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Abstract

The aim of this study is to evaluate the larvicidal activity of the plants Artemisia herba-
alba and Rosmarinus officinalis to wards two species of the most widespread mosquitoes in the
region of Tebessa, Culex pipiens and Culiseta longiareolata.

The toxicity test of essential oils of Artemisia herba-alba and Rosmarinus officinalis as
well as the solvents-extracts of Artemisia herba-albawas applied on fourth stage larvae of
Culiseta longiareolata. The toxicity test of Artemisia herba-albaessential oilwas applied on fourth
stage larvae of Culex pipiensin order to evaluate the effect of lethal concentration 25 (LC2s) on

metabolites.

The results show interesting larvicidal potential of Artemisia herba-alba and Rosmarinus

officinalisplants towardsfourth stage larvae of Culex pipiens and Culiseta longiareolata.

Key words: Culiseta longiareolata, Culex pipiens, Artemisia herba-alba, Rosmarinus officinalis,

essential oils, solvents-extracts, toxicity, metabolites, larvicidal potentialt.



Résumé
Le but de cette étude est d'évaluer l'activité larvicide des plantes Artémisia herba-alba et
Rosmarinus officinalis vis-a-vis de deux espéces de moustiques les plus répandues dans la région

de Tébessa, Culex pipiens et Culiseta longiareolata.

Le test de toxicité des huiles essentielles d’Artémisia herba-alba et Rosmarinusofficinalis
ainsi que les extraits-solvants d'Artémisia herba-alba a été appliqué sur les larves stade 4 de
Culiseta longiareolata. Le test de toxicité de I’huile essentielle d’Artémisia herba-alba a été
appliqué sur les larves stade 4 de Culex pipiens afin d’évaluer I’effet de la concentration létale 25

(CL2s) sur les métabolites.

Les résultats montrent un potentiel larvicide intéressant des plantes Artémisia herba-alba et

Rosmarinus officinalis vis-a-vis des larves stade 4 de Culex pipiens etCuliseta longiareolata.

Mots cles: Culiseta longiareolata, Culex pipiens, Artémisia herba-alba, Rosmarinus officinalis,

huiles essentielles, extraits-solvants, toxicité, métabolites, potentiel larvicide.
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Ah : Artemisia herba-alba
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Cx. pipiens :Culex pipiens

h : heure

mm : millimetre

cm :centimétre

m :metre

g : gramme

mL : millilitre

C° : degre Celsius

% : pourcentage

mg : milligramme

L4 : larve stade 4

Min :minute

Trs :tours

Nm : nanomeétre

CL 25 : concentration létale 25
CLso : concentration létale 50
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Introduction

Depuis la période préhistorique, les plantes ont été a la base de plusieurs thérapies.On les
utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie (Mostafa, 2011). Un grand
nombre de plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres, possedent des
propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent application dans divers domaines a

savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture (Mouhammedi, 2006).

L'Algérie, possede une flore trés riche et offre des conditions de développement de
nouvelles exploitations agricoles des plantes médicinales et aromatiques. Cependant,
I'évaluation des propriétés phytothérapeutiques, antioxydants et antimicrobiennes demeure
une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d'une utilisation rare ou
moins fréquentes ou non connues en médecine traditionnelle. Ces plantes représentent une
nouvelle source de principes actifs. En effet, les métabolites secondaires font et restent I'objet
de nombreuses recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche de nombreux
constituants naturels tels que les composeés phénoliques, les saponosides et les huiles

essentielles (Mouhammedi, 2006).

Dans le cadre de la valorisation des especes végétales algériennes, nous sommes
intéresses a I'extraction d’Artémsia herba-alba,Rosmarinus officinalis provenant de la région
(Tébessa). Notre choix est porté sur ces plantes aromatiques, car elles sont trés répanduesa

Tébessa et largement utilisées en médecine traditionnelle.

Depuis 170 millions d'années les diptéres (les mouches et les moustiques) forment un
groupe d'insectes le plus écologiquement diversifié, la famille des Culicidés est la plus
importante. Les moustiques appartiennent a cette famille et forment un groupe diversifié dont
une grande partie des insectes sont hématophages (Boudemagh et al., 2013 ; Poupardin,
2011). Selon le plus récent classement, la famille des Culicidés comprend deux sous-familles,
constituées de 11tribus, 111 genres et 3528 especes de la faune du monde (Bensafi et al.,
2013).

Ce travail a pour but d'étudier D’activité larvicide des plantes Artemisia herba-alba
etRosmarinus officinalis, a I'égard de deux especes de moustique, Culex pipiens et Culiseta

longiareolata.
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I. Matériels et méthodes
I.1. Matériel animal
I.1.1. Présentation de moustiques : Culex pipienset Culiseta longiareolata
1.1.1.1. Définition de Culex pipiens

Culex pipiens est un moustique qui appartient a une variété dite commune de
moustiques (Culex) européens. Il est également nommé maringouin, cousin ou moustique
domestique. 11 existe des sous-especes de Cx. pipiens. Tout comme chez les autres espéces de
moustiques, c'est la femelle qui pique pour produire ses ceufs. Le sang consommé est donc
indispensable a la reproduction de cette espéce. Pour lutter contre ce moustique on utilise des
insecticides ou la réintroduction de prédateurs naturels(Pierrick,2014).
1.1.1.2. Position systématique de Culex pipiens

La position systématique de Culex pipiens est la suivante.

