I'intestin moyen. Par ailleurs, les larves d'An. stephensi exposees a
I'HE d’Eucalyptus globulus et Aloe vera ont également présenté des diversifications dans le
caeca gastrique, une désintégration de la couche épithéliale de l'intestin moyen, des lésions
dans les microvillosités et la disparition ou la réduction du corps adipeux ainsi que de la
couche épithéliale de l'intestin postérieur. De tels changements pathologiques réduisent la
capacité des larves a remplir diverses fonctions, conduisant a leur mort (Riat & Kocher,
2017). Ces observations histopathologiques ont été également rapportées par Mahmoud et al.
(2019) chez les larves de Cx. pipiens, les signes de désordre les plus caractéristiques
visualisés dans la région intestinale moyenne des larves traitées étaient I'élongation et la
vacuolisation des cellules épithéliales, la rupture de la membrane péritrophique, le
détachement de la membrane basale, la désorganisation des microvillosités et, en outre, la
dégenérescence de la couche musculaire aprés traitement avec les huiles de Piper nigrum,
Eucalyptus regnans et Azadirachta indica. Bawin et al. (2016) ont montré des effets
similaires en étudiant I'effet d'Aspergillusa clavatus (Ascomycota: Trichocomaceae) sur les
larves de Cx. quinguefasciatus, car ce traitement induit une altération au niveau des tissus
larvaires, entrainant leur nécrose et la mort des larves. Ragavendran et al. (2017) ont signalé
un gonflement des cellules de l'intestin moyen des larves L4 d’Ae. aegypti et Cx.
quinquefasciatus, une réduction du contenu intercellulaire et une dégénérescence des noyaux,
apres traitement a 1’extrait de Fungus penicillium. Selon Balasubramani et al. (2018), I'HE
d'Artemisia vulgaris a montré des altérations histopathologiques chez les larves L3 et L4 d'Ae.
aegypti avec un endommagement total de 1’intestin moyen et le cortex). Les quatres HES
d’Artemisia judaica, Cupressus macrocarpa, Callistemon viminals et Citrus aurantifolia
téstées par El-Sabrout et al. (2020) sur Cx. pipiens, ont causé des malformations nymphales et
adultes. Les travaux de Hazarika et al. (2018) ont montré que les larves d’Ae. aegypti traitées

a I'huile de citronnelle ont présenté des changements remarquables dans I'épithélium de
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I'intestin moyen : destruction de la bordure de brosse, dégénérescence des cellules digestives
et de la membrane et des cellules basales et la lyse épithéliale. Les extraits bruts et les HES
provenant de trois variétés d'Ageratum conyzoides, présentaient des altérations
histopathologiques chez les femelles adultes d’Ae.aegypti, notamment une dégenérescence
oculaire, des lésions musculaires avec infiltration cellulaire, une dégénérescence et une
nécrose de 1’épithélium intestinal et des noyaux pycnotiques dans I'épithélium malpighien
(Pintong et al., 2020). Le tissu musculaire est également tres important pour les insectes et les
dommages qu'il subit peuvent méme entrainer la mort des insectes. Cependant peu d'études
existent sur le muscle du moustique (Liu et al., 2020). Une observation au microscope optique
a montré que les larves de Cx. pipiens pallens exposées au Curcuma longa présentaient une
altération de la myofibrille dans les cellules musculaires ventrales et une disparition du
nucléole dans les cellules du tubule de Malpighi a 24 h aprés traitement (Liu et al., 2020). Ces
changements histopathologiques dans les cellules musculaires pourraient induire une
incapacité fonctionnelle musculaire et des lésions musculaires qui a en outre entrainé la
paralysie et la mort (Ma et al., 2017). Dans les travaux d’Aouinty et al. (2018), les larves de
Cx. pipiens exposées a I'extrait aqueux de Ricinus communis ont montré des changements
histologiques significatifs. Aprés une heure d'exposition, les cellules de I'intestin moyen sont
profondément affectées, les substances toxiques ingérées ont manifesté leur activité sur
I'épithélium intestinal. L'hypertrophie et la lyse des cellules intestinales épithéliales sont les
principaux changements observés. L'action toxique de I'extrait aqueux se manifeste également
sur la musculature et les téguments externes des larves. Celles-ci due en raison de I'effet
probable des constituants actifs du sur les phospholipides membranaires et d'autres

composants cellulaires de ces tissus (Fallatah, 2010).
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En raison des problémes liés a 1’utilisation des produits chimiques dans la lutte anti
culicidienne et leur impact nocif sur la santé et I’environnement, il s’avere nécessaire d’avoir
recours a des alternatives naturelles ayants le méme réle et présentant des avantages
¢cologiques et économiques. Il s’agit notamment de ’utilisation des extraits de plantes.

