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Résumé 

 

 الملخص

هذه  ةمكافحول ،والحيوانيةالبعوض من الحشرات المضايقة بلدغاته المتكررة والناقلة للعديد من الأمراض البشرية 

ور لكن مع ظهو رقات،اليمبيدات الحشرات الكيميائية التي تستهدف البالغين أو  استخدامالحشرات الماصة للدماء نعتمد على 

بيئة ي تهدد الية التالتلوث و ظاهرة المقاومة من قبل بعض الحشرات لبعض الفئات المختلفة من المبيدات الحشرية الكيميائ

 ومحددة. ملوثة غير جديدة بدائل اقتراح ضروري قهذا السيا في ،بشكل عام و البشر على وجه الخصوص

 آفاتها. ضد دفاعلل النباتات تستخدمها التي الوسائل بين من للغاية،بها  المكافحة بالمبيدات الحشرية النباتية يوصى

 عنواأكثر أ ، Culiseta longiareolataعلى Ruta graveolens لـ  الأساسية تتأثير الزيو تقييم إلى عملنا يهدف

 جوانب: عدة تحديد تبسة. تم منطقة انتشارا في البعوض

 ي.الجو للجزء الجافة لمادةا من٪ 1.06 تمثل مردود يبلغRutag raveolens لـ الزيوت الأساسية _المردود: 

 في دةوزيا GSH معدل في انخفاضًا تسببRuta graveolens من الزيوت الأساسية المستخلصة الحيوية:  _المؤشرات

 .بالشواهد مقارنة المعالجة،Culiseta longiareolata ـ لL4 وL3و L2وL1يرقات فيGST نشاط

المؤشرات ،المردود Ruta graveolens , الأساسية،الزيوت  ،Culiseta longiareolata: المفتاحية_الكلمات 

 الحيوية.
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Résumé 

Les moustiques sont des agents nuisant et des vecteurs de nombreuses 

maladies humaines et animales. La lutte contre ces insectes hématophages dépend de 

l'utilisation d’insecticides chimiques ciblant les adultes ou les larves. Cependant, des 

phénomènes de pollution et de résistance à différentes classes d'insecticides 

chimiques, menacent aujourd’hui l’environnement en général et l’homme en 

particulier, dans ce contexte, il est nécessaire de proposer de nouvelles alternatives 

non polluantes et spécifiques. 

La lutte par les insecticides d’origine végétale  est très recommandée, parmi les 

moyens mis en œuvre par les plantes pour se défendre contre leurs déprédateurs. 

Notre travail a pour but d’évaluer l'effet d’huile essentielle de Ruta graveolensa 

l’égard d’une espèce de moustiques Culiseta longiareolata, l’espèce de moustique la 

plus répandue dans la région de Tébessa. Plusieurs aspects ont été déterminés : 

_ Rendement : L’HE de Ruta graveolensa présente un rendement de 1,06% de la matière 

sèche de la partie aérienne. 

_ Biomarqueurs : L’HE extraite de Ruta graveolens provoquent une réduction du 

taux de la GSH et une augmentation de l’activité de la GST chez les larves L1, L2, 

L3, L4 de Culiseta longiareolata traités comparativement aux témoins. 

_ Mots clés : Culiseta longiareolata, huile essentielle, Ruta graveolens, 

biomarqueurs, Rendement. 
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Abstract 

Mosquitoes are harmful agents and vectors of many human and animal diseases. 

Control of these hematophagous insects depends on the use of chemical insecticides targeting 

adults or larvae. However, phenomena of pollution and resistance to different classes of 

chemical insecticides, today threaten the environment in general and the man in particular, in 

this context, it is necessary to propose new non-polluting and specific alternatives 

The fight by vegetal insecticides is highly recommended, among the means used by plants to 

defend against their pests. 

Our work aims to evaluate the effect of the essential oils of Ruta graveolens on Culiseta 

longiareolata, the most widespread mosquito species in the Tebessa region. Several aspects 

have been determined: 

Yield: The HE of Ruta graveolens has a yield of 1.06% of the dry matter of the aerial part. 

Biomarkers: HE extracted from Ruta graveolens causes a reduction in GSH levels and an 

increase in GST activity in treated L1, L2, L3, L4 larvae of Culiseta longiareolata compared 

to controls 

Keywords: Culiseta longiareolata, essential oils, Ruta graveolens, yield, biomarkers. 
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1. Introduction 

Les moustiques sont des insectes Diptères de la famille des "Culicidés" représentés par 

plus de 3500 espèces dans le monde. Les moustiques se développent en deux phases : une 

phase larvaire strictement aquatique thermo-dépendante et une phase adulte aérienne (Laëtitia, 

2017 ; Philippe et al., 2018). 

 Les moustiques sont le groupe le plus important des arthropodes ayant une importance 

médicale, qui peut transmettre de nombreux agents pathogènes et parasites causer des 

maladies importantes telles que le paludisme, dengue, fièvre jaune et filariose qui affectent 

plus de 700 millions de personnes chaque année à travers le monde parmi les espèces connues 

dans la transmission des maladies à l’homme, celles appartenant aux genres Culex, Aedes et 

Anopheles étant les plus citées. (Alireza Sanei-Dehkordi et al., 2018, Alaoui et al.,1999). 

 L'OMS a déclaré les moustiques comme ennemi public numéro un. (Fouzia Tine-Djebbar et 

al., 2018). 

