République Algérienne Démocratique et Populair

. E Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Redrche Scientifique RSNy
- . ., . , . is
- b Université de Larbi Tébessi —Tébessa - g
yF —v——%
Urierto ovoTeneen Teneesn Faculté des Sciences Exactet desSciences de la Nature et de la Vv s sb e sl

ULTE DES SCIENCES EXACTES
ET DES SCIENCES D= .A NATURE ET DE LA VIE

Département : Biologie des étres vivants
MEMOIRE DE MASTER
Domaine : Sciences de la nature et de la vie (SN\
Filiere : Sciences Biologiques

Option : Santé et environnement

N
Evaluation de l'effet larvicide de I'extrait hydroal coolique
d’Artemisia herbe-alba a
I'égard de Culex pipiens(Etude préliminaire)

Présenté par:
ZAIADI imeéne

Devant le jury:

DJABRI BELGACEM Professeur Université de Tébessa Président
ZEGHIB ASSIA MCB Université de Tébessa Promotrice
BOUAZDIA KARIM MAA Université de Tébessa Examinateur

Date de soutenanc: 18/06/2017

Note : ....... Mention & ..o






uila

gﬂjm;y‘&\}ua}mwt}.\m@d\C'_:\_\.\ua‘;}dugy‘M\dﬂaqﬁé\b\‘)ﬂ\o&ud@
.Culex pipiens s 43Y 5

elo [Jsll bada b aiil) aay ale deas Gl e IV Galiioadl @ A0 galiiuall e 393 sl
32.7% <, paliiud) (20/80) shie

(ol 251.66 5 151) o 5uS Al Apesilly 8 pall B k(e Alilas dpnlin 253 5 S jelal 1 panad) pgdial)

Jé\ﬂ&d}hn}h&@jd&nﬂﬁ@u“uaxmu\ Mﬁwﬂ\wﬁ&}bﬁgf%\ﬂ@w\aih

].“ P !

ot il il - gl Galdie-Culex pipiens : dxabidall cilalsl)



Abstract

Abstract

This study is designed to test the effect of hyelttanolic extract fromArtemisia herba-
alba on Culex pipiens, the most abundant species of mosquito in theafréabessa.
Hydro-ethanolic —extract: the hydro-ethanolic extract was obtained, aftdragtion with
ethanol/ distilled water (80/20). The yreld of thieained extract is 32.7%.

Toxicological aspects Results show a comparable sensitivity of thedarfor both test-
concentrations (151 and 251.66mg/mL). The toxigtyell marked when the exposure time
of the larvae is longer.The extract Aftemisia herba-alba generates, moderate mortality at
relatively low concentrations.

Kys words : Culex pipiens- Hydro-ethanolic extractArtemisia herba-alba- Larvicidal effect.



Résumé

Résumé

Cette étude a été réalisée dans le but de dévelappenouvelle stratégie de lutte contre
les larves d€ulex pipiens, vecteurs de maladies parasitaires, en apponeintérét majeur a
I'utilisation de I'extrait hydroétanolique de plast comme bio-insecticide. La méthode du
travail que nous avons adoptée, vise I'évaluatiof’asivité larvicide de la matiere végétale
d’ Artemisia herba-alba chez cette espéce de moustique de la région des3abe
Rendement de I'extrait hydro-alcoolique :I'extrait hydroéthanoligue de la plante a été
obtenu par maceération dans un mélange de solMaam@tieau distillée (80/20). Le rendement

de I'extrait obtenu est 32.7 %.

Aspect toxicologique :Les résultats montrent une sensibilité compardbkelarves pour les
deux concentrations-test de 151 et 251,66mg/mLtoxéité est bien marquée lorsque la
durée d'exposition des larves est plus longue.tta#xd’Artemisia herba-alba engendre un

taux de mortalité moyen, en agissant a des coratamnts relativement faibles.

Mots clés:Culex pipiens - extrait hydroéthanoliqueArtemisia herba alba - effet larvicide.
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Introduction

l. Introduction

Depuis 170 millions d'années les diptéres (leaahes et les moustiques) forment un
groupe d'insectes le plus écologiquement diversifée famille desCulicidaesest la plus
importante, les moustiques, appartenant a cettéléaforment un groupe diversifié dont une
grande partie des insectes sont hématoph@@5DEMAGH et al., 2013; POUPARDIN,
2011) Selon le plus récent classement, la famille@elécidaescomprend 2 sous — familles,
11 tribus, 111 genres et 3528 espéces de la faumeotde(BANAFSHI et al., 2013) En
Algérie, Culex pipienset Culiseta longiareolatasont considérés parmi les especes les plus
abandantegAISSAOUI et BOUDJELID, 2014).

Les moustiques sont les vecteurs de certaineldiga telles que la dengue
hémorragique, la fievre jaune et le paludisme. Pagihes-ci, le paludisme se caractérise par
son aspect fatal pour la population humaine avetaur de mortalité élevfOMS, 1995).
Les Culicidaescausent de graves préjudices tant a 'THomme guéeniaux, par leur role de
vecteurs potentiels de maladies infectieuses. baphologie du moustique est aussi en
rapport direct avec son mode de vie. Cet insecimporte une écophase aquatique
concernant les stades pré imaginaux (larves et hgjnplors que les adultes ont une vie
aerienngRIOUX, 1958).

La place importante qu'occupent les moustiques tkafaune terrestre comme dans
la faune aquatique d'une part, et la lutte corgee rhaladies transmises par leurs pigdres
d'autre part, font de ces Arthropodes un matéréhlde important pour les biologistes. Au
cours des vingt derniéres années, la faGo#cidienned'Algérie a fait I'objet d'un grand
nombre de travaux qui s'intéressent plus parti®ient a la systématique, la biochimie, la
morphomeétrie, la lutte chimique et biologique @d¥ des moustiqugBENDALI et al.,
2011; BOUDJELIDA et al.,, 2005; TINE-DJEBBAR et SOLTANI, 2008; TINE-
DJEBBAR, 2009 ; MESSAIlet al., 2010; TINE-DJEBBAR et al., 2011).