Ce travail de recherche a permis d’apporter une contribution a I’étude de I’efficacité d’une
huile essentielle a 1’égard des moustiques et de fournir un ensemble d’éléments qui pourraient
servir d’appui pour trouver des alternatives a la lutte par les insecticides chimiques contre ces
vecteurs de maladies et agents de nuisance.

L’HE d’une plante appartenant a la famille des Lauraceae présente un rendement de 0,92 %
de la matiere seche du Laurus nobilis. L’analyse chimique par CPG-SM de cette HE a permis
de recenser 56 composés avec I’abondance des composeés monoterpéniques (82,71%),
dominés par la présence d’Eucalyptol (25,62%) et du Linalool (11,83%).

Cette HE a été testée sur Culiseta longiareolata et Culex pipiens, les espéces de moustiques
les plus abondantes dans la région de Tébessa. Ses actions ont été évaluées sur plusieurs
aspects : toxicologique, développement, biomarqueurs, morphométriques, biochimiques et
histopathologique.

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales (CLys et CLsp)
de cette huile essentielle a I’égard des larves 4 et des pupes de Cs. longiareolata et Cx.
pipiens. lls révelent un effet insecticide avec une relation dose-réponse. De plus, le traitement
induit une inhibition de 1’éclosion des ceufs plus importante chez Cs. longiareolata par
rapport a Cx. pipiens avec une relation dose-réponse. Le sex ratio révéle une augmentation de
la proportion des femelles par rapport aux males chez les deux espéces testées en fonction des
concentrations létales.

L’évaluation d’un biomarqueur de neurotoxicité, indique que I’HE de L. nobilis provoque une
inhibition de I’activité spécifique de I’AChE chez les 2 especes testées, avec un effet marqué
chez Cx. pipiens et qui dépasse les 50%. De plus, cette huile induit une réduction du taux du
GSH et une augmentation de I’activit¢ des GSTs chez les traités comparativement aux
témoins avec un effet plus important chez Cx. pipiens. D’autre part, un biomarqueur de
peroxydation lipidique, la MDA et la GPx ont été également affectés par I’application de cette
huile en les augmentant chez les 2 espéces étudiées, suggérant une induction du processus de
détoxication.

De plus, I’'HE de cette plante affecte la croissance linéaire et pondérale des individus, en

86



Conclusion et perspectives

réduisant le volume et le poids corporel des larves L4 de Cx. pipiens et Cs. longiareolata.

Enfin, les réserves énergétiques et les protéines des individus sont également perturbées sous
I’effet de 1’huile essentielle avec une augmentation du taux d’épuisement en fonction des
concentrations appliquées.
Une étude histologique des larves de Cs. longiareolata et Cx. pipiens témoins et traitées
révele que I’HE agit comme un poison qui agit par ingestion sur le systéme digestif des larves
de moustiques.
Cette etude basée sur I'utilisation des plantes aromatiques comme insecticide, ouvre de larges
perspectives dans le domaine de connaissances fondamentales d'une part et dans le domaine
appliqué d’autre part. A 1’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail par :

» L application des extraits vegétales dans la production des biocides.

» Dautres études doivent étre envisagées afin de préciser la nature des composés
responsables de I"effet toxique.

» Un essai « terrain » semble nécessaire pour étudier cette méme efficacité dans les
conditions naturelles.

» Etude de I'impact des différentes techniques d’extraction (distillation a vapeur
saturée, hydrodiffusion) sur la quantité et la qualité des huiles et sur leur pouvoir
insecticide.

» FEtude de I'impact de I'HE sur la fécondité et la fertilit¢ de ces espéces de
moustiques.
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VI.RESUME

Cette présente étude a pour but de déterminer la composition chimique d’une huile essentielle
extraite de Laurus nobilis (Laurier), et d’évaluer ses activités ovicide, larvicide, pupicide et adulticide
a I’égard de deux espéces de moustiques les plus abondantes dans la région de Tébessa, Culex pipiens
L. et Culiseta longiareolata A. (Diptera, Culicidae).