Dans les campagnes de lutte anti-moustique, les matières actives des insecticides utilisés 

appartiennent aux organophosphorés, pyréthrinoïdes et carbamates de synthèse. Ces 

préparations, bien qu’elles se soient révélées très efficaces sur les moustiques culicidés, 

présentent plusieurs inconvénients. En effet, en plus de leur coût élevé, elles peuvent être à 

l’origine de divers problèmes environnementaux. Pour l’accumulation significative de 

matières actives dans les écosystèmes traités, aquatiques et terrestres est un problème de 

pollution. Par ailleurs, les substances actives des produits utilisés présentent un large spectre 

d’action et n’épargnent pas les organismes non cibles. A tous ces inconvénients s’ajoute aussi 

un grand problème de développement de résistance aux insecticides chimiques, chez les 

insectes traités (Acheuk, 2017 ; Abdellaoui et al., 2017). 

Pour assurer une meilleure intervention, tout en préservant au maximum le milieu naturel, de 

nouvelles méthodes préventives ainsi que de nouveaux produits sont constamment recherchés. 

Ainsi, pour contribuer à une gestion durable de l’environnement, la mise en place de 

nouvelles alternatives de contrôle des moustiques est davantage encouragée. Les substances 

naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme bactéricides, 

fongicides, acaricides, etc., peuvent aussi être utilisées comme insecticides de remplacement, 

mais celle qui retient l’attention des chercheurs à l’heure actuelle est la lutte biologique par 

l’utilisation de substances naturelles d’origines végétales qui sont les métabolites secondaires 

(huile essentielles, flavonoïdes, tanins…). (Houichiti et al., 2018 ; Acheuk et al., 2017). 

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis longtemps. En 

effet, le pyrèthre, la nicotine et la roténone sont déjà connus comme agents de lutte contre les 
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insectes (Crosby et al., 1966). D’après Jacobson (1989), plus de 2000 espèces végétales 

possédant une activité insecticide sont déjà identifiées, les espèces de la famille de Meliaceae, 

Rutaceae, Asteraceae, Lamiaceae et Canellaceae sont les principales familles les plus 

prometteuses comme source de bios insecticides. Ces derniers sont souvent connus pour leur 

toxicité pour les herbivores, et ils affectent profondément le comportement des insectes 

phytophages. De nombreuses molécules, qui présentent une action défensive des plantes 

contre les ravageurs (Benayad, 2008 ; J.P. JAEG, 2019) 

Les progrès de la biologie cellulaire ont permis une identification des mécanismes 

moléculaires de leur action toxique. Ces connaissances fondamentales ont ouvert la possibilité 

de forger de nouveaux outils d’évaluation et de surveillance fondée sur les réponses 

biologiques induites par l’exposition d’organismes à des xénobiotiques. Ceci a donné 

naissance au concept de bio marqueurs, en référence à des mesures de modifications des 

réponses biologiques (Schlenk, 1999; Fahd et BrianVeitch, 2019). 

La Rue (R. graveolens) est une plante médicinale très étudiée en raison de sa richesse en 

composés phytochimiques, tels que les furano coumarines et les flavonoïdes (Valentina et al., 

2019). 

Cette étude s’intéresse à évaluer les réponses des populations d’une espèce de moustique, 

Culiseta longiareolata a l’impact d’un nouvel insecticide à base d’huile essentielle d’une 

plante Ruta graveola sur : les biomarqueurs de détoxification le glutathion S-transférase 

(GST) et son cofacteur le glutathion réduit (GSH) chez les larves de premier, deuxième, 

troisième et quatrième stade d’une espèce de moustiques Culiseta longiareolata aux différents 

périodes (24, 48 et 72 heures). 
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2. Matériels et Méthodes  

2.1. Présentation de l’insecte Culiseta longiareolata 

Est un insecte nuisible à métamorphose complète, plus abondant dans les régions 

chaudes. Il fait partie des Diptères, famille des Culicidés. Ce moustique a une taille qui varie 

de 3 à 5mm il possède un corps mince et des pattes longues et fines avec des ailes 

membraneuses, longues et étroites (Villeneuve et Desire, 1965 ; Azzouz et Halib, 2017).    

Cs longiareolata est multivoltine, peut présenter une diapause hivernale chez les imagos 

femelles (régions froides) et chez les larves (régions tempérées). Les adultes sont présents 

toute l’année avec un max de densité au printemps et un autre en automne (Bruhnes et al., 

1999 ; Tabti, 2016). 

Les œufs de Culiseta groupés en nacelle sont cylindro-coniques, porte environ 50 à 400 œufs 

(Boulkenafet, 2006). Les femelles sont sténogames et autogènes. Elles piquent de préférence 

les vertébrés surtout les oiseaux, très rarement l'humain, l'espèce est considérée comme un 

vecteur de Plasmodium d'oiseau. La larve est caractérisée par un peigne siphonal dont ses 

dents sont implantées irrégulièrement. Chez l'adulte, on remarque la présence au moins d'une 

tache d'écailles sombres sur l'aile, le thorax avec trois bandes blanches longitudinales et 

l'absence des soies longues et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite (Bruhnes et al., 

1999; Tabti, 2016). 

 
 

Figure 1 : Male de Cs.longiareolata  Figure 2: Nacelle d’œuf Cs.longiareolata 
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Figure 3 : Dents du peigne siphonal (flèche) 

de Culiseta longiareolata (Bouabida, 2014). 