La lutte anti-moustique par des insecticides tes$ efficace sur les moustiques
culicidés, mais présente plusieurs inconvénientsefiet, ils peuvent étre, en plus d’'un effet
néfaste sur la vie aquatique, a l'origine de dipeoblemes environnementa(OUINTY et
al., 2006).

D'apreGEORGHIOU et al., 1975; SINEGREet al., 1977)les insectes traités développent
une résistance aux insecticides chimiques. Pauedl] les chercheurs et scientifiques tentent
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d'ores et déja de trouver des alternatives effc@teaccessibles a partir de produits naturels
qui connaissent de nos jours un regain d'intérgtugssent d'une popularité grandissa(ie
OUALI LALAMI et al., 2013) L'utilisation des plantes aromatiques par 'Homast une
pratiqgue antiquéMAJINDA et al., 2001).De nos jours, la majorité des habitants du globe
terrestre utilisent de trés nombreuses plantesptonenu de leurs propriétés aromatiques,
comme source d’assaisonnement ou comme remede aecime traditionnelle. Cependant,
cette utilisation ne se base sur aucun criterensfigue, elle tient compte simplement des
observations au cours des siécles. Alors, les ants$ naturelles, comme les molécules
bioactives issues des vegeétaux, suscitent actustiernn intérét tout particulier par leurs
multiples activités biologiques (antibactériennastioxydant et insecticides) tant appréciées
dans le domaine de la santé humaine et de lindusiimentaire, pharmaceutique ou
cosmétique(MAAN BAHADUR et al, 2010).

En Algérie, les études menées sur I'activité itisele des extraits végétaux vis-a-vis
des larves de moustique sont tres limitg@g®OUINTY ET AL., 2006 ; SLIMANI, 2002 ;
BOUALLAM, 2001). Par ailleurs, la comparaison des produits nauagec les produits
chimiques de synthése permettrait de mieux valocisg bio-insecticides naturels. C’est dans
ce cadre que s'’inscrit ce travail, réalisé au latwire des molécules bioactive et applications,
Faculté des Sciences Exactes et Science de laeNetule la Vie, Cheikh larbi-Tébessa,
Tébessa, qui a pour objectif d’évaluer I'actividévicide de I'extrait hydro -éthanolique de la

plante dArtemisia herba- albasur I'espéece de moustigGelex pipiens.

Notre travail sera structuré en 3 parties : Malem¢ méthodes, Résultats, Discussion

et se termine par conclusion.
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Il. Matériels et Méthodes
[I.1. Présentation del'insecte Culex pipiens
Le matériel biologique est reprééguar I'espece de moustique la plus abondante
dans les zones urbaines. Les moustiques appaniieaneregne Animal, au sous-regne des
Métazoaires ou animaux formés de plusieurs celldd®mbranchement des Arthropodes et
a la classe des Insectes.

Ces Insectes Ptérygotes (sous-classe) ou a mdthaoser plus ou moins compléte, et
de l'ordre des Diptéeres, sont caractérisés par demires d'ailes dont la deuxieme est
transformé en haltef@UTUBUDDIN, 1960; STOLL et al ., 1961; STONEzet al., 1959).
C’est au sous-ordre dé&matoceregpieces buccales modifiées pour piquer ou sueeld,
famille des Culicidaes qu’'appartiennent les moustiques. lls se distinguges autres
Nématoceres piqueurs par leur trompe longue etdaepce d’écailles sur les nervures des
ailes. Leur développement comme celui de tout teset métamorphose complete
(holométabole), se déroule en deux phases a savphiase aquatique regroupant I'ceuf, les
guatre stades larvaires ainsi que la nymphe ethbagaérienne qui concerne I'adulte ailé ou
imago(ROTH, 1980)

11.1.1. Définition

Culex pipiensest un moustique qui appartient a une variété didemmune de
moustiquesCulex européens. Il est également nommé maringouin, ©oo8i moustique
domestique. Il existe des sous-espéceSxdpipiens Tout comme chez les autres especes de
moustiques, c'est la femelle qui pique pour pradses ceufs. Le sang consommé est donc
indispensable a la reproduction de cette esff€éigeare 01). Pour lutter contre ce moustique,

on utilise des insecticides ou la réintroductiorpdidateurs nature(PIERRICK, 2014).

Figure 01 : Photo d’'une femelle d€x. pipiendors d’'un repas de sang

(WWW .GOOGLE.COM/IMAGE).



Matériels et méthodes

[1.1.2. Position systématique

La position systématique de I'espece étudiée ddlNE (1857) est la suivante :

Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Insecta

Ordre : Diptera
Famille : Culicidae
Genre: Culex

Espece : Culex pipiens

[1.1.3. Cycle de développement

Le cycle deCulex pipiencomporte, comme celui de tous les insectes, £stakbeuf,
la larve, la nymphe et I'imago ou adulte. Il se atépose en deux phases : une phase
aquatique pour les trois premiers stades, et uasephérienne pour le dernier stade. Dans les
conditions optimales, le cycle dure de 10 a 149qRIPERT, 2007).

11.1.3.1. Oeuf

Les lieux de ponte de la femelle sont variés : et $es petites collections d’eau
proches des habitations comme les bassins, leaastdes pots de fleurs, les vieux pneus, ou
encore les boites de conserve. La femelle dépaseeids(Figure 02), qui ont un diametre
inférieur & 1 mm(ANDREO, 2003), perpendiculairement & la surface de I'eau en amas
groupés. Une femelle peut pondre jusqu’a 300 @IRQUHART et al ., 1996)qui éclosent
en 24 a 48 heures lorsque la température de I'staguéfisant€RIPERT, 2007).
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Figure 2 : Oeufs deCulex pipien§MOULINIER, 2003).
[1.1.3.2. Larve

La larve sort de I'ceuf. Elle est disposée obliquenpar rapport a la surface de I'eau
(EUZEBY, 2008; RIPERT ,1998) et se déplace par mouvements saccdd&REO,
2003). Son régime saprophyte est constitué de plandtale @articules organiques ingérés
grace a ses pieces buccales de type broyeur.dsiére par un siphon. La larve évolue ainsi
selon quatre stades pendant 8 a 12 jours, avatieiddre le stade nymphdFigure 03)
(CACHAREUL, 1997 ; URQUHART et al., 1996 ; WALL,1997).