Les effets de cette huile ont été examinés sur la mortalité, la durée de développement et les
biomarqueurs enzymatiques (AChE, GSTs, GPx) et non-enzymatiques (GSH et MDA). Les
parametres morphométriques, les réserves nutritionnelles et la structure histopathologique des larves
ont été également déterminées.

Le rendement de I’HE de L. nobilis obtenue par hydrodistillation affiche une moyenne de 0,92% de la
matiere seche. Sa composition chimique a été déterminée par CPG/SM. L’analyse chimique a montré
que I’HE du laurier contient 56 composés, avec 1’Eucalyptol (25,62%), le Linalool (11,83%), le
Méthyl eugénol (11,07%) et le a-Terpinyl acétate (10,18%), comme constituants majoritaires.

Les tests toxicologiques effectués selon le protocole standard de I’OMS, ont révélé une activité
ovicide, larvicide, pupicide et adulticide de cette HE. De plus, cette plante provogue un prolongement
de la durée de développement larvaire et une augmentation de la proportion des femelles émergées par
rapport aux males.

L’activité enzymatique déterminée chez les larves traitées a 1’huile essentielle (CL,s et CLsg) a révélé
une activité neurotoxique et une induction du systeme de détoxication, traduites par une inhibition de
I'AChE et une augmentation de l'activité des GSTs et de la GPx, respectivement. En outre, une
augmentation de la MDA et une diminution du GSH ont été enregistrées aprés traitement a I’HE.
L’HE du laurier peut étre efficace dans la lutte biologique contre les moustiques et cela peut étre di a
ses effets inhibiteurs sur l'activité de I'acétylcholinestérase, malgré la stimulation du systéme de
détoxication.

Par ailleurs, 1’étude morphométrique montre que I’HE provoque une diminution de la croissance
linéaire et pondérale des larves. De plus, elle réduit significativement les réserves nutritionnelles et
elle augmente le taux d’épuisement de ces réserves. Cela est probablement di aux conditions de stress
imposées par le traitement a ces moustiques qui ont besoin d’un apport supplémentaire d'énergie
provenant du métabolisme glucidique et lipidique. L’étude histologique des larves traitées révélent des

modifications profondes au cours du temps.

Mots-clés : Moustiques, Huile essentielle, Laurus nobilis, Toxicité, Développement, Sex ratio,

Biomarqueurs, =~ Morphométrie, = Réserves  énergétiques,  Structure  histolopathologique.
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ABSTRACT

The present study was undertaken in order to determine the chemical composition of the leaf
essential oil of Laurus nobilis (Lauraceae) cultivated in Tebessa (Algeria) and to assess its
ovicidal, larvicidal, pupicidal activities against two most abundant and investigated mosquito
species, Culex pipiens L. and Culiseta longiareolata A. (Diptera, Culicidae).

The effects were examined on the mortality, the development duration, the enzymatic (AChE,
GSTs, GPx) and non-enzymatic (GSH, MDA) biomarkers. The morphometric parameters, the
energy reserves, and the histopathological structure of larvae were also determined.

The essential oil yield of L. nobilis obtained by hydrodistillation was 0.92% of the dry weight.
Its chemical composition has been investigated by GC/MS. The chemical analysis showed
that L. nobilis essential oil contained fifty six compounds, with Eucalyptol (25.62%),
Linalool (11.83%), Methyl eugenol (11.07%) and a-Terpinyl acetate as major components.
Bioassay test done following the World Health Organization standard protocol revealed that
this essential oil exhibited ovicidal, larvicidal, pupicidal and adulticidal activity. In addition,
this plant causes a prolongation of the larval development duration and an increase in the
proportion of emerged females compared to males.

The enzymatic measurements performed in treated larvae (LCys and LCs) revealed a
neurotoxic activity and a stimulation of the detoxification system as evidenced by an
inhibition of AChE and an increase in GST and GPx activity, respectively. In addition, an
increase in MDA and a decrease in GSH were recorded after treatment with EO.

Otherwise, the morphometric study shows that EO causes a decrease in the linear and weight
growth of larvae. In addition, it significantly reduces protein content and energy reserves and
increases the rate of depletion of these reserves. This is probably due to the stress induced by
this EO in mosquitoes which require additional energy input from carbohydrate and lipid
metabolism in particular. Histological study of the treated larvae reveals profound changes

over time.