 

Figure 4 : Taches d'écailles sombres sur 

l'aile(flèche) de Culiseta longiareolata 

(Bouabida, 2014). 

 

Figure 5 ; Trois bandes blanches longitudinales  

(flèche) de Culiseta longiareolata (Bouabida, 2014). 
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2. 1.1. Position systématique 

La position systématique de moustiques Cs longiareolata a été proposée par (Aitken, 1954) 

comme suit : 

 Règne                               Animalia 

 Sous-régne                       Metazoa 

 Embranchement             Arthropoda 

 Sous-Embranchement    Hexapodda 

 Super-classe                     Protostomina 

 Classe                               Insecta 

 Sous-classe                       Pterygota 

 Infra-classe                      Neoptera 

 Super-ordre                     Endopterygota 

 Ordre                               Diptera 

 Sous-ordre                       Nematocera 

 Infra-ordre                      Culicomorpha 

 Famille                             Culicidae 

 Sous-famille                     Culicinae 

 Genre                               Culiseta 

 Espèce                              Culiseta longiareolata (Aitken, 1954) 

2.1.2. Cycle de développement  

Les moustiques sont des insectes holométaboles .leur développement passe par une 

phase larvaire aquatique avant le stade adulte aérien entrecoupé d’une courte phase nymphale 

(Poupardin, 2011 ; Azzouz et Halib, 2017). 

 Le développement larvaire peut durer entre 5 jours et 3 mois selon la température de l’eau 

(thermo-dépendance) et la disponibilité des ressources alimentaires (ils consomment de petits 

organismes planctoniques). Suite à leur émergence hors de l’eau, des femelles adultes 

recherchent les protéines nécessaires à la maturation de leurs œufs grâce à deux repas de sang 

sur différents hôtes (mammifères, oiseaux, reptiles…). Parmi les 37 espèces recensées en 

Rhône-Alpes, seulement une dizaine d’espèces piquent l’Homme (Himmi et al., 1998, Bacot 

2017). 
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Accouplement 

 

 

 

Température 25°C                                                                                                                             repas sanguin 

Humidité 85℅ 

                                 Male                                        Femelle 

Vie aérienne 

 

 

5 jours 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vie aquatique 

Figure 6 : Cycle de vie de moustique Cs longiareolata (photo personnel). 

 

a. Œufs  

Les femelles pondent les œufs sur la surface des gîtes différents (bassins, 

puits abandonnés, trous des rocher, mares, étangs, canaux, citernes, eau de pluie...), 

dont l’état de l’eau est toujours stagnant et riche en matières organiques. Ces gîtes 

sont permanents ou temporaires, ombragés ou ensoleillés, remplis d’eau douce ou 

saumâtre, propre ou polluée (Paul, 2009). Les œufs sont fusiformes, ils ont une taille 

de 0.5 à 1mm. Au moment de la ponte ils sont blanchâtres et prennent rapidement, 

par oxydation de certains composants chimiques de la thèque ; une couleur noire 

(Peterson, 1980 ; Himmi et al., 1998). 

 

Pond des œufs Pupe 

4éme stade larvaire 
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b. larve 

 On rencontre des larves de moustiques dans la quasi-totalité des pièces d’eau 

stagnante. Les gîtes larvaires sont variés, qu’ils soient en surface ou dans des abris 

souterrains, en eau permanente ou temporaire, au faciès naturel ou artificiel, avec des eaux 

oligotrophes ou eutrophies (eaux particulièrement pauvres ou riches en éléments nutritifs). 

Les moustiques utilisent une large gamme d’habitats tant que ceux-ci conservent de l’eau 

stagnante à minima 5 jours pour de nombreuses espèces (Bacot 2017). 

Le développement des larves à ce stade est exclusivement aquatique, leur déplacement est 

assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution comporte quatre 

stades, de taille variant de 2mm à 12mm (Boulkenafet, 2006).Les larves vivent environ 10 

jours. La rapidité du développement des larves dépend de la quantité de nourriture contenue 

dans l’eau du gîte (Peterson, 1980).  

 

C. Nymphe  

La nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un 

céphalothorax fortement renflé avec deux trompettes respiratoires (Boulkenafet, 

2006). La nymphe, également aquatique, éphémère (de 1 à 5 jours), ne se nourrit 

pas. Il s’agit d’un stade de transition, au métabolisme extrêmement actif, au cours 

duquel l’insecte subit de profondes transformations morphologiques et 

physiologiques préparant le stade adulte (Peterson, 1980). 

 

d. Adulte 

Une déchirure ouvre la face dorsale de la nymphe et l’adulte se dégage 

lentement. L’adulte qui vient d’émerger est plutôt mou en général, avant de 

s’envoler, il reste à la surface jusqu’à ce que ses ailes et son corps sèchent et 

durcissent. L’adulte pourra enfin voler de ses propres ailes, et leur corps est rigide 

grâce à la membrane chitineuse mince, il est composé de trois parties la tête, le 

thorax et l’abdomen bien différencie (Boulkenafet, 2006). 