/ Surface de I'eau

respiratoire

Figure 3 : Larve deCulex pipiengmodifié d’apre CACHAREUL, 1997)].
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11.1.3.3. Nymphe

La nymphe a une forme de point d’interrogati&JZEBY, 2008) et respire par des
trompettes respiratoires situées sur le céphalathoElle n’ingere, par contre, aucune
nourriture. Elle est extrémement sensible et plaheygs 'eau au moindre mouvement pergu
(CACHAREUL etal., 1997).Culex pipienseste sous cette forme pendant 2 a 4 jours. A la
fin de cette période, la nymphe donne un adultdée mé femelle. Cette étape a généralement
lieu le matin(Figure 04) RIPERT, 2007).

(Til de
I"imago

Ailes de
I"imago

Figure 4 : Nymphe deCulex(MOULINIER, 2003)
[1.1.3.4. Adulte

Le méle se nourrit exclusivement de suc et de negtsait de plantes, et meurt apres
I'accouplement. La femelle peut vivre de 3 semaiae3 mois selon la température et la
qgualité du gite. Elle se nourrit du suc des plamtiesst en plus hématophage, ce qui est
indispensable a la formation des ce(RIPERT, 1998). Les adultes s’éloignent peu des gites
larvaires apres I'éclosion. lIs ne dépassent plas 8le distance, sauf lors de vent violent qui
pousse le€ulexbeaucoup plus loin. L’accouplement se produitsdas 48 heures suivant
I'’émergence des femelles et avant le premier repaguin. La femelle s’accouple en général
une seule fois au cours du vol, dans un large espatest une espéce dite eurygame
(EUZEBY, 2008 ; MOULINIER, 2003). Le male est attiré par les frequences sonores ain
gue par des phéromones émises par la femelle. Ap@ouplement, la femelle part a la
recherche d’'un h6te pour se nourrir de sang néicess#a maturation des ovules. La ponte a

lieu environ 5 jours aprés le dernier repaBIDREO, 2003).Culex pipiensest, de plus, une
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espece autogene, c'est-a-dire que la femelle gsibta de pondre des ceufs sans repas
sanguin préalabl@viOULINIER, 2003).

En automne, lorsque les journées commencent auagce@t que les températures
baissent, les femelles cherchent un gite de refpppassent plusieurs mois sans se nourrir :
c’est la diapause. Elles sont capables de surgrdee aux réserves lipidigues accumulées a
partir des sucs végétaux. Elles sortiront et recenueront leurs repas sanguins a partir du
printemps(Figure 05) (ROBICH et DENLINGER, 2005 ; RIPERT, 2007).

Trom P Antenne

\ x//

geux NN

: o N

S5 38 Thorax Aile
i .

P —

e S Haltéres [Balanciers]

-Abdomen
Pattes

Cerques

Tarse

Griffes

L : {

Figure 05: Culexadulte ou imago (femelle en haut a droite, maldéan a droite)

(MOULINIER, 2003).
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Le schéma ci-dessous résume le cycl€dlex pipiens

Reproduction
Ponte 5 j apres le
repas sanguin

N (Eufs en amas
. SRR AR "'\.':' R, N\

Eclosion
48 h

Milieu
aérien

Mue
8al2j

Emergence
24a48h

Figure 06 : Cycle de développement @rlex pipiensnodifié d'apreURQUHART, 1996).

11.1.4. Périodes d’activité

Le développement de€ulex dépend essentiellement de la température et de la
pluviométrie. Ills vont donc préférentiellement sévelopper dans les pays chauds ou ils
pourront étre présents quel que soit le momentad@de. Leur développement sera favorisé
lors de fortes températures associées a des tadwmdlité élevés. Sous le climat de
Toulouse, la période de I'année correspondantééest mais aussi I'automne dans une plus
faible mesurd TORAL , CARO, 2005).

Le climat de Toulouse tempéré est beaucoup medtdesque les climats équatoriaux
et tropicaux, ou les saisons séches suivent ls®rsihumides. Le nombre @ilex n’est
donc pas constant d’'une année sur l'autre, aifauqeours d’'une méme saison. On distingue
de plus au sein du climat tempéré, des différedeeempérature et de pluviométrie entre les

climats océaniques, méditerranéens et contineRIPERT, 2007) En France, on trouvera
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préférentiellement de€ulexdans les régions méditerranéennEQRAL et CARO, 2005),

-----

[1.1.5. Echantillonnage et élevage des moustiques

Les larves d€ulex pipiennt été collectées de plusieurs régions de lay&/ithe TEBESSA,
a savoir El Aouinet (deux stations), Tébessa Villee station), Hammamet (deux stations) et
Boukhadra (une statioiffrigures 8-12). Les larves récoltées ont été maintenues engsdeva
au laboratoire dans des récipients ou cristalbsoamtenants d’eau.les larves@dex pipiens
sont triésselon leurs stades de développement (L1, L2, LR, ek larves stades L1, L2, L3
sont placées a coté d’'une résistance pour accéérs développemefiFigure07). La
nourriture est un mélange de biscuit 75% et deree26%(REHIMI et SOLTANI, 1999).
Lorsque les larves atteignent le stade nymphals elbnt placées dans des gobelets et

déposées dans une cage.

Figure 07 : Présentation des larves de L1, L2 et L3 a cotéraliésistance réglée a 3
(photo personnelle).
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Figure 09: Site d’El Aouinet station 2
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Figure 12 : Site Hammamet station 2
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Figure 13: Site de Boukhadra
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[I.2. Présentation de la plantéArtemisia herba- alba (Asso)

Le genreArtemisiaappartient a la famille des Astéracées (Compgsite®c plus de
350 especes différentes qui se trouvent, prinaipatd, dans les zones arides et semi arides
d'Europe, d'’Amérique, d'Afriqgue du Nord et d’Asliees espéces Artemisiasont largement

utilisées comme plantes médicinales en médecidditmanelle (Figure14) (NIKOLOVA et
al., 2010).