Key words: Mosquitoes, Essential oil, Laurus nobilis, Toxicity, Development, Sex ratio, Biomarkers,

Morphometry, Energy reserves, Histopathological structure.
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Abstract An essential oil extracted from bay laurel, Laurus nobilis (L.), was chemically
characterized and tested against fourth-instar Culiseta longiareolata (Macquart) (Diptera:
Culicidae). Percentage composition of the oil in L. nobilis was 0.96, and gas chromatography—
mass spectrometry analysis identified 56 components with eucalyptol (25.62%), linalool
(11.83%), methyl eugenol (10.07%), and camphene (10.18%) as the major constituents.
Laboratory bioassays demonstrated significant larvicidal activity of the oil extract with cumulative
median lethal concentrations (i.e., LCsp) of 203.7 parts per million (ppm) at Day 1, 171.9 ppm at
Day 3, and 85.1 ppm at Day 7 after exposure. The essential oil also affected egg hatch and sex
ratio of the progeny. These results suggest that the essential oil extracted from L. nobilis has
potential for development as a management tactic directed against Cs. longiareolata.

Key Words Culiseta longiareolata, Laurus nobilis, essential oil

Essential oils extracted from plants have been evaluated and used as substitutes
for synthetic insecticides (Liu 2015) and as repellents (Lee 2018; Mihajilov-Krstev et
al. 2014) in mosquito vector management programs. Ovicidal and larvicidal activities
of plant extracts that mimic insect growth regulators or disruptors have been the
subject of a number of studies with mosquitoes (Djeghader et al. 2018; Dris et al.
2017a,b; Hamaidia et al. 2018; Hamaidia and Soltani 2014). Furthermore, the
traditional use of local plants as insect repellents has been investigated in several
ethno-botanical studies (Tisgratog et al. 2016). Recently, botanical products such as
essential oils and aqueous extracts of plants have been suggested as viable
management products (Al-Mekhlafi 2018; Aouinty et al. 2018; Dris et al. 2017a,b).
There are no reported impacts on nontarget organisms (llahi et al. 2019; Ponsankar et
al. 2016) and no development of resistance has been reported (Yuan et al. 2019).
Moreover, essential oils have limited persistence under field conditions because of
their volatility and biodegradability (Echeverria and Albuquerque 2019).
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Essential oils from Ocimum basilicum (L.) (Dris 2017a) and Thymus vulgaris (L.)
(Bouguerra et al. 2017) have been chemically identified and show larvicidal activity
against Culex pipiens (L.) larvae. Likewise, an essential oil extracted from Lavandula
dentata (L.) possesses larvicidal activity against Culiseta longiareolata (Macquart)
and Cx. pipiens (Dris 2017b). Yet the laurel bay, Laurus nobilis (L.), is well known for
its various culinary and chemical properties. It is an evergreen shrub native to the
Mediterranean region (Said and Hussein 2014) and has many applications in the
culinary and food industry due to its antioxidant (Casamassima et al. 2017),
antimicrobial (Figicilar et al. 2018; Vilela et al. 2016), and antifungal (Peixoto et al.
2017) properties as well as for contributing to the photo-oxidative stability of olive oil
(Taoudiat et al. 2018). Bay leaf oil has shown insecticidal activity against selected
stored-product pests such as Tribolium castaneum (Herbst) (Chahal et al. 2016),
Rhyzopertha dominica (F.) (Mediouni-Ben Jemaa et al. 2012), and Trogoderma
granarium (Everts) (Tayoub et al. 2012), as well as against the mosquitoes Aedes
aegypti (L.) (Tabanca et al. 2013), Anopheles stephensi (Liston), and Cx. pipiens
(Verdian-Rizi 2009).

Our objectives in the present study were to chemically characterize the essential
oil extracted from L. nobilis growing in Algeria and assay its larvicidal and ovicidal
activity as well as the delayed effects (progeny sex ratio) on Cs. longiareolata,
which is the most abundant mosquito species in the Tebessa region of Northeast
Algeria (Bouabida et al. 2012). The results are directed to the continued
development of efficacious mosquito vector management in that region.

Materials and Methods

Essential oil source and extraction. Naturally occurring L. nobilis plants were
collected in March, April, May, June, and July of 2016 in Tebessa (Northeast Algeria).
Plants were transported to the laboratory, washed in tap water, and then rinsed with
distilled water. The shade-dried leaves were cut into small pieces. According to the
methods of Dris et al. (2017a) and Bouguerra et al. (2018), the essential oil was
extracted from leaves by hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus for 3 h using
100 g of the plant part and 750 mi distilled water. The resulting decoction was dried
over anhydrous sodium sulfate to remove residual water. The extract was placed in
amber bottles and stored under refrigeration until used in analyses and bioassays.