 

2.2. Technique d’élevage : 

 Les œufs de moustique sont récoltés dans des différents sites 

d'échantillonnages non traités de la ville de Tébessa .les larves sont élevées au 

laboratoire dans des récipients en plastique contenant d’eau déchlorurée et nourries 

avec du mélange biscuit 75% levure 25% (Soltani et Rehimi, 1999). L’eau est 

renouvelée chaque deux jour. Le régime alimentaire joue un grand rôle dans la 
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fécondité car les protéines permettent à la femelle de pondre plus d'œufs par rapport 

aux femelles nourries de sucre seulement (Wiggles, 1972). 

 

Figure7 : Sites de prélèvement Pépinière de Hammett wilaya de Tébessa (photo personnel) 

2.3. Présentation de la plante (Ruta graveolens) 

2.3.1. Nomenclature : (Guinochet et Vilmorin 1973-1984) 

_ Nom: Rue officinale, Ruta graveolens  

_ Famille: Rutacées, Rutaceae 

_ Noms populaires: Rue fétide, herbe de la rue, rue des jardins, herbe de grâce 

 

 

FIGURE 08 : les feuilles, les fleurs et les fruits de la plante Ruta graveolens 

Les feuilles 

Les fruits  

Les fleurs 
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2.3.2. Description botanique 

La Rue des jardins ou Rue fétide (Ruta graveolens), littéralement « Rue à odeur forte 

», est une espèce de sous-arbrisseau de la famille des Rutacées, cultivé pour ses feuilles 

utilisées pour leurs qualités aromatiques et médicinales. C'est un sous-arbrisseau de 70 cm à 

100 cm de haut environ, très ramifié et ligneux à la base. Ses feuilles d'un vert glauque, semi-

persistantes, sont alternes, Ses fleurs sont petites, de couleur jaune verdâtre, et regroupées en 

corymbe. 

 La plante dégage une odeur forte et pénétrante avec un fond rappelant le coco, souvent perçu 

comme désagréable, et a un goût amer (Pelt Jean-Marie, 1996). 

- Organes reproducteurs  

Type d’inflorescence: racème de racèmes 

Répartition des sexes: hermaphrodite 

Type de pollinisation: entomogame 

 Période de floraison : mai à août 

(Pelt Jean-Marie, 1996). 

2.3.3. Position systématique de la plante (Ruta graveolens)   

 La position systématique de la plante Ruta graveolens (Bonnier,1999 ; Takhtajan, 

2009 ; Wiart, 2006). 

 Règne                              plantae 

 Sous-régne                      Tracheobionta 

 Super division                spermatophyta 

 Division                           Magnoliophyta 

 Sous division                   Angiospermae 

 Classe                               Magnoliopsida 

 Sous-classe                       Rosidae 

 Super-ordre                     Rutanae 

 Ordre                               Sapindales 

 Famille                             Rutaceae 

 Genre                               Ruta 

  Espèce                             Ruta graveolens (Takhtajan, 2009). 

2.3.4. Les Huiles essentielles 

Le terme "Huiles essentielles" est un terme générique qui désigne les 

composants liquides et hautement volatiles des plantes. Les huiles essentielles 

communément appelées" essences" sont des métabolites secondaires produits par les 
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plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits 

contiennent en moyenne 20 à 60 composés qui sont pour la plupart des molécules 

peu complexes, soit des mono terpènes avec leurs phénols reliés, et des terpènes plus 

complexes, dont les sesquiterpènes (Chiasson et Beloin, 2007). Elles ne sont que très 

peu solubles ou pas du tout dans l’eau. Par contre, elles sont solubles dans les 

solvants organiques (acétone, sulfure de carbone, chloroforme, etc.) (Benayad, 

2008). 

2.4. Extraction des huiles essentielles et traitement  

 Les huiles essentielles sont extraites à partir de la partie aérienne de la plante 

(feuilles, fleurs et fruit) L'extraction est faite par un montage d'hydro distillation, elle 

est réalisée par ébullition pendant 3 heures d'un mélange de 50g de matériel végétal 

et 100 ml d'eau distillée. L’ensemble est ensuite porté à ébullition dans un ballon à 3 

cols ou fiole d’un litre surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée à un 

réfrigérant. 

Ce procédé va mettre en contact la matière végétale et l’eau et le tout est porté à 

ébullition. L’élévation de température provoque l’éclatement des cellules végétales 

et la libération des composés volatils. La vapeur émise composée d’huile essentielle 

et de vapeur d’eau va ensuite passer dans le réfrigérant. Le distillat refroidi est 

composé de la phase huileuse et de l’eau florale (Ralalarinivo, 2010) 

2.5. Rendement des huiles essentielles  

 Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de l’huile extraite et le 

poids de la matière sèche de la plante, évalué à partir de 3 échantillons. Le 

rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :  

 

Ou 

 

R : Rendement en huile en % 

P A : Poids de la matière sèche de la plante en g                                                                                 

PB : Poids de l’huile en g                     

R = PB / PA × 100 

 

 

R = [ΣPB / ΣPA] × 100 
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Figure 9 : Montage de l’hydro distillateur de type Clvenger 

 

2.6. Dosage des biomarqueurs  

Les larves du quatrième stade des séries témoins et traitées ont été utilisés pour le 

dosage de l’activité des glutathion S-transférases (GST), du taux du glutathion (GSH). 

Tous les dosages ont été menés sur des échantillons biologiques prélevés à 24, 48 et 72 heures 

après traitement avec l’huile essentielle de Ruta graveolens à deux concentrations CL25 et 

CL50 pour les quatres stades larvaires L1, L2, L3 et L4 (Mannes & Khediri, 2018)  

L1: CL25 (0,70ppm), CL50 (1,49ppm).  