Tableau 01 : Position systématique de Culex pipiens.

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous embranchement Antennata
Classe Insecta
Sous classe Pterygota
Ordre Diptera
Sous ordre Nematocera
Famille Culicidae
Sous famille Culicinae
Genre Culex
Espece Culex Pipiens(Linné, 1758).

1.1.1.3. Définition de Culiseta longiareolata

C’est un insecte nuisible a métamorphose complete, plus abondant dans les régions
chaudes. Il fait partie des diptéres, famille des culicidés. Ce moustique a une taille qui varie
de 3 a 5mm. Il possede un corps mince et des pattes longues et fines avec des ailes

membraneuses, longues et étroites (Villeneuve et Desire, 1965).
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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(Brunhes et al., 1999).

I.1.1.4. Position systématique de Culiseta longiareolata
La position systématique deCuliseta longiareolata et la suivante.

Tableau 02 : Position systématique de Culiseta longiareolata.

Regne Animalia
Sous - régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous embranchement Hexapoda
Super classe Protostomia
Classe Insecta

Sous classe Ptérygota
Super ordre Endopterygota
Ordre Diptera

Sous ordre Nématocera
Famille Culicidae

Sous famille Culicinae
Genre Culiseta
Especes Culisetalongiareolata(Aitken, 1954)

1.1.1.5. Cycle de développement

Les moustiques sont des insectes holométaboles, passent par plusieurs stades de
développement. Les premiers stades du développement représentés par les ceufs, les larves et
les nymphes sont aquatiques, cependant le stade adulte a une vie aérienne. La femelle adulte
est hématophage, aprés son émergence d’une durée estimée a 24-72h, pique les vertébrés pour
sucer leur sang contenant des protéines nécessaires a la maturation des ceufs (Klowden,
1990). Pendant la piqlre, la femelle injecte de la salive anticoagulante qui provoque, chez
I'Homme, une réaction inflammatoire plus ou moins importante selon les individus (Reinert,
2000).



Matériels et méthodes

Stade adulte Repas de sang J

Emergence

Nacelle

Stade 4

Stade 2

Stade 3

Figure 01:Cycle de vie des moustiques (Photo personnelle)

5



Matériels et méthodes

Eufs

Les femelles pondent de nombreux (Eufs de ce qu’on appelle des radeaux sur la surface
des gites différents (bassins, mers, étangs, canaux, citernes, eau de pluie...), dont 1’état de
I’eau est toujours stagnant et riche en matiéres organiques (Paul, 2009). Les ceufs sont
fusiformes, ils ont une taille de 0.5 a 1mm (Peterson, 1980). Une Corolla est présent au
niveau du pole inferieur de I’ceuf, réunis par 200 a 400 en nacelle dont ’arrangement leur
permet d’étre insubmersibles (Anonyme). Normalement, les ceufs sont blancs lors de la
premiere déposée, puis foncés et noirs apres un jour. Les ceufs €closent d’un a trois jours en

fonction de la température (Rodain et Perez, 1985).

Figure 2. (Eufs de moustique : (A) Culex pipiens(Balenghien, 2007), (B) Culiseta
longiareolata(Berrak, 2009).

Le développement des larves a ce stade est exclusivement aquatique, et leur évolution
comporte quatre stades (Boulkenafet, 2006). D’aspect vermiforme, son corps se divise en
trois segments: tete, thorax trapu et dépourvu d’appendices locomoteurs, abdomen souple. Sa
taille varie de 2a 12mm en moyenne en fonction des stades(Fig.03).Les larves vivent environ
10 jours (Peterson, 1980). Elle est dépourvue d’appareil locomoteur, ce qui ne signifie pas
qu’elle soit immobile. Son extrémité caudale est munie d’un siphon, ou tube respiratoire, long
et étroit affleurant a la surface de I’eau; ce tube est muni de 5 clapets qui s’ouvrent sur deux
orifices par ou I’air pénétre a I’intérieur quand la larve monte a la surface de 1’eau, et se

rabattent quand elle gagne les profondeurs (Kettle, 1995 et Andreo,2003).
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Figure 3: Larve de moustique : (A) Culex pipiens(Brunhes et al., 1999), (B) Culiseta
longiareolata(Berrak, 2009).

Nymphe

La nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un céphalothorax fortement
renflé avec deux trompettes respiratoires (Fig.04)(Boulkenafet, 2006). La nymphe,
¢galement aquatique, éphémere (de 1 a 5 jours), ne se nourrit pas. Il s’agit d’un stade de
transition, au métabolisme extrémement actif, au cours duquel I’insecte subit de profondes

transformations morphologiques et physiologiques préparant le stade adulte (Peterson, 1980).

Figure 4 : Aspect général d’une nymphe : (A) Culex pipiens(Berchi, 2000), (B) Culiseta
longiareolata(Berrak, 2009).
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Adulte

L’adulte, une fois métamorphosé, provoque une cassure au niveau de la téte nymphale
et émerge a la surface de I’eau. Les males atteignent leur maturité¢ sexuelle au bout d’un jour
alors que les femelles 1’atteignent au bout de 1 a 2 jours (Clements, 1999). Les moustiques,
comme beaucoup d’insectes se nourrissent de nectar, source d’énergie. Seules les femelles
sont hématophages; elles n’ont pas besoin de sang pour leur propre survie mais en retirent les
protéines nécessaires a la maturation de leurs ceufs. La fécondation des ceufs s’effectue lors de
la ponte grace au stockage du sperme des males par la femelle dans une spermatheque. En
général, la durée de vie des moustiques adultes varie d'une semaine a plus d'une trentaine de
jours. Deux ¢éléments permettent de distinguer le male de la femelle a I’ceil nu; les palpes
maxillaires sont tres courts et effiles chez la femelle, contrairement au male ou ils sont plus
longs que la trompe et ses antennes sont plus développées et tres poilues (Urquhart et al.,
1996; Euzeby, 2008).