Figure 14: Artemisia herba -albgdWWW.GOOGLE.COM/IMAGE ).

[1.2.1.Description botanique

L’armoise blanche est une plante des climats aetlegmi-arides qui pousse dans les
hautes plaines steppiques, les déserts du MoyemOei de I'Afrique du Nord. C’est une
plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées aritsuses de 30 a 50 cm de long. Les feuilles
sont courtes, sessiles, pubescentes et argengesahitules sont groupés en pannicules de
petite taille de 1,5 a 3 mm, allongés et étroitmtenant de 3 a 6 fleurs jaunatres. Les
bractées externes de l'involucre sont orbiculagegpubescente@QQUEZEL et SANTA,
1962).

[1.2.2. Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isoligertifies dd’Artemisia herba alba
dont les plus importants sont les sesquiterpéraerias tels que les eudesmanolides et les
germacranolide$MARCO, 1989). Les flavonoides détectés dans I'armoise montessi

une diversité structurale, allant des flavonoidesmmuns (flavones glycosides et flavonols)
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jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont tres inhedds. Les flavonoides glycosides
comprennent les O-glycosides tels que quercetigker@side et des flavones C-glycosides
qui sont rares dans le gemkdemisig ainsi que dans I'ensemble des Astéra(@AtAH, EL
NEJOUMI etal ., 1987 et SALAH et al.,2005) .

En plus des sesquiterpénes lactones et des fladesjofanalyse phytochimique a
montré que la composition des extraits ‘d@etémisia herba albaAsso est riche en mono
terpenes, tri terpenes penta cycliques, santonamsnarines et tanningMOHAMED, et
al., 2010).

[1.2.3.Systématique de la plante
Regne Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classeAsteridae

Ordre :Asterales

Famille :Asteraceae

Genre :Artemisia

Espéce A. herba alba (Ass0).1779
(SynonymeArtemisiainculta Del. (QUERCHI et al., 1990 ; EL RHAFFARI, 2008).

[1.2.4. Dénominations

Nom en arabe Chih (BENJILELI et RICHARD, 1980 ; AI-KHAZARJI et al., 1993 ;
SEDDIEK etal., 2011).

Nom tamazight Ifsi (EL RHAFFARI, 2008).

Noms en francaisArmoise blanchéEL RHAFARI, 2008).

Noms en anglaisDesert wormwood ou white wormwodAL-KHAZARJI et al., 1993 ;
SEDDIEK et al., 2011;ABASS, 2012).
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11.2.5. Toxicité

A forte dose, l'armoise est abortive, neurotoxiggiehémorragique. La thuyone
constitue la substance toxique et bioactive darsndise et la forme la plus toxique est
I'alpha-thuyone. Elle a des effets convulsivaifgSUADHI, 2010).

[1.2.6. Récolte de la planteArtemisia herba- alba

Les parties aériennes drtemisia herba-albaont été récoltées en juin 2015 par
Gattoute Salih&Gattoute et Moussaoui, 2016)dans la zone de Hammamet (Tébessa).

Les parties aériennes ont été nettoyées, lavées’aae du robinet et séchées a 'ombre. elle

en été ensuite pesees, broyées et récupéréesatasmod en papier propres.

Ainsi le matériel végétal est fourriPrét a I'emploipar Gattoute Saliha.
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11.2.7. Protocole d’extraction

La poudre végétald’Artemisia herba-albaa subit une macération dans un mélange
hydro- alcoolique (Ethanol/Eau distillée), dans fgoportions 80 / 20 (v / v) dans une
ampoule a décanter, a la température ambianteaped@ heures. Ensuite le mélange est
récupéré et filtré. Cette opération est répétémsbavec renouvellement de solvant jusqu'a
ce que le solvant devient clair. Cette couleurqndique le solvant n’extrait plus rien de la

plante(Figure 15).

Le filtrat (solvant et matieres solubilisées) emtaentré sous pression réduite a 44° C
a l'aide d’'un RotavapoffFigure 16). Les 5 concentrés hydro-éthanoliques sont réenisis
a I'étuve pour séchage a 37 (f@ure 17), pour donner finalement un extrait pateux, quaser
par la suite pesé pour quantifier la masse d'edtingal. Aprés séchage totale, il sera impératif

de le conserver a une température ambiante a tieda lumiére jusqu'a son utilisation.

Figure 15 :Extraction de la plante d&rtemisia herba albgphoto personnelle).
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Figure 16 : Représentant la technique de la concentratioiltca flans un appareil de
rotavapeulphoto personnelle).

Figure 17 : Photographie représentant un ét(pteoto personnelle).
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Matériel végétal

!

|

Pendant 48h et a
température ambiante

J

Récuperation

du solvant

Addition du solvant
éthanol/eau (80/20, viv

La macération
est répétées fois

|

\ -
Filtrat [ Résidu

!

Réunion de filtrats

U

Rotavapeur a 44°

Il

Etuve a 37°c

!

Extrait hydro-éthanolique

Figure 18 : Protocole d’extraction &rtemisia herba- alb#Asso)
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[1.2.8.Calcul du rendement de I'extrait hydro -éthanolique

Le rendement d’'une extraction se calcule par lpggentre la masse de I'extraite et
la masse de la matiére premiere végétale traitéegendement exprimé en pourcentage est
calculé par la formule suivante : R = £ 100

MV S

R : Rendement de I'extraction en %
E : poids de I'extrait en (Q)

M VS : poids de matiére végétale séchée et lamirfg)éBoudjouraf, 2011).

Figure 19 : Représentant I'extrait hydro-éthanolique fihoto personnelle).
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[1.3. Réalisation des tests de toxicité

Conformément aux recommandations de I'Organisationdiale de la Sant®©MS,
1995), deux concentrations (151 et 251,66mg/mL) ont éddigées pour I'extrait hydro-
éthanolique de la plante. on va préparer unetisalunere. Les concentrations préparées,
seront utilisées dans les essais toxicologiquésgard du quatrieme stade larvaire Clalex
pipienset ceci en placant 150 mL d'eau déchlorurée dangobelet en plastiquéigure

19), auquel sont rajoutés 20 larves et un millilitrdaeoncentration préparée.