L2: CL25 (0,87ppm), CL50 (2,44ppm). 

L3: CL25 (2,01ppm), CL50 (3,40ppm). 

L4: CL25 (7,13ppm), CL50 (10,25ppm).  

La concentration en protéines échantillons a été préalablement déterminée suivant la méthode 

de Bradford pouvoir calculer les différentes activités spécifiques.  
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2.6.1. Dosage des glutathion S-transférases  

La mesure de 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 dinitrobenzène) en présence d’un cofacteur le glutathion 

(GSH) et mesurée à une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotomètre visible /UV. 

Les échantillons des séries témoins et traitées des larves de Culiseta longiareolata L1, L2, L3 

et L4 sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M ; pH 6). L’homogénat est 

centrifugé à 1400 trs/ mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré servira comme source 

d’enzyme. 

Le dosage consiste à faire réagir 200 µl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB 

(1mM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon 

phosphate (0,1 M, pH 6)]. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 

individus avec une série témoin La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes 

pendant 5 minutes à une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 µl d’eau 

distillée remplaçant la quantité de surnageant. 

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

X =  
∆ Do mn⁄

9,6
×

Vt

Vs
   mg de protéines⁄  

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

protéines). 

∆ Do : pente de la droite de régression obtenue après hydrolyse du substrat en fonction du 

temps. 

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 cm-1). 

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange 

CDNB/GSH]. 

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg. 

2.6.2. Dosage du glutathion 

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker & Cory 

(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de l’acide 2-nitro 5-

mercapturique, résultant de la réduction de l’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) 

par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré à une longueur d’onde de 412 nm. 

Le dosage s’effectue après homogénéisation des échantillons témoins et traités des larves de 

Culiseta longiareolata L1, L2, L3 et L4 dans 1 ml d’une solution d’éthylène diamine tétra-
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acétique (EDTA) à 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de protéger les 

groupements thiols du glutathion, l’homogénat doit subir une déprotéinisassions par l’acide 

sulfosalicylique (ASS) à 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau distillée] où 0,2 ml du ASS sont 

additionnés à 0,8 ml d’homogénat. Le mélange après agitation est plongé dans un bain de 

glace pendant 15 mn, puis centrifugé à 1000 trs/mn pendant 5 mn. 

Un aliquote de 500 µl de l’homogénat (séries témoins et traitées) récupéré est ajouté à 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 témoin. La lecture des 

absorbances s’effectue à une longueur d’onde de 412 nm après 5 minutes de repos pour la 

stabilisation de la couleur contre un blanc où les 500 µl de surnageant sont remplacés par 500 

µl d’eau distillée. 

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante : 

X =  
∆ Do

13,1
×

Vd

Vh
×

Vt

Vs
    mg de protéines⁄  

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

∆ Do : différence de la densité optique obtenue après hydrolyse du substrat. 

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

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

ml homogénat]. 

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

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

DTNB]. 

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.  

2.6.3. Dosage des proteins totales 

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) dans une 

fraction aliquote de 100 l à laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie 

(BBC) G 250 (Merck). La solution de BBC, se prépare comme suit: On homogénéise 100 mg 

de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique à 

85% et on complète à 1000 ml avec l'eau distillée. La durée de la conservation du réactif est 

de 2 à 3 semaines à 4°C. Celui-ci révèle la présence des protéines en les colorants en bleu. 

L'absorbance est lue au spectrophotomètre à une longueur d'onde de 595 nm. La gamme 

d'étalonnage est réalisée à partir d'une solution d'albumine de sérum de bœuf (Sigma) titrant 1 
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mg/ml (Tableau 1). 

 

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 (l) 0 20 40 60 80 100 

Eau distillée (l) 100 80 60 40 20 0 

Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4 

Quantité d'albumine (g) 0 20 40 60 80 100 

 

2.7. Analyses statistiques 

Les données sont présentées sous forme de moyenne ± écart type (SD). Test de Anova  de 

suivie  par Dunette et Ticket Toutes les statistiques ont été réalisées avec Prism V 6.01 pour 

Windows (Graph Pad Software Inc., www.graphpad avec un niveau significatif p <0,05). 
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3. Résultats 

3.1 Rendement en huiles essentielles  

          L’huile essentielle de Ruta graveolens obtenue par un hydro distillateur de type Cl a 

donné un rendement de 1,06 % de la matière sèche de la partie aérienne de la plante 

3.2. Effet sur le taux du glutathion 

Le taux du glutathion (µM/mg de protéines) chez les larves 1, 2, 3 et 4 stade de C. 

longiareolata témoins et traitées (CL25 et CL50) est enregistrée à 24, 48 et 72 heures après 

traitement. 

La multiple comparaison des moyennes par le test Dunnet montre que l’HE de R. graveolens 

provoque une diminution très hautement significative du taux de GSH à 24 (p<0,001), 48 

(p<0,001) et 72heures après traitement (p<0,001) et cela pour les deux concentrations létales 

CL25 et CL50 et pour les quatre stades larvaires.  