Figure 5 :Adulte de moustique : (A) Culex pipiens(Balenghien, 2007), (B)
Culisetalongiareolata(Berrak, 2009).

1.1.2.Technique d’élevage a I’état larvaire

Les larves de Culex pipiens et Culiseta longiareolata utilisées pour la présente étude,
ont été collectées a partir de plusieurs régions de la wilaya de Tébessa , Hammamet, El
gaagaa, Boukhadra . Ensuite, les larves sont élevées au laboratoire de biochimie, département

de biologie appliquée.
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Les larves et les nacelles sont collectées dans des récipients puis déplacées au
laboratoire.Le contenu de chaque récipient est déplacé dans des cristallisoirs.A 1’aide d’une
pipette-gouttes, les larves sont triées selon leur stade de développement, puis placées dans
des gobelets contenant de 1’eau déchlorurée.La nourriture des larves est composée d’une
mixture composé de biscuits (75%) et de levure sec (25 %). L’eau est renouvelée chaque

deux jours.

Figure 06: Gites larvaires des moustiques.
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Figure07:Techniquesd’élevage(Photo personnelle).

1.2. Matériel végétal
1.2.1. Artémisia herba-alba
1.2.1.1. Description botanique

L’armoise blanche est une plante des climats arides et semi-arides qui pousse dans les
hautes plaines steppiques, les déserts du Moyen-Orient et de 1’Afrique du Nord. C’est une
plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et tomenteuses de 30 a 50 cm de long. Les feuilles
sont courtes, sessiles, pubescentes et argentées. Les capitules sont groupés en pannicules de
petite taille de 1,5 a 3 mm, allongés et étroits contenant de 3 a 6 des fleurs jaunatres. Les
bractées externes de I’involucre sont orbiculaires et pubescentes (Boudjelal, 2013).

La croissance végétative de I'Artemisia herba-alba asso a lieu a I’automne, la floraison

commence en juin et se développe essentiellement en fin d'été (Gharbi et sand,n.d ).
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Figure 08: La plante dans son milieu naturel au debut de la saison de floraison (Messei
2011).
1.2.1.2. Systéematique de la plante

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque
de la chasse,Artemisia herba-alba signifie herbe blanche.

Tableau 03 : Systématique de la plante Artemisia herba-alba.

Phylum Angiospermeae.
Sous phylum Dicotylédones.
Ordre Gampanulatae.
Famille Asteraceae.

Sous famille Asterioideae.
Tribu Anthemideae.
Sous tribu Artemisinae.
Genre Artemisia.
Espece herba-alba.

1.2.2. Rosmarinu sofficinalis
1.2.2.1. Description botanique

Rosmarinus officinalis appartient a la famille botanique des Lamiacées au sein du
genre Rosmarinus. C’est un arbrisseau toujours vert de 0,5 & 2 m. La tige ligneuse est

couverte d’une écorce grisatre et se divise en de nombreux rameaux opposés (ChafaiElalaoui

11
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Ali et al, 2014).Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les fleurs
d’une bleue pale, maculées intérieurement de violet, sont disposées en courtes grappes denses,
s’épanouissent presque tout au long de I’année(Atikbekkaraet al, 2007 et Gonzalez-
trujanoet al, 2007). Le fruit a une forme ovoide, entouré par un calice brun et
persistant.L’inflorescence et le calice ont une pilositétres courte ; I’inflorescence est en
épistres courts et les bractées mesurent 1 a 2mm (ChafaiElalaoui Ali et al, 2014).

Originaire des régions mediterranéennes, le romarin pousse spontanément dans le sud
de I'Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semi ou de boutures au printemps
(Iserinet al, 2007). Il apprécie les climats chauds ou modérément secs (Paul, 1996). Son
écorce s’écaille sur les branches les plus agées et son odeur est extrémement odorante et
tenace(Delille, 2007).

Origine du nom : le mot romarin (Rosmarinus) dérive du latinkRos» : rosée, «Marinus» :

marin ou de marin.

Figure 09 : Photographie de la plante Rosmarinus officinalis(Makhloufi, 2009).
1.2.2.2. Position systématique
La position systématique de Rosmarinus officinalis est la suivante :

Tableau 04 : Position systématique Rosmarinus officinalis.

Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
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Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus L.
Espece officinalis

1.2.3. Huiles essentielles et extraits-solvants d’étude

Les plantes d’étude ont été collectées dans la région de Tébessa. Les huiles essentielles
d’Artemisia herba-alba et Rosmarinus officinalis ainsi que les extraits-solvants d’Artemisia
herba-alba nous ont été fournies par notre promotrice Mme ZEGHIB Assia. Les huiles
essentielles ont été obtenues par hydrodistillation des parties aériennes de la plante, en
utilisant un appareil de type Clevenger. Les extraits-solvants d’Artemisia herba-alba ont été
obtenues par macération de la plante par des solvants de polarité croissante ainsi que par une

extraction hydroalcoolique.
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Figure 12 : Huiles essentielles, A :Artemisia herba-alba B :Rosmarinus officinalis

I.3. Test de toxicité des huiles essentielles d’Artémisia herba-alba et de
Rosmarinus officinalis ainsi que les extraits-solvants d’Artémisia herba-alba a

I'égard des larves du 4¢me stade de Culiseta longiareolata

» Huile essentielle d'Artémisia herba-alba / Culiseta longiareolata

Nous avons préparé une gamme de 4 concentrations décroissantes del’huile essentielle
d'Artémisia herba-alba(figure 12).1ml de chaque solution préparée est mis dans des gobelets
contenant 150 mL d’eau déchlorurée en contact avec 20 larves du stade 4 de Culesita

longiareolata nouvellement exuviées.
Deux témoins ont été utilisés :

- Témoin positif : éthanol absolu.
- Témoin négatif : L4 seules.
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Figure 14 : Test de toxicité de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur les larve L4 de

Culiseta longiareolata(photo personnelle).

Nous avons dénombré les larves mortes et vivantes aprés 24h de contact avec I'HE d’
Ah. Les larves vivantes sont rincées avec l'eau déchlorurée, puis déplacées dans de nouveaux
gobelets contenant 150 mL de 1’eau déchlorurée avec I’ajout d’une petite quantité de

nourriture. La lecture se poursuit apres 48 et 72h.
» Huile essentielle Rosmarinus officinalis / Culiseta longiareolata

Nous avons préparé une gamme de 5 concentrations décroissantes de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis(figure 14).1ml de chaque solution préparée est mis dans des gobelets
contenant 150 mL d’eau déchlorurée en contact avec 20 larves du stade 4 de Culesita

longiareolata nouvellement exuviées.

Deux témoins ont été utilisés :

15



Matériels et méthodes

- Témoin positif : éthanol absolu.
- Témoin négatif : L4 seules.

Nous avons dénombré les larves mortes et vivantes aprés 24h de contact avec 'HE-Ro.
Les larves vivantes sont rincées avec l'eau déchlorurée, puis déplacées dans de nouveaux
gobelets contenant 150 mL de I’eau déchlorurée avec I’ajout d’une petite quantité de

nourriture. La lecture se poursuit aprés 48 et 72h.

> Extraits-solvants d'Artémisia herba-alba / Culiseta ngiareolata

Nous avons préparé une gamme de deux extraits d’Artémisia herba-alba :ME
(méthanol) et HA(Hydro-Alcoolique), a une seule concentration-testCe test est appliqué
dans des gobelets qui contiennent 150 mL d’eau déchlorurée et 20 larves de quatriéme

stade nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, comme suit :
Groupe 01 : L4 + solution d’extrait

Groupe 02 : Témoin positif : Méthanol/DMSO (50/50)

Groupe 03 : Témoin négatif : L4 seules

Nous avons dénombré les larves mortes et vivantes apres 24h. Les larves vivantes
sont rincées avec 1’cau déchlorurée, puis déplacées dans de nouveaux gobelets
contenantl50mL de I’cau déchlorurée avec I’ajout d’une petite quantité de nourriture. La

lecture se poursuit apreés 48 et 72h.
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Figure 15 : Test de toxicité de I’extrait d’Artémisia herba alba sur L4 de Culiseta
longiareolata(photo personnelle)

L.4. Test de toxicité de l'huile essentielle d’Artémisia herba-alba a I'égard des
larves du 4¢me stade de Culex pipiens(Effet de la concentration létale 25 (CL2s) sur les
métabolites)

Nous avons préparé une solution de 1’huile essentielle d’Artemisia herba-alba a la
concentration létale 25 (CL2s)(figurel5 ).1 mL de la solution préparée est mis dans des
gobelets contenant 150 mL d’eau déchlorurée en contact avec 20 larves du stade 4 de
Culex pipiens, en parrallele avec un groupe de témoins négatif (L4 seule).

Nous avons dénombré les larves mortes et vivantes aprés 24h de contact avec
I’HE d’Artemisia herba-alba. Les larves vivantes sont rincées avec 1’eau déchlorurée,
puis déplacées dans de nouveaux gobelets contenant 150mL de 1’eau déchlorurée avec

I’ajout d’une petite quantité¢ de nourriture. La lecture se poursuit apres 48 et 72h.
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Les larves vivantes de 24, 48 et 72h sont réparties par pool d’un certain nombre et

sont conserves au congélateur a -20°C jusqu’au jour du dosage des métabolites.

Figure 16: Test de toxicité Culexpipiens(photo personnelle )

1.4.1.Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été realisée selon le procédé de (Shibkoet al.,
1966), et les principales étapes sont résumées dans la Figure 16. Les échantillons (larves du
quatriéme stade de Cx. pipiens) sont placés dans des tubes eppendorfs contenants 1 mL
d'acidetrichloracétique (TCA) a 20 % et broyés. Aprés une premiéere centrifugation (5000 trs /
min,10 mn), 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 aprés une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on
obtient le surnageant 11 et le culot 11 ; le surnagent Il sera utilisé pour le dosage des lipides
(Goldworthyet a.l, 1972) et le culot 11, dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des

protéines selon Bradford,1976.
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Figure 17Duchateau& Florkin, (1959 Bradford des glucides, protéines et lipides totaux (Shibko et al., 1967).
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1.4.1.1.Dosagedes glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de
Duchateau&Florkin(1959). Cette méthode consiste a additionner 100 uL du surnageant
contenu dans un tube aessai, 4 mL du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C
pendant 10 min, unecoloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la
quantité de glucidesprésente dans I'échantillon. La lecture de l'absorbance est faite a une
longueur d'onde de 620nm. La gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mére

de glucose (Img/mL).