Les expériences ont été menées avec 7 répétitions lp premiére concentration
(151mg/mL) et 8 répétitions pour la deuxieme cotregion (251,66 mg/mL). Un groupe
témoin positif [L4+(Méthanol/DMSO : 50/50)] et téemamégatif (L4 seul) ont été utilisés. Le
nombre de larves mortes ont été comptées apre123, 48 et 72 heures d'exposition. Pour

prévenir la mortalité causée par la faim, les larsent nourries lors du traitement.

Figure 20: Photographie représentant la technique des bsass¢Bhoto personnelle).

[I.4. Analyse statistique

L’analyse des résultats se fait a I'aide de lodgcMini tab a partir I'utilisation de test
ANOVA a un facteur pour la comparaison de l'eff&@ dhaque concentration dans les
différents temps, et Test de student ( T pour derappariée) pour la comparaison entre les 2
concentrations dans chaque temps. Les résultdtanddyse sont obtenus dans des tableaux.
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Résultats

I1l. Résultats

Dans le but de connaitre I'effet larvicide de l'ext hydroéthanolique de la plante
d’Artemisia herba- albades essais toxicologiques préliminaires surdegek du 4eme stade
de Culex pipens nouvellement exuviéeg été réalisés. Les résultats sont présentés dans

I'ensemble des figures et tableaux ci -aprés.
[1l.1. Aspect, couleur et rendement de I'extrait détude

L’'opération de I'extraction par macération des iparaériennesd’Artemisia herba -
alba dans I'éthanol/eau distillée (80/20), a permis teolir un extrait brut sec sous forme
d’'une pate de couleur marron. Le rendement derBéxbbtenu par rapport au poids total de

la plante seche est de (32.7 %).

[11.2. Toxicité de I'extrait hydroéthanolique d’Artemisia herba- albasur les larves L4 de

Culex pipiensapres 1, 3, 6, 24, 48 et 72h d’exposition
[11.2.1. Etude de I'effet de ‘toncentration- test “(Etude verticale)

Le tableau Oletfigure 21 représentent la variation de la moyenne de mttdes
larves L4 deCulex pipiens nouvellement éxuviéms fonction de 2 concentrations-test 151,
251,66 mg/mL et ceci aprés 1, 3, 6, 24, 48 et 7@kposition.

Apres un temps de contact de T (0-1h) avec l'éxtta moyenne de mortalité atteint
0,7+1,8% pour la dose de 151 mg/mL contre 1,2+2)8Ur la dose de 251,66mg/mL.

Apres un temps d’exposition de T (1-3h), la dosel81mg/mL donne une moyenne de
mortalité 1,4+2,4% contre 3,1+3,7% pour la dos@%tk,66 mg/mL.

Apres un temps d’exposition de T (3-6h), la moyedeemortalité atteint 2,1+2,6% pour la
dose de 151 mg/mL contre 1,2+2,3% pour la dosebdesB mg/mL.

Apres un temps d’exposition de T (6-24h) d’expositila dose de 151 mg/mL donne une
moyenne de mortalité de 13,5+8,0% pour la dosd5ang/mL contre 8,1+7,5% pour la
deuxiéme dose de 251,66 mg/mL.

Apres un temps d’exposition de T (24- 48h), la ddsel51 mg/mL donne une moyenne de
mortalité de 5,7+3,4% contre 8,1+ 5,3% pour la d&fsk 66 mg/mL.
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Aprés un temps d’exposition de T (48-72h) la moyeda mortalité atteint 2,1+3,9% pour la
dose de 151mg/mL contre 1,2+3,5% pour la dose BoigamL.

Tableau 01 : Effet des deux concentrations-test de I'extrait rogthanolique dirtemisia
herba-albasur le pourcentage de mortalité des larves L4Cdéex pipiensdans chaque
période d'exposition (1, 3, 6, 24,48 et 72m=8 ; m* S).

Temps de contact

Extrait T(0-1h) | T(1-3h)| T(3-6h) T(6-24h) T (28h) | T (48-72h)

151mg/ml 0,7+1,8 1,4+2 .4 2,1+2,6 13,548,0 57+£3,4 ,1+39

251,66mg/ml 1,2+2,3 3,1+3,7 1,2+2,8 8,1+7,5 8,1+5,8 1,2+3,5

18,0
16,0
14,0
12,0
10,0

M 151mg/mL

8,0
T _ T - m 251,66mg/mL
6,0

4,0 T T T T
0,0 n T T T T

T(0-1h) T(1-3h) T(3-6h) T(6-24h) T(24-48h)  T(48-72h)

Figure 21: Présentationgraphique de [I'effet des deux concentrations-te$b1 (
251,66mg/mL) de I'extrait hydroéthanoliquéAdemisia herba-albasur le pourcentage de
mortalité des larves L4 d€ulex pipiensapres (1, 3, 6, 24, 48 et 72h) d’exposition (n=8,
mzS).
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L’analyse statistique de l'effet des deux concditnatest (151 et 251,66mg/mL) de

I'extrait hydroéthanolique &rtemisia herba-albalans méme intervalle de temps, montre un

effet non significatif dans chaque période (1,,34 48,72h).

(151mg/mL, 251,66mg/mL-T (0-1k,;)  p>0,0= effenregnificative
(151mg/mL, 251,66mg/mL-T (1-3ky p>0,62 efien significative
(151mg/mL, 251,66mg/mL-T (3-6p) p>0,Q5, efien significative

(151mg/mL, 251,66mg/mL-T (6-24RY,  p>0,Q5,
(151mg/mL, 251,66mg/mL-T (24-4&~ p>055>

(151mg/mL, 251,66mg/mL-T (48-75w  p>05<

effenrsagnificative
effen significative

effen significative

[11.2.2-Etude de I'effet de “temps d’exposition” (étude horizontale)

L’analyse de variance de pourcentage de mortatiélarves du 4 stade deCulex
pipiensnouvellement exuviéesontre un effet temps tres hautement significafjpred,001),
révélant ainsi des différences d’action en termevaetalité aprés(l, 3, 6, 24, 48 et 72h)

d’exposition a la concentration de 151 mg/mL dpl#nte d’étude (F=9,1§)ableau 02)

Tableau 02: Effet de la durée d’exposition (1, 3, 6, 24,4&2h) a la concentration-test de
151mg/mL de [l'extrait hydroethanolique Adtemisia herba-albasur le pourcentage de

mortalité des larves L4 deulex pipiengANOVA).