 

Tableau 2 : Effet de l’HE de R. graveolens sur le taux de GSH (μM/mg de protéines) chez les 

larves du premier stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison des moyennes à 

différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les 

différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 1,29±0,03 a 

A 

0,96±0,11 b 

A 

0,36±0,04 b 

A 

48 0,96±0,04 a 

B 

0,66±0,03 b 

B 

0,30±0,03 b 

A 

72 1,03±0,06 a 

B 

0,28±0,07 b 

C 

0,28±0,02 b 

A 
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Figure 10. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur le taux de GSH (μM/mg de 

protéines) chez les larves 1 de C. longiareolata (m ± SD ; n= 3). (*** Différence très 

hautement significative (p0,001) entre les séries témoins et traitées).  

  

Tableau 3 : Effet de l’HE de R. graveolens sur le taux de GSH (μM/mg de protéines) chez les 

larves du deuxième stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison des moyennes à 

différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les 

différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 2,24±0,15 a 

A 

1,46±0,04 b 

A 

0,89±0,06 b 

A 

48 1,73±0,05 a 

A 

0,69±0,08 b 

B 

0,54±0,03 b 

B 

72 2,04±0,07 a 

B 

0,71±0,10 b 

B 

0,57±0,09 b 

B 
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Figure11. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur le taux de GSH (μM/mg de 

protéines) chez les larves 2 de C. longiareolata (m ± SD ; n= 3). (*** Différence très 

hautement significative (p0,001) entre les séries témoins et traitées).  

 

Tableau 4 : Effet de l’HE de R. graveolens sur le taux de GSH (μM/mg de protéines) chez les 

larves du troisième stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison des moyennes à 

différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les 

différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 3,01±0,24 a 

A 

0,27±0,08 b 

A 

0,28±0,02 b 

A 

48 2,78±0,13 a 

B  

0,26±0,02 b 

A 

0,26±0,03 b 

A 

72 2,49±0,09 a 

C 

0,20±0,06 b 

A 

0,23±0,04 b 

A 
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Figure12. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur le taux de GSH (μM/mg de 

protéines) chez les larves 3 de C. longiareolata (m ± SD ; n= 3). (*** Différence très 

hautement significative (p0,001) entre les séries témoins et traitées).  

 

Tableau 5 : Effet de l’HE de R. graveolens sur le taux de GSH (μM/mg de protéines) chez les 

larves du quatrième stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison des moyennes à 

différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même temps entre les 

différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 2,06±0,12 a 

A 

1,29±0,10 b 

A 

1,75±0,16 b 

A 

48 2,27±0,19 a 

B 

0,77±0,03 b 

A 

1,07±0,03 b 

A 

72 1,93±0,05 a 

A 

0,72±0,03 b 

A 

0,92±0,08 b 

B 
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Figure13. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur le taux de GSH (μM/mg de 

protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata (m ± SD ; n= 3). (*** Différence très 

hautement significative (p0,001) entre les séries témoins et traitées).  

3. 3. Effet sur l'activité spécifique des glutathion S-transférases 

L’activité spécifique des GSTs (μM/min/mg de protéines) chez les larves 1, 2, 3 et 4 de C. 

longiareolata témoins et traitées (CL25 et CL50) est enregistrée à 24, 48 et 72 heures après 

traitement.  

La multiple comparaison des moyennes par le test Dunnet montre que l’HE de R. graveolens 

provoque une augmentation très hautement significative de l’activité spécifique des GSTs à 

24 (p<0,001), 48 (p<0,001) et 72 heures après traitement (p<0,001) et cela pour les deux 

concentrations létales CL25 et CL50 et pour les quatre stades larvaires.  
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Tableau 6 : Effet de l’HE de R. graveolens sur l’activité spécifique des GSTs (μM/min/mg de 

protéines) chez les larves du premier stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison 

des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même 

temps entre les différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 4,70±0,04 a 

A 

4,74±0,017 b 

A 

5,50±0,002 b 

A 

48 4,47±0,02 a 

B 

5,07±0,004 b 

B 

5,25±0,007 b 

B 

72 3,16±0,01 a 

C 

3,50±0,014 b 

C 

3,62±0,003 b 

C 
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Figure 14. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur l’activité spécifique des GSTs 

(μM/min/mg de protéines) chez les larves 1 de C. longiareolata (m ± SD, n=3). (*** 

Différence très hautement significative (p0,001) entre les séries témoins et traitées).  
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Tableau 7 : Effet de l’HE de R. graveolens sur l’activité spécifique des GSTs (μM/min/mg de 

protéines) chez les larves du deuxième stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison 

des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même 

temps entre les différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 4,94±0,03 a 

A 

4,98±0,01 b 

A 

5,52±0,02 b 

A 

48 4,91±0,013 a 

A 

4,97±0,04 a 

A 

5,23±0,01 b 

B 

72 2,56±0,004 a 

B 

2,69±0,03 b 

B 

2,71±0,01 b 

C 
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Figure15.Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur l’activité spécifique des GSTs 

(μM/min/mg de protéines) chez les larves 2 de C. longiareolata (m ± SD, n=3). 