Tableau 05: Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la

gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (ul) 0 20 40 | 60 80 100
Eaudistillée(ul) 100 80 60 | 40 20 0
Réactif d'anthrone(ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité de glucose(ug) 0 20 40 60 80 100

1.4.1.2.Dosage des proteines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford(1976) dans une
fraction aliquote de 100 [JL a laquelle on ajoute 4 mL de réactif du bleu brillant de
commassie(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorant 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

Img/mL.

Tableau 06:Dosage des protéines totales chez les moustiques : réalisation de la

gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution standard 0 20 40 60 80 100
d'albumine(ul)
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Eau distillée(ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC(ml) 4 4 4 4 4 4
Quantité d'albumine(ug) 0 20 40 60 80 100

1.4.1.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été deéterminés selon la méthode de Goldsworthyet al.
(1972) en utilisant le réactifs ulfophospho vanillinique.Le dosage des lipides se fait
sur des prises aliquotes de100 pL des extraits lipidiques ou de gamme étal onauxquel
les onévapore 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 a 100 °C. Apres
refroidissement, on prend 200 uL de ce mélange au quel on ajoute 2,5 mL de réactif
sulfophosphovanillinique. Aprés 30 mn al'obscurité, la densité optique est lue dans
un spectrophotométre 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 mere des lipides est préparée commesuit : on prend 2,5
mg d'huile de table (tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf etonajoutel
mL d'éther chloroforme (1V/1V).

[ableauQ7 :Dosage des lipides totaux chez les moustiques: réalisation de la

gamme d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (1) 0 20 40 60 80 100
Solvant(éther/chloroforme)(1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantite de lipides(1g) 0 50 100 150 200 250
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1. Résultats

I1.1.Activité larvicide de quelques plantes médicinales
II.1.1. Evaluation de D’effet larvicide de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba a
I’égard des larves du 4°™ stade de I’espéce de moustique Culiseta longiareolata

Les études toxicologiques permettent de déterminer 1’efficacité de I’HE—Ah, évaluée a
partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles a différentes périodes de temps
24,48 et 72h apres traitement. La figure ci—aprés présente la comparaison de moyenne a
différents temps (24, 48 et 72 h) pour 4concentrationsdécroissantesdifférentes (C1, C2, C3 et
C4).

120

100

80
‘O
=
©
£ m24h
g 60
m48h
[}
'\r.: 72h
o

40

20

Concentrations (mg/mL)

Figurel8: Diagramme en barre présentant la mortalité des larves L4 nouvellement exuviées
traitées par différentes concentrations décroissantes de I’huile essentielle d’Artémisia herba-

alba. Comparaison des moyennes a différentes temps (24, 48 et 72h).

Les résultats de notre étude montrent une sensibilité variable des larves L4
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata vis-a-vis de I’HE d’Artémisia herba-alba.
Le pourcentage de mortalité augmente de maniére progressive au cours du temps et ce pour

chaque concentration —test, excepté la concentration la plus élevée C1.
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11.1.2. Evaluation de DPeffet larvicide de ’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a

I’égard des larves du 4°™ stade de I’espéce de moustique Culiseta longiareolata

Les études toxicologiques permettent de déterminer 1’efficacité de I’'HE-RO,évaluée a
partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles & différentes périodes de temps 24,
48 et 72h aprés traitement. La figure ci-aprés présente la comparaison de moyenne a

différents temps (24, 48 et 72 h) pour 5 concentrations décroissantes différentes (C1, C2, C3,
C4 et C5).
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Figurel9:Diagramme en barre présentant la mortalité des larves L4 nouvellement exuviées
traitées par différentes concentrations décroissantes de 1’huile essentielle de Rosmarinus

officinalis. Comparaison des moyennes a différentes temps (24, 48 et 72h).

Les résultats de notre étude montrent une sensibilité variable des larves
L4nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata vis-a-vis de I’'HE de RO. Le pourcentage
de mortalité augmente de maniére progressive au cours du temps et ce pour chaque

concentration—test, excepté la concentration la plus élevée C1.
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I1.1.3. Evaluation de D’effet larvicide des extraits polaires d’Artemisia herba-alba a

I’égard des larves du 4°™ stade de I’espéce de moustique Culiseta longiareolata

Dans le but de connaitre I’effet larvicide des extraits polaires(Ah-HA, Ah-ME) de la plante
d’A. herba-alba, des essais toxicologiques préliminaires sur les larves du 4eme stade
deCuliseta longiareolata nouvellement exuviées ont été réalisés. Les résultats sont présentés

dans la figure ci-aprés.
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Figure20 : Diagramme en barre présentant les pourcentages de mortalités des larves L4
nouvellement exuviées traitées par les extraits polaires Ah-HA et Ah-ME. Comparaison des

moyennes a différents temps (24, 48, 72 h)pour une méme concentration de I’extrait.

