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Résumé

Les moustiques jouent un role important dans 1’effet écologique bénéfique malgré
leurs nuisances associées a I’alimentation en sang et en tant que vecteurs potenticls de
transmission d’agents pathogénes qui causent des maladies infectieuses chez I’humains et

I’animaux.

Le contrble de ces insectes suceurs de sang repose sur I’utilisation d’insecticides
chimiques contre les adultes ou les larves. Or, aujourd’hui, les phénomenes de pollution et
de résistance aux différents types de pesticides chimiques menacent I’environnement en
général et ’homme en particulier. Les insecticides a base de plantes sont I'un des moyens
par lesquels les plantes se protégent des ennemis naturels, il est donc fortement

recommandé de les combattre avec des insecticides a base de plantes.

Le screening phytochimique réalisée sur les feuilles de Rosmarinus officinalis a
montré la présence des flavonoides, des tanins catéchiques, des quinones, des stéroides et
I’absence de tanins galliques, leucoanthocyanes, alcaloides, et terpenes.

Le test de toxicité a éte réalisé en conditions de laboratoire sur les larves des stades L3,
L4 de Culiseta longiareolata.
Les tests de toxicité ont révélé des concentrations létales CLs, CLsg, et CLgo a 24h, 48h et
72h.
L’extrait hydro-éthanolique de la plante Rosmarinus officinalis montre une toxicité a

I’égard des larves 3 et 4 de Culiseta longiareolata avec une relation dose-réponse.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, screening phytochimique, extrait hydro-éthanolique

Culiseta longiareolata, toxicité, bioinsecticides



Abstract

Mosquitoes play an important role in the beneficial ecological effect despite their
nuisances associated with the blood supply and as potential vectors for the transmission of
pathogens that cause infectious diseases in humans and animals.

Control of these blood-sucking insects relies on the use of chemical insecticides
against adults or larvae. Today, however, the phenomena of pollution and resistance to
different types of chemical pesticides threaten the environment in general and man in
particular. Herbal insecticides are one of the ways in which plants protect themselves from
natural enemies, so it is strongly recommended to combat them with herbal insecticides.

Phytochemical screening on the leaves of Rosmarinus officinalis showed the
presence of flavonoids, catechic tannins, quinones, steroids and the absence of gallic

tannins, leucoanthocyans, alkaloids, and terpenes.

The toxicity test was conducted under laboratory conditions on the L3, L4 stages of

Culiseta longiareolata.

Toxicity tests revealed lethal concentrations LC25, CL50, and CL90 at 24h, 48h,
and 72h.

The hydro-ethanolic extract of Rosmarinus officinalis shows toxicity to Culiseta

longiareolata larvae 3 and 4 with a dose-response relationship.

Keywords: Rosmarinus officinalis, phytochemical screening, hydro-ethanol extract

Culiseta longiareolata, toxicity, bioinsecticides
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Introduction

1 Introduction
Les insectes dépassent de loin tous les autres groupes biologiques en termes de nombre

d’espeéces et de diversité morphologique. Environ 1000000 d’especes d’insectes
différentes ont été décrites a ce jour, mais ce nombre ne représente qu’une fraction des
insectes qui existent réellement, de nombreuses especes sont encore inconnues, notamment
dans les régions tropicales. Certains auteurs pensent que les nombres appartiennent a des
espéces a la classe Insecta peut atteindre 10 000 000, d’autres 30 000 000, les insectes sont
les seuls invertébrés terrestres a avoir des ailes combinées a leur taille relativement petite,
contribuent sans aucun doute a leur survie. lls habitent tous les habitats et sont associes a
de nombreux autres organismes végétaux et animaux. La plupart des insectes, du moins a
I’état adulte sont aériens, mais certains sont endogeénes (vivant sous terre) ou souterrains
(vivant dans des terriers), d’autres vivent au-dessus de I’eau, et d’autres sont totalement
aquatiques (Delaunay et al., 2001).

Les Culicidae sont des insectes mécoptéroides Diptere Nématocere caracterisés par une
évolution progressive qui affecte en paralléle les adultes et les larves. lls occupent la
premiére place par le réle de vecteurs de certains organismes pathogéenes de leurs
représentants ou en harcelant les autres. (Merabeti et Ouakid, 2011).