(ns Différence non significative (p≥0,05), *** Différence très hautement significative 

(p0,001) entre les séries témoins et traitées).  
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Tableau 8 : Effet de l’HE de R. graveolens sur l’activité spécifique des GSTs (μM/min/mg de 

protéines) chez les larves du troisième stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison 

des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même 

temps entre les différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 2,87±0,024 a 

A 

3,02±0,004 b 

A 

4,01±0,001 b 

A 

48 1,31±0,004 a 

B 

1,51±0,004 b 

B 

2v19±0,001 b 

B 

72 1,19±0,004 a 

C 

1,33±0,004 b 

C 

1,77±0,001 b 

C 
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Figure 16. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur l’activité spécifique des GSTs 

(μM/min/mg de protéines) chez les larves 3 de C. longiareolata (m ± SD, n=3). 

(** Différence hautement significative (p<0,01), *** Différence très hautement significative 

(p0,001) entre les séries témoins et traitées).  
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Tableau 9 : Effet de l’HE de R. graveolens sur l’activité spécifique des GSTs (μM/min/mg de 

protéines) chez les larves du quatrième stade de Cs longiareolata (m±SD, n=3). Comparaison 

des moyennes à différents temps pour une même série (lettres majuscules) et pour un même 

temps entre les différentes séries (lettres minuscules). 

Temps (heures) Témoin CL25 CL50 

24 0,98±0,002 a 

A 

1,17±0,001 b 

A 

1,62±0,002 b 

A 

48 0,83±0,002 a 

B 

1,52±0,001 b 

B 

1,72±0,005 b 

B 

72 0,48±0,002 a 

C 

0,54±0,003 b 

C 

0,95±0,001 b 

C 
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Figure 17. Effet de l’HE de R. graveolens (CL25 et CL50) sur l’activité spécifique des GSTs 

(μM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata (m ± SD, n=3). (*** 

Différence très hautement significative (p0,001) entre les séries témoins et traitées).  
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4. Discussion 

4.1. Rendement en huiles essentielles 

L’huile essentielle de Ruta graveolens obtenue par un hydro distillateur de 

type Cl venger est de couleur jaune, claire avec une odeur agréable et avec un 

rendement de 1,06 % de la matière sèche de la partie aérienne de la plante. 

Merghache Salima et al. (2009), ont montré que Ruta chaplenses de la région de 

Tlemcen (Algérie) renferme 0,76% d’huile essentielle, ce qui est largement 

supérieur au rendement obtenu avec notre plante, en revanche (Daoudi et al., 2016) 

ont montré un pourcentage de 1,04% pour Ruta montana dans la région de Meknes 

pays de maroc, ce qui est comparable au rendement obtenu dans notre étude avec 

Ruta graveolensce qui est supérieur aux deux résultats précédents. 

On peut constater, d’après les résultats obtenus et ceux cités par la littérature, qu’il 

existe une variation de la teneur en huile essentielle entre les espèces du même 

genre, qu’elles soient issue de la même région ou pas. 

Cette différence est due du matériel employé pour l’extraction et l’origine de la 

plante. Ainsi que la région et la période de récollette, aussi le climat (rythme des 

pluies, écart de températures, nature des vents) c’est le facteur qui détermine tout ce 

qui concerne la végétation (Béniston et al., 1984). 

 

3.2. Effet sur les biomarqueurs  

Les biomarqueurs ont été largement utilisés en écotoxicologie comme 

indicateurs précoces d'exposition à des substances toxiques. 

Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs concernent l’étude des changements 

physiologiques, biochimiques, moléculaires ou comportementaux révélant 

l’exposition présente ou passé d’un individu à au moins une substance chimique à 

caractère polluant qui peuvent être mesurés dans les tissus ou les fluides d’un 

organisme ou sur l’organisme entier pour mettre en évidence l’exposition à un ou 

plusieurs contaminants (Lagadic et al., 1997 ; Badiou, 2007 ; jean claud et al., 2008)     

Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques comme la 

catalase, la glutathion peroxydase, la glutathion-S-transférase. Les enzymes du 

système de détoxication sont aussi beaucoup étudiées puisque leurs activités sont 

susceptibles d’être fortement modifiées après une exposition (Heylen et al., 2011 ; 

Badiou et al., 2007). 
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    L’activité biologique d’une huile essentielle est liée à sa composition chimique 

qui détermine son niveau de toxicité (Akono et al., 2012). L'efficacité des composés 

chimiques d'origine végétale contre les larves de moustiques peut varier 

considérablement en fonction de l'espèce végétale (Singh et al., 2007 ; Yadav et al., 

2002), et aussi de la partie de la plante utilisée (Rajkumar et al., 2005, Chowdhury et 

al., 2008), de l'âge de ses parties (jeune, mature ou sénescent), le solvant utilisé lors 

de l'extraction ainsi que l'espèce cible (Choochate et al., 2005; Chansang et al., 

2005). 

   Notre étude a pour but de tester l’effet d’huile essentielle extraite de Ruta 

graveolens deux concentrations CL25 et CL50 à l'égard du quatre stades larvaire de 

Culiseta longiareolata aux différents périodes (24, 48 et 72 heures). 

 

4.2.1. Effet sur l'activité spécifique des GSTs  

Les GSTs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans l’étape de 

conjugaison du « glutathion réduit » à un grand nombre de xénobiotiques (Boyer, 2006 ; 

Lukowicz et al., 2019). Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps 

gras et des muscles alaires (Haubruge et Amichot, 1998). Elles ont un rôle important dans la 

détoxification de substances xénobiotiques et interviennent en catalysant la conjugaison de 

ces substances avec le groupement thiol du glutathion endogène. 