Les résultats obtenus révelent une sensibilité variable des larves L4 nouvellement
exuviées de Culiseta longiareolata (traitées par une méme concentration d’extraits Ah-AH et
Ah-ME) traduite par des taux de mortalité faibles. Les résultats révelent également que
Pactivité larvicide est progressive sur la durée d’exposition, puisqu’il a été enregistré une
augmentation de la mortalité au fur et a mesure que nous avangons dans le temps d’exposition
24,48et72h.
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11.1.4. Evaluation de IP’effet larvicide de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba a
I’égard des larves du 4°™ stade de I’espéce de moustique Culex pipiens : Effet de la
concentration létale 25 (CL2s) sur les métabolites

11.1.4.1. Contenu en glucides totaux

Le contenu en glucides totaux a été déterminé chez les larves de quatrieme stade
,d’aprés une courbe d'étalonnage des glucides croissante(Figure 26),exprimée sous forme
d’une formule y = ax + b (a=0,010x + 0,007, x=concentration), avec un coefficient de
détermination R?=0,995.

Le contenu en glucides chez les larves de Cx. Pipiens traitées (par CL2s) et témoins, a
été déterminé au cours des différentes périodes 24, 48, 72h apres traitement et les résultats
obtenus sont présentés dans la Figure 27.

La comparaison des valeurs moyennes montre que :
v Chez les séries témoins, les résultats obtenus montrent une différence du taux des
glucides mesurés apres 24, 48 et 72h.
v Chez les séries traités par la CLs, il y’a une diminution du taux des glucides mesurés
apres 24,48 et 72h.
Les résultats montrent que I’huile essentielle de d’A. herba-alba (CL2s) provoque une

diminution du taux des glucides totaux chez Culex pipiens.

absorbance Abs

1.2

y =0.0102x+ 0.007 »

1
RZ:W
)
0.8

0.6 / ¢ Abs
0.4 / Linear (Abs)

0 / : : . . . , Quantité de

0 20 40 60 80 100 120 glucide

Figure 21 : Courbe d'étalonnage des Glucides.
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Figure22 : Effet del’H.E d’A. herba-alba (CL2s) sur le contenu en glucides totaux chez les
larves du quatriéme stade de Cx. Pipiens a différentes périodes de temps (24, 48 et 72h).
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11.1.4.2.Contenu en protéines totales

Le contenu en protéines totales a été déterminé chez les larves du quatriéme stade
d’aprés une courbe d'étalonnage d’albumine croissante (Figure 23), exprimée sous forme
d’une formule y = ax + b (y = 0,010x + 0,072, x=concentration), avec un coefficient de
détermination R? = 0,981.

Le contenu en protéines a été déterminé chez les larves de Cx. Pipiens traitées (par
CL2s) et témoins. Les résultats du dosage sont présentés dans la Figure 24. La comparaison

des valeurs moyennes montre que :

v Chez les séries témoins, nous remarquons une augmentation du taux des protéines par
rapport aux temps testés (24,48 et 72h).
v Chez les séries traitées par la CLys, les taux de protéines montrent une augmentation
au cours des périodes testees.
Les résultats montrent que 1’huile essentielle d’A. herba-alba(CL2s) provoque une

augmentation du taux de protéines totales chez Culex pipiens.
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Figure23 : Courbe d'étalonnage des Protéines
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Figure24 : Effet de I’ H.E d’A. herba-alba (CL2s) sur le contenu en protéines totales chez les
larves du quatrieme stade de Cx. Pipiens a différentes périodes de temps 24, 48 et 72h.
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11.1.4.3.Contenu en lipides totaux

Le contenu en lipides totaux a été déterminé chez les larves du quatrieme stade,
d’aprés une courbe d'étalonnage des lipides croissante(Figure 25),exprimée sous forme d’une
formule y = ax + b (0,000x + 0,01, x=concentration), avec un coefficient de détermination
R2=0,976.

Le contenu en lipides a été estimé chez les larves de Cx. Pipiens traitées (par CL2s) et
témoins au cours des différents temps et les résultats du dosage sont présentés dans la Figure
26.

La comparaison des valeurs moyennes montre que :

v Chez les séries témoins, les résultats obtenus montrent une différence du taux des
lipides mesurés apres 24 ,48 et 72h.
v Chez les séries traitées par la CLos, les taux de lipides prouvent une diminution apres
24, 48 et 72hcomparativement aux témoins.
Les résultats montrent que 1’huile essentielle d’A. herba-alba(CL2s) provoque une diminution

du taux des lipides totaux chez Culex pipiens.
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Figure 25: Courbe d'étalonnage des Lipides.

80.00 Contenu en lipides
(ng/individu)

70.0

60.00

50.00

W Temoin

40.00 -
mLC25
30.00 -
20.00 -

10.00 A

0.00 -

Temps (heures)

Figure 26 : Effet de I’ H.E d’A. herba-alba (CL2s) sur le contenu en lipides totaux chez les
larves du quatrieme stade de Cx. Pipiens a différentes périodes de temps 24, 48 et 72h.
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I11. Discussion

I11.1. Effet toxique de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba sur les larves L4 de

Culiseta longiareolata

L’activité larvicide d’A. herba-alba est, d’une part, temps-dépendante du fait qu’il y’a
une augmentation de mortalité en avangant dans le temps et, d’autre part, dose-dépendante du

fait qu’il y’a une augmentation de mortalité avec 1’augmentation des concentrations-tests.