Source DDL SC CM F p
Facteur
5 828,6 165,7 9,18 0,00
(Temps)
Erreur 36 650 18,1
Totale 41 1478,6

DDL : degré de liberte, SC : sommes des carrégdats, CM : carrés moyens, F : valeur de

F de Fisher, p : valeur de probabilite.
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L’analyse de la variance de pourcentage de mitdies larves du 4éme stade de
Culex pipiensiouvellement exuviéesjontre un effet temps hautement significative (PSD,
pour la deuxiéme concentration-test de 251,66mgitilisée a sur une période d’exposition
de (1, 3, 6, 24, 48 et 72h) ( F=4.52).

Tableau 03 :Effet de la durée d’exposition (1, 3, 6, 24, 4g2h) a la concentration-test de
251,66 mg/mL de l'extrait hydroéthanoliqueAdiemisia herba-albasur le pourcentage de
mortalité des lar@sL4 deCulex pipiens(ANOVA).

source DDL SC CM F p
Facteur
5 458.,9 91,8 452 0,002
(Temps)
Erreur 42 853,1 20,3
Totale 47 1312

DDL : degré de liberté, SC : sommes des carrégdass, CM : carrés moyens, F : valeur de

F de Fisher, p : valeur de probabilité.

[11.3. Toxicité de I'extrait hydroéthanolique d’Artemisia herba-albasur les larves L4 de
Culex pipiensapres 24, 48 et 72h d’exposition

[11.3.1. Etude de I'effet de “concentration-test” (Etude verticale)

Le tableau 04 et la figure 22représentent la variation de la moyenne de patage
de mortalité des larves L4 d@ulex pipiensnouvellement exuviéesn fonction des 2

concentrations utilisées (151 et 251,66mg/mL) et aprés 24, 48 et 72h d’exposition.

Apres 24 heures de contact avec l'extrait hyHdesalique d’Artemisia herba-alba la

moyenne de la mortalité atteint 17,9+7,6%.
pour la concentration de 151 mg /mL contre 13,8%9 pour celle de 251,66 mg / mL.

Apres 48 heures d'exposition, la concentrationl8& mg/mL donne une moyenne de
mortalité 23,6+9% contre 21,9+9,6% pour celle 8,86 mg/mL.
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Aprés 72heures d’exposition, la moyenne de moétakitteint 25.7+11.3% pour la

concentration de 151 mg/mL contre 23.1+11.3% pellede 251.66mg/mL.

Tableau 04 : Effet des deux concentrations-test de I'extraitirogthanolique drtemisia
herba-albasur le pourcentage de mortalité des larves L4Cdéex pipiensdans chaque

période d'exposition (24,48 et 72h) (n=8, mxS).

Extrait

Temps de contact

T (0-24h)

T (24-48h)

T (48-72h)

151mg/ml

17,9+7,6

23,6+9,0

25,7+9,8

251,66mg/ml

13,849,5

21,9+9,6

23,1+11,3

40,0

35,0

30,0

25,0

20,0

15,0

10,0 -

5,0 A

0,0 -

T(0-24h)

T(0-48h)

T(0-72h)

m 151mg/mL
W 251,66mg/mL

Figure 22: Présentation graphique de leffet des deux conaBatrs-test (151 et
251,66mg/mL) de I'extrait hydroethanoliquéAdemisia herba-albasur le pourcentage de

mortalité des larves L4 deulex pipienspres (24, 48 et 72h) d’exposition (n=8, m+S).
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Comparaison entre série dans un méme temps

P (151 ; 251,66mg/mL) 24h|:> p>0.05 [effet nomdigative]

P (151 ; 251,66 mg/mL) 48I'l1:> p>0.05 [effet non digative]

P (151 ; 251,66 mg/mL) 72k—> p>0.05 [effet non sigaitive]
[11.3.2. Etude de l'effet de temps d’exposition” (Etude horizontale)

L’analyse de la variance de pourcentage de murtdés larves du 4éme stade de
Culex pipiensiouvellement exuviéespontre un effet temps non significative (p > 0,88)
révélant pas ainsi, des différences d’action eméede mortalité apres (24h, 48h et 72h)
d’exposition a la concentration de 151mg/mL de tfax hydroéthanolique értemisia
herba-alba( F= 1.48)Tableau 05).

Tableau 05 : Effet de la durée d’exposition (24, 48 et 72h) actancentration-test de
151mg/mL de l'extrait hydroéthanoliqueAdtemisia herba-albasur le pourcentage de
mortalité des larves L4 deulex pipiengANOVA).

Source DDL SCE CM Valeur F p
Facteur
2 231 115,48 1,48 0,253
(Temps)
Erreur 18 1400 77,78
Totale 20 1631

DDL : degré de liberté, SC : sommes des carrégdats, CM : carrés moyens, F : valeur de

F de Fisher, p : valeur de probabilite.

151mg/ml-(24, 48 et 72?&> p =0.253 [effen significative] p>0.05

L’analyse de la variance derpentage de mortalité des larves du 4éme stade
de Culex pipiensnouvellement exuviéesnontre un effet temps non significative (p>0.05)
pour la deuxiéme concentration-test de 251,66mgitilisée sur une période d’exposition de
(24, 48,72h) (F=2.0Q)Tableau 06).
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Tableau 06 : Effet de la durée d'exposition (24, 48 et 72h)a concentration-test de
251,66mg/mL de l'extrait hydroéthanoliqueAdtemisia herba-albasur le pourcentage de
mortalité des larves L4 deulex pipienANOVA).