Gas chromatography—-mass spectrometry (GC-MS). This analysis was
performed according to the procedure of Dris et al. (2017a). Briefly, 0.2 pl of
essential oil was injected as the GC oven temperature was maintained at 60°C for 8
min and then gradually increased to 250°C for 10 min at a rate of 2°C/min. The
injector temperature was set at 250°C. An HP-5MS (5% phenyl; 95% dimethyl-
polysiloxane) column (30 m X 0.25 mm, 0.25-um film thickness) was used with
helium as the carrier gas. The components were identified based on their retention
times (RT), determined with reference to a homologous series of normal alkanes
and by comparison of their mass spectral fragmentation patterns with those
obtained from the authentic samples and/or the MS library.

Mosquitoes. Culiseta longiareolata eggs and larvae were collected in 2016 from
areas in Tebessa (Northeast Algeria) and reared as described by the World Health
Organization (WHO 1996) in the laboratory (Faculty of Science, University of
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Tebessa). Twenty larvae were maintained in 150 ml of water in a Pyrex container, at
25-27°C, with a photoperiod of 14:10 h (L:D). They were fed with a mixture of
biscuit-dried yeast (75:25 by weight) as recommended by Rehimi and Soltani
(1999). Water was replaced in each container every 3 d.

Bioassays. Whole oil rather than its main components was tested according to
Khater (2013). Concentration—-mortality response of Cs. longiareolata larvae to the
essential oil was determined as per the standard procedures recommended by the
WHO (1996). The plant extract was initially mixed in 1 ml of ethanol and then diluted in
150 ml of filtered water to final concentrations of 25, 50, 100, 150, and 200 parts per
million (ppm). Twenty, fourth-instar Cs. longiareolata larvae (<8 h after molting) were
placed in each container of solution, and each concentration was replicated six times.
The positive control consisted of 1 ml of ethanol in 150 ml of water. After the 24 h of
exposure, all larvae within each container were removed, rinsed with untreated water,
and placed in clean water. Mortality was recorded after 24, 48, and 72 h.

Once the lethal concentration (LC) levels were established in the larval
bioassays, the LCso and the LC,5 concentrations of the essential oil were used in
assessing ovicidal activity according to the method of Su and Mulla (1998). Egg
rafts obtained from the laboratory colony were placed in 100 ml of each solution and
maintained at laboratory conditions in plastic containers. The number and
percentage of eggs hatching from the egg rafts was recorded after 24 h. Control
egg mortality was corrected according to Abbott (1925).

Sex ratio determination. As in the bioassays, fourth-instar larvae were placed
in 150 ml of an appropriate concentration of the essential oil (25, 50, 100, and 150
ppm) and maintained under bioassay conditions until adult emergence, when the
sex ratio was determined (Tabadkani et al. 2013). Each treatment was replicated
three times with 20 larvae per replicate.

Statistical analyses. In each of the bioassays, control mortality was corrected
by Abbott (1925). Concentration—mortality responses were determined using probit
analysis (Finney 1971). The significance between different series was tested using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a post hoc Tukey’s honestly
significant difference test. All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism, version 6.01 (GraphPadSoftware, San Diego, CA, USA).

Results and Discussion

Essential oil yield and composition. Based on the total dry matter weight of
the L. nobilis plant material, the hydrodistillation extraction demonstrated that the oil
composition of the plants from Tebessa (Northeast Algeria) was 0.96 = 0.45%. This
yield was higher than the yield extracted from L. nobilis in Montecorice, ltaly
(0.57%) (Caputo 2017) and from Tunisia (0.58%), other areas of Algeria (0.46%),
and Morocco (0.65%) (Mediouni-Ben Jemaa et al. 2012).

GC-MS analysis of the oil identified 56 compounds as homologous series of
monoterpene hydrocarbons, oxygenated monoterpenes, sesquiterpene hydrocar-
bons, and oxygenated sesquiterpenes (Table 1). The major components were
eucalyptol (25.62%) and linalool (11.83%). Mediouni-Ben Jemaa et al. (2012)
identified 51, 55, and 40 compounds in the essential oils extracted from L. nobilis
from Tunisia, Algeria, and Morocco, respectively. The main compounds identified
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Table 1. Chemical composition of essential oil extracted from L. nobilis.