Les résultats rapportés par I'étude de Berkane et Boudiar (2018), menée sur la
toxicité de [l'huile essentielle d'A.herba-alba contre Culex pipiens, révélent que les
pourcentages de mortalité pour les 3 concentrations testées sont de l'ordre de 0,5, 82,5 et 97%
respectivement, pour une période d'exposition de 24h. Selon Chaiebet al.(2018), les résultats
obtenus en testant la toxicité de I'huile essentielle d'A. herba-alba contre Tribolium castanum,
a des concentrations de 142.,8 et 304,6 uL/L, sont de l'ordre de 50 et 95% respectivement,
pour une période d'exposition de 24h.

Ainsi, nos résultats concordent avec les travaux anterieurs sur I'huile essentielle d'A. herba-

alba, qui montrent que son efficacité est proportionnelle a la concentration.

I11.2. Effet toxique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur les larves L4 de

Culiseta longiareolata

L’activité larvicide de R. officinalis est, d’une part, temps-dépendante du fait qu’il y’a
une augmentation de mortalité en avancgant dans le temps et, d’autre part, dose-dépendante du

fait qu’il y’a une augmentation de mortalité avec 1’augmentation des concentrations-tests.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par (Berrah et Ahcene, 2016) qui
ont mis en évidence D’efficacité de I’huile essentielle R.officinalis sur les larves L4
nouvellement exuvies de Culex pipiens.(Mahdiechsaeidi and saeid Moharramipour,2013)
montrent que I’huile essentielle des parties aériennes de R.officinalis extraite par
hydrodistillation posséde un effet toxique contre Triboliumconfusum donnant 15 % et plus

de 50% de mortalité, aprés une durée d’exposition de 6 heures et 12 heures, respectivement.

En Algérie, I’étude de Nabti en 2019a montré que I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalisaune activité toxique sur les larves de Culiseta longiareolataavec un taux de

mortalité maximal de 100 % apres 24 heures, réalisé avec la concentration de 200 ppm.
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111.3. Effet toxique des extraits polaires d’Artemisia herba-alba sur les larves L4 de
Culiseta longiareolata

Les résultats obtenus révélent une sensibilité variable des larves L4 nouvellement
exuviées de Culiseta longiareolata traduite par des taux de mortalité faibles, en recevant la
méme concentration des extraits Ah-AH et Ah-ME. Les résultats révelent également que
Iactivité larvicide est progressive sur la durée d’exposition, puisqu’il a été enregistré une
augmentation de la mortalité au fur et a mesure que nous avangons dans le temps d’exposition
24,48et72h.Ce résultat concorde parfaitement avec les explications apportées dans 1’étude de
Salah and Jagar (2005).

Les composés aromatiques phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides)
forment le groupe des composés chimiques le plus importants des plantes et leurs effets
toxicologiques sont dis a ces substances comme le thymol, le carvacrol, le cinnamaldéhyde,

I'eugénol, le 1,8-cinéole, le camphre et les thujones(Aouati, 2016).

I11.4. Effet de la concentration letale 25 (CL2s) de I’huile essentielle d’ Artemisia herba-
alba sur les métabolites des larves du 4°™ stade de Culex pipiens

Vu que toutes les etudes faites ont bien étudié les activités larvicides d’Artémisia sur
Culex pipiens sans aborder le contenu en métabolites ,notre discussion sera rapportée a des

études sur la méme espéce mais avec d’autres plantes.

Les huiles essentielles a partir de la plante d'Artémisia peuvent engendrer des
perturbations biochimiques exprimées par une augmentation ou un déclin en différents
métabolites (glucides, protéines, lipides).ll est important d’étudier les modifications de la
composition biochimique des individus traités par des insecticides botaniques pour déterminer

le pouvoir toxigue de ces derniers.
111.4.1. Effet sur le contenu en glucides

Les glucides forment un groupe de composés trés importants, certains représentent une
source d'énergie pour les organismes vivants, soit immeédiatement utilisable (tréalose), soit de

forme de réserve (glycogéne)(Nation,2008).

Nos résultats montrent une diminution du contenu glucidique a 24, 48 et 72h de

traitement chez les larves traitées par I'huile essentielle d'Artémisia herba-alba.

Des résultats similaires a 72h ont été observés par Dris et al. (2017), qui ont noté une

perturbation des glucides totaux chez les larves et les pupes de Cx. pipiens traitées aux huiles
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de ’Ocimum basilicum et par Khosraviet al. (2011) chez les larves de Glyphodespyloalis
traitées avec l'extrait d’A.annua.AbdulRazak&Sivasubramanian (2007) ont constaté que
les glucides chez les femelles adultes de Chrysoperlacarneaont été affectés par [I'huile de
Manduca. Ce composé a été également réduit chez les larves de Glyphodespyloalistraitées a
'huile de Lavandulaangustifolia(Yazdaniet al., 2013) et chez les larves de
Crocidolomiabinotalis ,traitées aux extraits de Strychnos nuxvomica, Vitex negundu et
Lippianodiflora (Vijayaraghavanet al. 2010). Dans des conditions de stress, plus de sucres
pourraient étre métabolisés pour faire face aux dépenses énergétiques (Yazdeniet al. 2014).
Cela pourrait étre la raison de I'appauvrissement en carbohydrates chez les insectes traités.