Source DDL SCE CM Valeur F p
Facteur

2 414,6 207,3 2 0,161
(temps)
Erreur 21 2181,3 103,9
Totale 23 2595,8

DDL : degré de liberté, SC : sommes des carrégdass, CM : carrés moyens, F : valeur de

F de Fisher, p : valeur de probabilite.

251,66mg/mL (24, 48 et 72  p>0,05 [effenh sagnificative].
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IV. Discussion

L'histoire des plantes aromatiques et meédiemast associee a I'évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du mondhéstbire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante dansel@eices derniers, ainsi I'étude des activités
biologiques et biotechnologiques des extraits detps n’a jamais cessé de s’accroitre.

Toutefois, peu de travaux relatent leur effet taeiq

Dans notre présente étude, nous avons voudundi@éer le potentiel d’action de la
plante Artemisia herba-alba,a I'égard des larves de moustique du quatriemeestad
nouvellement exuviées de I'espécelex pipiens Pour cela, il a fallu obtenir a partir de cette
plante I'extrait hydroéthanolique par I'utilisatiole macération.

IV.1. Rendement de I'extrait hydroéthanolique dArtemisia herba-alba

L’'opération de I'extraction par macération destiparaériennesd’Artemisia herba
albadans I'éthanol/eau (80/20) a permis d’obtenir unagixbrut sec, de couleur marron avec
un rendement par rapport au poids total de la plaethe de (32,7 %). Ce dernier est
supérieur au rendementAdtemisia herba-albajui est de (15,38%) obtenu apres I'extraction
de toute la partie aérienne dans I'éthanol/eau30jQpendant 2x24 heurédslAMZA et al,
2011) D’autre part, le rendement de notre extrait adiéts’approche de celui deWAD et
al. (2012 (34,8%), obtenu apres une percolation de la moudE la partie aérienne
d’Artemisia herba-albadans I'éthanol 70%. La différence du rendement @ dle a la
partie extraite de la plante, les conditions daction ainsi que l'origine géographique
(Algérie, Egypte) de la plante utilis€EHAABNA, 2014).

On remarque aussi aprés une comparaison aveadement des huiles essentielles
de la méme plante que le rendement de I'extsaitdéthanolique drtemisiaherba alba
(32,7%) est supérieur au rendement des huiles tesddiE qui atteint un maximum dans
différentes régions en Algérie (de 0,2% a 0,95®EZZA et al., 2010 ; BELHATAB et al.,
2012) en Espagne (0,41% a 2,30¥ali do et al. 2004), en Tunisie (0,68% a 1,93%)
(MOHSEN et FERCHICHI, 2009) et en Jordanie (1,3%HUDAIB et ABURJEI, 2006).

Le rendement et la qualité des extraits et ausshdédes essentielles des especes du

genreArtemisiasont influencées par le pH des SBBAD et al, 2012)
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IV.2. Effet toxique de I'extrait hydroéthanolique d’Artemisia herba albasur les larves L4

de Culex pipiens

Les deux concentrations-test sont préparées a gartiextrait hydroéthanolique de la
planted’Artemisia herba- albaet sont directement testées sur les larves duel stade de

Culex pipiensiouvellement exuviées.

Les résultats obtenus révelent une sensibilité eoaipe des larves L4 d€ulex
pipiens traduite par de bons taux de mortalité pour lesxdeoncentrations testée. Les
résultats révelent également que l'activité ladeciaugmente sur la durée d’exposition
puisqu’ il a été enregistré une augmentation dadatalité au fur et a mesure qu’on avance

dans le temps d’exposition.

(apres 24h est représente un taux de mortalité He9+7.6 ;et aprés 48h représente
23.619.0 ;et apres 72h représente 25.7+9.8 de litérta) et aussi pour la deuxieme
concentration 251.66mg/ml représente un taux deatité presque le méme (apres 24h
13.849.5 et apres 48h 21.9 +9.6,et de 23.1+4fr8s 72h.

Nous remarquons que l'effet larvicide de I'extrajtdroéthanolique &rtemisia herba-alba
est plus élevé dans la période de temps entr@8he(T6-24h) pour la concentrations-test de
151mg/mL et qui est éxprimeé par un pourcentage aleatité de I'ordre de 13,5+8%.

Quant a la concentration de251,66mg/mLde I'extigtude,l’'effet larvicide est plus élevé
dans la période de temps entre 6 et24h (T6-24bhtee24 et 48h (T24-48h) enregistrant un

méme pourcentage de mortalité (8.1%).

Nos résultat s’approchent de cewA@JATI, 2016 qui a testé, 3 concentrations de
I'extrait aqueuxd’Artemisia Herba alba(200, 500, et 900mg/mL) apres 24, 48 et 72h. La
concentration 200mg/mL donne un taux de mortalitd/en (AOUATI, 2016). Ce taux de
mortalité se rapproche de celui de la présenteeétthpres les travaux de Aouati (2016),
I’Artemisia herba- albaest la plante qui a un effet toxique le plus élpaé rapport aux 10

plantes aromatiques étudiées sur les diptéreadieitae.

Et par comparaison avec les autres plantes e$ lefiets toxiques sur I'espece Qailex
pipiens Marrubium vulgare a engendré une mortalité de 31% au bout de 72lr lpalose
de 200mg/mL(AOUATI, 2016) d’exposition sur les larves d&ulex pipiensCette plante est

également citée dans plusieurs expérimentationgneoétant un bon larvicide et nymphicide
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a I'égard de différentes espéces culicidiennesstQ& cas des travaux BALAMA et al
(2012 qui indiguent gqu’elle peut agir sur les deux €t@afjuatiques du moustique, autrement
dit, contre les larves d@ulex pipienset contre les nymphes, attribuant cette actioridate

et nymphicide au thymol, un des composants primsigieMarrubium vulgare

De mémeThymus vulgarisa engendré une mortalité de 23% apres 72h pauétae dose
(200mg/mL) (Aouati, 2016). L'importante activitérlécide enregistrée est expliquée par
I'action des composés majoritaires de cette plardgmment, le thymol.