No. RT (min)* Constituents Concentration (%)
Monoterpene
Hydrocarbon monoterpene
1 7.603 o -Thujene 0.54
2 7.988 a-Pinene 3.87
3 8.697 Camphene 0.31
4 10.283 Sabinene 7.34
5 10.393 2-B.Pinene 1.93
6 11.271 B-Myrcene 0.46
7 12.027 a-Phelandrene 0.53
8 12.374 A. 3 Carene 0.85
9 14.148 a-Terpinene 0.29
10 16.355 v.Terpinene 0.61
11 17.647 a. Terpinolene 0.26
12 16.355 Trans-sabinene hydrate 0.32
13 33.546 Pseudolimonene 0.71
Oxygenated monoterpene
14 15.685 Eucalyptol 25.62
15 17.647 Trans-Sabinene 0.32
16 19.358 Linalool 11.83
17 23.276 Borneol L 0.2
18 24124 4-Carvomenthenol 1.43
19 27.796 Nerol 0.24
20 29.556 Linalyacetate 0.22
21 36.009 a-Terpinenylacetate 10.18
Sesquiterpenes
Hydrocarbon sesquiterpene
22 38.346 B.Elemene 0.73
23 39.248 a-Gurjunene 0.09
24 42.043 a-Humulene 0.11
25 43.759 Germacrene-D 0.24
26 44.038 B.-Selinene 0.12
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Table 1. Continued.
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No. RT (min)* Constituents Concentration (%)
27 44.689 v.-Cadinene 0.41
28 44.906 a-Bergamotene 0.12
29 45.778 a-Amorphene 0.19
30 45.951 A.-Cadinene 0.22
31 38.346 B.Elemene 0.73
32 45.778 a-Amorphene 0.19
33 46.838 v-Murolene 0.18
34 55.933 Shyobunol 1.45
35 55.055 Calamenene 0.31
36 53.291 y-Cadinene 0.43
37 54.01 Murolol 1
38 49.633 (+)Spathulenol 0.73
Oxygenated sesquiterpene
39 46.376 Naphthalene 0.41
40 49.633 (+)Spathulenol 0.73
41 49.744 (-)-Caryophylleneoxide 0.32
42 50.371 Veridiflorol 0.56
43 50.94 (+)-Ledol 0.38
44 51.711 Torreyol 0.27
45 4519 NaphthaleneTrans —y Bisabolene 0.26
46 53.701 B.-Eudesmol 0.16
47 55.055 calamenene 0.31
Secondary alcohol
48 47.474 a-compaen-11-ol 0.16
Phenylpropenes
49 48.78 Elemicin 0.76
50 36.626 Eugenol 1.88
54 39.922 Methyleugenol 11.07
Others
52 52.593 Isobutylcinnammate 0.61
53 53.065 3-chlorohomoadamantane 0.17
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Table 1. Continued.

No. RT (min)* Constituents Concentration (%)
54 47176 (-)-Dehydroaromadendrane 0.23
55 40.38 Veratrolemethyl 2.73
56 22.302 Isobutylcaproate 0.09

* RT = retention time (min).

were 1,8-cineole, linalool, and isovaler aldehyde, although in variable proportions
from each locale. The major component in the oil of Iranian L. nobilis was 1,8-
cineole together with a-terpinyl acetate, terpinene-4-ol, a-pinene, p-pinene, p-
cymene, linalool, and terpinene-4-yl-acetate (Mohammadreza 2010). Such
variations in chemical composition of oils from L. nobilis from different locales
may be due to geographic origin, genetic variability, growing conditions, plant
part from which the oil was extracted, or any combination of these factors (Da
Silveira et al. 2014; Fidan et al. 2019; Mediouni-Ben Jemaa et al. 2012). Da
Silveira et al. (2014) also found that the relative composition of 1,8-cineole in the
oils varied with whether the plant material was microwave-dried (58.80%), air-
dried (35.62%), or from fresh leaves (42.90%). They also found (E)-B-cymene, f3-
longipinene, cadinene, a-terpinyl acetate, a-bulnesene, terpinene-4-ol (4.25%),
and sabinene in the oils and reported that 1,8-cineol was the main component of
oils extracted from L. nobilis from Iran, India, Lebanon, Turkey, and ltaly (Da
Silveira et al. 2014).