111.4.2. Effet sur le contenu en protéines

Chez les insectes, les protéines et les acides aminés jouent un réle majeur durant les
différentes phases de leur vie. Ce sont des composants biochimiques majeurs nécessaires au
développement, a la croissance et a I’accomplissement de leurs activités vitales (yazdaniet
al,2014).La teneur de I’insecte en protéines dépend de sa synthése, sa dégradation, du
mouvement de 1’cau entre les tissus et de I’hémolymphe (Gnanamani et Dhanasekaran
,2017). Cependant, clles peuvent étre inductibles a la suite d’une exposition a des plantes

médicinales(Haubruge et Amichot,1998).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que I’application de
I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba (CLzs) sur les larves de Culex pipiens augmente le
contenu en protéines. Des résultats similaires ont été enregistrés chez la méme espéce suite a
un traitement par les HEs d’O. basilicum(Dris et al. 2017 b), Cs. longiareolata traités a la
lavande et a la menthe (Dris, 2018). Cela été observé aussi par Madaciet al. (2008) qui ont
montré que les huiles essentielles d’ Artémisia des feuilles de Neriumoleander (Apocynaceae)
provoguent une augmentation des taux de protéines chez les larves blanches de Rhizotrogini
(Colepoptera:scarabaeidae). Contrairement a nos résultats, 1’étude de Sharmaet al. (2011) a
montré que les teneurs en protéines ont été réduites a 63,13% et 92,62% chez les Anophelinés
et a 32,39% et 48,12% chez les larves de Culicinésapres traitement aux huiles essentielles
d'Artemisia et d'Azadirachtaindica, respectivement. De méme, il a été rapporté que le contenu
en protéines réduit chez les larves d'Anophelesstephensitraitées avec certains extraits

végetaux(Senthilkumaret al., 2009).

111.4.3. Effet sur le contenu en lipides
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Les lipides sont également des composants importants formés des acides gras, des
phospholipides et des stérols qui font partie intégrante des parois cellulaires des insectes et
contribuent également a d'autres fonctions (Chapman, 1998). lIs représentent la principale
source d’énergie chez les insectes (Beenakerset al. 1985), transportés du corps gras, site de
leurs synthése et stockage (Keely, 1986 ; Van Hensdan& Law, 1989) vers les organes
utilisateurs. Les réserves lipidiques semblent étre la résultante d’un équilibre entre la prise de
nourriture et les dépenses énergétiques indispensables pour certains processus tel que la
croissance (Beenakkerset al. 1985).

Dans la présente étude, les résultats obtenusmontrent que le traitement des larves de
Cx. pipiens par I’huileessentielled’Artemisia herba-alba avec la CL2s réduit le contenu en
lipides. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Dris (2018) qui a constaté que le
contenuen lipides est réduit chez les larves et les pupes de Cx. pipiensapres traitement au
basilic, a la lavande et la menthe. Les travaux deSenthilkumaret al. (2009), ont egalement
démontré une réduction des lipides totaux chez les larves d'Anophelesstephensitraitées avec
certains extraits de plantes. Des résultats similaires ont été observés par Sharma et al.
(2011)qui ont rapporté que les teneurs en lipides chez les larves d'Anophélinés et de
Culicinésdiminuent de 28,57% et de 25,0%, respectivement apres traitement avec l'extrait

d'Artemisiaannua.
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Conclusion

Depuis toujours I’étre humain cherche a lutter contre les moustiques qui sont vecteurs
de diverses maladies. Plusieurs moyens de lutte sont exploités, entre autres, I'utilisation des
insecticides chimiques. Neéanmoins, ces derniers ont un impact nocif sur la santé et
I’environnement. Ainsi, le recours a des alternatives naturelles jouant le méme rdle que les
insecticides synthétiques et présentant des avantages écologiques et économiques, au vu de

nombreux chercheurs, s’avére nécessaire.

L'Artemisia herba-alba etleRosmarinus officinalis sont des plantes médicinales,
utilisées depuis longtemps. Elles ne sont pas exploitées a 1’échelle qui se doit, malgré leurs

effets biologiques potentiels.

Notre etude est axee, d’une part, sur I’évaluation du potentiel larvicide de I’huile
essentielle et des extraits polaires d’Artémisia herba-alba ainsi que I’ huile essentielle de
Rosmarinus officinalis a I’égard des larves nouvellement exuviées du 4eme stade de I’espéce
de moustique Culesita longiareolata et, d’autre part, sur I’effet de la concentration Iétale 25
(CL2s)de TP’huile essentielle d’Artémisia herba-albavis-a-vis des métabolites (glucides,
protéines et lipides) des larves nouvellement exuviées du 4éme stade de I’espéce de

moustique Culex pipiens.
Les résultats obtenus montrent que :

v' L’huile essentielle d’Artémisia herba-alba possede un effet larvicide intéressant sur
les larves L4 nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata et Culex pipiens.

v L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a un effet larvicide tres intéressant sur les
larves L4 nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata .

v" L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis est plus efficace que I'huile essentielle
d’Artémis herba-alba sur les larves L4 de Culiseta longiareolata.

v’ Les extraits polaires Ah-HA et Ah-ME ont un effet larvicide plus faible sur les larves

L4 de Culiseta longiareolata.

Il sera intéressant et nécessaire de poursuivre cette recherche, en évaluant d’autres
concentrations des huiles essentielles et des extraits des plantes Artémisia herba-alba et

Rosmarinus officinalis, afin de déterminer les concentrations létales.
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