Origanum compactunengendre aussi une mortalité de 31% de mortghitésa72h pour la
dose de 200mg/m{AOUATI, 2016).

L'interprétation de I'activité larvicide de I'extit hydroéthanolique de la planteAdfemisia
herba- albaserait causée, d'une part, par la diversificatims substances actives qui les
composent et d’autre part, par I'interaction molaca des groupements fonctionnels de ces
substances actives avec les tissus des organiss@ss notamment les larves de moustiques.
Cette interaction serait sel®@5SAWI et SROUR (2000).Le résultat d'une action singuliére
d’'une des substances de ce extrait hydroéthanoliQes substances actives qui participent
généralement a la défense de la plante contragiesssions environnementale§GEE et
JOHNSON, 2001 et qui sont synthétisées au sein de leurs orgedm@steuréBEKKALI et
al, 2008 peuvent étre qualitativement et quantitativemesntiables. Cette variabilité est
influencée par la composition du sol, la positi@ographique et le rayonnement solaire dont
elles sont totalement tributaireAZALENKO, 1995). L’identification qualitative et
quantitative des composants de I'extrait de latelArtemisia herba- albarévéle qu'il s'agit
de mélanges complexes et variables de constituampartenant exclusivement a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétdjsiisctes : les composés terpéniques et les
composes aromatiques deérivés du phéenylpropBBESSEIRE, 1991).1ls peuvent également
renfermer divers constituants non volafiBAKKALI et al. 2008 ; BRUNETON 1999
TEISSEIRE 1991) Les composés aromatiques phénoliques (acidesolitpées, tannins et
flavonoides) forment le groupe des composés chiesidgl plus important des plantes et leurs
effets toxicologiques sont dles a ces substancamme le thymol, le carvacrol, le
cinnamaldéhyde, l'eugénol, le 1,8-cinéole, le campdt les thujone$HADJ, 2009). Les
résultats obtenus dans notre étude concordentitpartant avec la conclusion avancée par
(BOUDJLEL, 2013) sur la composition chimique des deux extrait&r@misia herba- alba
et Marrubium vulgarecar en effet d’apres ses résultats, I'extrairtemisia herba- albast
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plus riche en composés phénoliques (25,34 + 0,6 EAQ / ml E) que celui d&arrubium
vulgare (18,21 £+ 0,20 mg EAG/ml E), ce qui explique d’'uregtaine maniére la toxicité tres

élevée de la plante &rtemisia herba- alba.

Les produits a effet larvicide agissent paidid& ou agissent selon d’autres méthodes, en
inondant le systeme trachéal de la larve, ou etuient sa flottabilité et donc empécher la
larve de rester en surface (et donc de respires.diudes &NAN (2000) et ISMAN (2000)
font le lien entre I'application de I'eugénol, dalpha-terpinéol et de I'alcool cinnamique, et
le blocage des sites accepteurs de l'octopaminectdpamine, un neuromodulateur
spécifique des invertébrés est décrit comme unécutd a effet régulateur sur les battements
de coeur, la motricité, la ventilation, le vol etrhétabolisme des invertébr&NAN (2005)a

également démontré un effet sur la Tyramine, ureangurotransmetteur des insectes.
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V.CONCLUSION

Les Culicidaes, sont sans doute, les insectes les plus connes etus redoutés tant
pour le désagrément et nuisance que constitugiégence, que par les maladies parasitaires
gu’ils peuvent inoculer pendant leur repas sangeite que la filariose, la fievre jaune, la
fievre du virus du Nile Occidental. Face a ces mesaet afin de contrer la propagation des
insectes et des épidémies y découlant, plusieutisoaés ont été envisagées et adoptées ; ces
stratégies de lutte se sont appuyées dans les ggeeteimps sur |'utilisation d’insecticides

chimiques.

Tres vite, la résistance de ces insectes aux mesticchimiques utilisés et la
bioaccumulation des composés toxiques dans I'enmément, a incité les chercheurs a
trouver de nouvelles méthodes alternatives biqglegg, sélectives et, surtout, biodégradables,
afin de préserver le milieu naturel. Plusieurs méds de contréle sont élaborées dans ce
contexte et d’avantages encouragées, notammenet redditive a l'utilisation des extraits de

plantes comme insecticides.

Dans notre présente étude toxicologique, la prgmat@n premiere a été d’élaborer un
extrait qui soit le moins couteux possible et enmméemps le plus efficace possible. Notre
choix s’est donc vite porté sur un extrait plusile&anent réalisable qui est I' extrait hydro-
éthanolique. Nous avons eu recours a lutilisaton larvicide sous forme d’extrait
hydroéthanolique d’'une plante aromatiduemisia herba- alba, sur les larves du quatrieme

stade deCulex pipiens et ceci afin de déterminer son degré d’actiorcesrderniéres.

Les résultats obtenus révélent une sensibilité eoafgpe des larves L4 nouvellement
exuviées traduite par des taux de mortalité moyepmer les deux concentrations-test (151 et
251,66mg/mL).

Les résultats révelent également que l'activégvitide est progressive puisqu’il a été
enregistré une augmentation de la mortalité awtfida mesure qu’on avance dans le temps
d’exposition ; ce qui montre que la mortalité estrélée aux doses utilisées et est d’autant

plus accrue que I'exposition des larves aux insieets est prolongée dans le temps. .

Compte tenu des essais par les tests menés aattziboet des résultats obtenus, on
peut d'ores et déja envisager d’en tirer des recanuations pratiques pour les services de

santé publique.
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Les bioinsecticides que représentent les plaatesgindre colt, peuvent étre une alternative
intéressante et prometteuse. Vu la prolifératioa n@ustiques, il devient urgent pour les
services concernés d'imposer une réglementatiooodienne accompagnée de meéthodes
d'interventions et de stratégies de lutte par lEmtes, a I'égard des moustiques en

I'occurrenceCulex pipiens.

A l'avenir il serait intéressant de compléter cedtgherche en évaluant d’autres concentrations
de l'extrait hydroéthanolique de la planfetemisia herba-alba afin de déterminer les
concentrations létales 50 et 90 (CL50 et CL90).
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