Larval bioassays. Our results demonstrate that the essential oil from L. nobilis
has insecticidal activity against fourth-instar Cs. longiareolata larvae. The median
lethal concentration (LCso) decreased over time from the initial exposure with 203.7
ppm after 1 d, 171.0 ppm after 3 d, 85.1 ppm after 5 d, and 23.45 ppm after 7 d
(Table 2). The larvicidal activity was not unexpected in that the essential oil from the
Iranian L. nobilis has been identified as a natural larvicide against An. stephensiand
Cx. pipiens (Mohammadreza 2010), and essential oils from plants of the genus
Laurus have been defined as insecticides and acaricides (Kotan et al. 2008;
Rozman et al. 2007). Tayoub et al. (2012) suggested that the mode of action may
reside in the nervous system, but Sharifi-Rad et al. (2017) noted that there is likely a
diversity of modes of action due to the different molecular targets of the various
chemicals identified in the oils.

Ovicidal activity. Exposure of Cs. longiareolata egg rafts to the LCsq of the L.
nobilis essential oil resulted in a mean of 75.9% of the eggs not hatching. This
ovicidal activity was significantly higher (F=9.48; df =1, 18; P=0.006) than that
observed following exposure to the LCys and the untreated control (Fig. 1).
Essential oils from a variety of plants have exhibited oviposition deterrence and
ovicidal activities against Ae. aegypti, Anopheles dirus (Peyton and Harrison),
Anopheles coluzzii (L.), Culex quinquefasciatus, Culex restuans, and Cx. pipiens
(Al-Mekhlafi 2018; FokoDadji et al. 2018; Mirza and Zehra 2018; Muturi et al. 2018;
Rajasekar et al. 2016; Ramar et al. 2014; Siriporn and Mayura 2012).
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Table 2. Concentration—mortality response of fourth-instar Culiseta long-
iareolata larvae to essential oil from Laurus nobilis essential oil
against fourth-instar larvae of (LC = lethal concentration; ppm =
parts per million; FL = fiducial limit).

Time
(days) Slope R? LCos (ppm) (95% FL)* LCso (ppm) (95% FL)*

1 0.34 098  132.80 (105.6-167.1)  203.70 (168.10-246.90)
3 038 092 81.96 (38.30-175.4)  171.90 (86.93-339.90)
5 023 0094 31.25 (11.07-88.19) 85.10 (45.42-159.40)
7 024 093 8.21 (1.33-50.44) 23.45 (9.58-57.38)

* 95% fiducial limits.

Sex ratio effects. According to the ANOVA, the observed sex ratio of Cs.
longiareolata adults that emerged from larvae treated with the L. nobilis essential oil
was biased toward females (males versus females: P < 0.0001) in all
concentrations of the essential oil tested (Table 3). We are not certain that these
effects are the result of exposure to the essential oil alone because various other
factors (e.g., differential mortality between sexes) may affect sex ratios in natural
populations of insects (Tabadkani et al. 2013).

Conclusion. Our results demonstrate that essential oils from L. nobilis have
potential for development as plant-derived insecticides to control Cs. longiareolata
populations when directed to the larval stage. Additional research must be
conducted on the mode of action of the oils, methods of application or exposure,
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Fig. 1. Inhibition of egg hatch of Culiseta longiareolata following exposure to
essential oil of Laurus nobilis (**indicates significant difference from
untreated control; n= 10 egg rafts).
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Table 3. Mean (+ standard deviation [SD]) proportions of female and male sex
ratio of Culiseta longiareolata following exposure of fourth-instar
larvae to essential oil from Laurus nobilis essential oil (n = 10 rafts).
For each concentration (parts per million [ppm]), mean values
followed by the different lowercase letters are significantly different

at P < 0.0001.
Concentration Sex Proportion (%)*
25 ppm Female 63.36 = 7.45a
Male 36.64 = 7.45b
50 ppm Female 66.51 = 7.17a
Male 33.48 = 7.17b
100 ppm Female 72.97 * 8.69a
Male 27.02 = 8.69b
150 ppm Female 73.27 = 11.56a
Male 26.72 = 11.56b

* Means (+=SD) followed by the same lowercase letter are not significantly (P < 0.0001) different (n=10 egg
rafts).

efficacy and residual activity in natural environments, and impact on nontarget
organisms including micro- and macroinvertebrates.
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