Le rôle majeur du glutathion est de convertir des composés lipophiles en molécules 

hydrophiles facilement excrétables (Meyer, 2018). 

Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique qui joue un rôle primordial dans la 

défense intracellulaire (Gannagé-Yared et al., 1998) 

Dans la présente étude, l’activité spécifique des GSTs chez les larves L1, L2, L3, L4 de C. 

longiareolatatraitées aux HE de la plante Ruta graveolens, a augmenté d’une manière 

significative à différentes périodes, par rapport aux témoins. Cette augmentation se traduit par 

une mise en place du processus de détoxification.  

Les travaux antérieurs montrent des résultats similaires à ceux obtenus dans notre étude 

(Zibaee et Bandani 2010 ; Bouayad et al., 2013).  

Une augmentation de l’activité des GSTs est signalée chez les larves L4 de Culiseta 

longiareolata et Culex pipiens traitée avec l’huile essentielle de Lavandula dentata (Dris et 

al., 2017) les mêmes résultats ont été signalée chez Xanthogaleruca luteola traitée à l’huile de 

neem (Valizadeh et al., 2013) 
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4.2.2. Effet sur l'activité spécifique des GSH 

L’activité du système antioxydant peut subir une augmentation ou une inhibition sous 

l’effet d’un produit toxique ou un polluant, ces deux types de réponse dépendent de la durée 

d’exposition d’une part et de la sensibilité de l’espèce exposée d’autre part (Bouraoui et al. 

2019 ; Sifi, K, 2009). 

Le glutathion est un tripeptide soluble dans l’eau constitué de trois acides aminés ; glutamate, 

cystéine et glycine, produit naturellement dans le corps (Boudali, 2019). 

 Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique joue un rôle central dans le processus de 

défense intracellulaire. C’est le principal système impliqué dans la détoxification des ions 

peroxydes et dans la lutte contre le stress oxydatif (J. Haleng, 2007). Il existe sous deux 

formes, oxydée GSSG et réduite GSH, et ces enzymes comprennent la glutathion peroxydase 

(GPx) et la glutathion S-transférase (GST) qui sont impliqués dans la détoxification. 

 Une déficience en GSH expose les cellules à un risque de dommage oxydatif. Grâce à la 

fonction thiol (-SH) de lacystéine, le glutathion sous sa forme réduit est un composé 

important pour le maintien de l'équilibre redox de la cellule. Cette fonction thiol peut aussi 

fixer des fonctions électrophiles et sert donc à la détoxification de nombreux pesticides qui 

contiennent une telle fonction. Certains insecticides agissent sur un nombre très limité 

d’espèces, en augmentant l'activité des différents enzymes impliquées dans la détoxification 

(Natacha Le Moan, 2007) 

L’analyse des résultats obtenus au cours de nos expérimentations, révèle une diminution 

significative du taux de la GSH chez les larves L1, L2, L3, L4 de C. longiareolatatraitées aux 

HE de la plante Ruta graveolens. La diminution du glutathion peut être expliquée par une 

consommation accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier ces biopesticides.  

Dris, 2017 signalée une réduction de GSH chez les larves L4 de Culiseta longiareolata et 

Culex pipiens traitée avec les extraits de trois plantes : Mentha piperita, Lavandula dentata et 

Ocimum basilicum sur les larves de deux espèces de moustiques Culex pipiens et Culiseta 

longiareolata. Les travaux de Kiran et al. (2017) observent une réduction du taux de la GSH 

chez Callosobruchus chinensis et C. maculatus après traitement (CL50) à l’HE de Boswellia 

carterii.  
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5. Conclusion 

 

 En raison des problèmes liésà l’utilisation des insecticides chimiques et leur impact 

nocif sur la santé et l’environnement, le recours à des alternatifs naturels remplissant le même 

rôle que celui des insecticides de synthèse, et présentant des avantages écologiques 

économiques, s’avère nécessaire. 

L’HE de Ruta graveolens présentent un rendement de 1,06±0,18% de la matière sèche de la 

partie aérienne  

  Cette HE a été testées sur les larves des premiers, deuxièmes, troisièmes et quatrièmes stades 

d’une espèce de moustiques la plus abondante dans la région de Tébessa Culiseta 

longiareolataLeur actionest été évaluée sur le système de détoxification : l'activité spécifique 

des GSTs et sur le taux de glutathion. 

L’HE extraite de Ruta graveolens provoquent une réduction du taux de la GSH et une 

augmentation de l’activité de la GST chez les larves L1, L2, L3, L4 de C. longiareolata   

traités comparativement aux témoins. 

 L’huile essentielle de Ruta graveolens présentent donc des propriétés intéressantes. Ce 

résultat ouvre des et perspectives intéressantes pour son application dans la production du bio 

pesticide. L’HE montre une activité insecticide avec une relation concentration – réponse. 

Nous envisageons de poursuivre cette étude afin de préciser la nature des composés 

responsable de cette activité par fractionnement mené en parallèle avec les tests biologiques. 

La voie donc reste ouverte vers la découverte de nouvelles plantes et par la suite de nouvelles 

molécules à effet phytosanitaire. Il serait très important d'étendre les investigations à d'autre 

espèce des plantes pour voir l'effet de ces bios pesticides sur d'autres insectes nuisibles.Et 

l’évaluation de l’activité antibactérienne, antifongique et antioxydante de cette HE. 
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