Un inventaire systématique des moustiques collectés de différents refuges de Tébessa
(nord-est algérien) a permis d’identifier neuf espéces. Les espéces les plus communes sont
Culiseta longiareolata (62,01%) et Culex pipiens (32,57%) (Bouabida et al.,2012).

En entomologie médicale et vétérinaire, les moustiques jouent un réle important malgré
leur nuisance associée a l’alimentation en sang et en tant que vecteurs potentiels de
transmission d’agents pathogénes. (Duvallet et Chabasse, 2020). Ils peuvent transmettre
plusieurs maladies potentiellement mortelles comme le paludisme, la dengue, la fievre
jaune, le chikungunya, la filariose, I'encéphalite, I'infection de virus West Nile (WHO,
1996).

Pour prévenir la prolifération de ces maladies, la lutte contre les moustiques s'avere
indispensable. Elle est basée sur l'application d'insecticides synthétiques tels que les
organochlorés et les organophosphorés. Ces préparations, bien qu’elles soient efficaces,
présentent plusieurs inconvénients d'ordre techniques, économiques et écologiques (Ghosh
et al., 2012). A tous ces inconvénients s’ajoute aussi un grand nombre de problémes tels
que l'apparition des especes résistantes, l'impact sur les organismes non visés et la

contamination des chaines trophiques (Domingues et al., 2010).
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Les plantes sont les compagnies biochimiques de la nature lls bio-synthétisent un large
éventail de produits naturels différents, tels que les alcaloides, les terpénes et les
terpénoides, les composés phénoliques, les flavonoides et les coumarines grace a leurs
mécanismes structurels pour réduire les attaques d’insectes, a la fois constitutives et
inductibles (Acheuk et al., 2017).

Leur utilisation a fait ’objet de plusieurs travaux de recherche durant cette dernicre
décennie et a suscité un vif d’intérét scientifique traduit par le nombre de travaux sur
’activité insecticide des extraits végétaux vis-a-vis des larves de moustiques (EI Akhel et
al., 2015).

Dans cette perspective, nous visons a évaluer les réponses des populations d'une espéce
de moustique, & l'impact d'un nouvel insecticide a base d’extrait hydro-éthanolique de
Rosmarinus officinalis sur une espece de moustique Culiseta longiareolata.

Ce travail est structuré comme suit : une partie relative a I'étude bibliographique et une
autre partie réservée a I’étude expérimentale :

» Dans la partie bibliographique nous présenterons la plante Rosmarinus officinalis
et ’espece Culiseta longiareolata.

» Dans la partie expérimentale nous présentons les réponse des populations de
I’espéce de moustique (Cs longiareolata) a l'impact de I’extrait hydro-éthanolique de
Rosmarinus officinalis, par 1’étude de I’aspect toxicologique pour déterminer les
concentrations létales (CL s et CLsg) de I’extrait hydro-ethanolique a 1’égard des larves du
troisieme et quatriéme stade nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata a 24, 48 et
72 heures apreés traitement. Enfin, une conclusion globale qui résume 1’ensemble des

résultats obtenus.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Présentation de Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis (romarin) est un arbuste aromatique appartenant a la famille

Lamiacées (Lamiaceae) connues depuis I’Oligocéne. C’est 1’'une des familles les plus
populaires largement distribué dans le bassin méditerranéen, notamment en Algérie. Il
comprend plus de 3300 espéces, environ 200 genres (Bruneton, 1993).

Le nom latin Rosmarinus est interprété comme « ros » dérivé rosée et « marinus »
Appartient a la mer, méme s’il en pousse loin (Heinrich et al., 2006).

Le romarin C’est un arbuste de 50 cm a 1 m ou plus, toujours vert, trés aromatique, tres
ramifié, trés feuillée. Les fleurs sont bleu pale ou blanches. L’écorce se décolle sur les
vieilles branches, et son odeur est tres douce, Tenace (Makhloufi, 2009).

Selon Mathias (2008), le romarin fleurit en janvier et mai. Son pollen est typiqguement

blanc cassé.

2.2 Origine du la plante

La plante est originaire du Caucase et de la Méditerranee orientale, mais depuis
I’antiquité, elle a été introduite comme espéce ornementale dans de nombreuses régions du
monde (reste de I’Europe, Chili, Chine, etc.). Cependant, il est le plus souvent cultivé dans
les pays au climat méditerranéen. Habite des altitudes de 0 a 1600 m et est indifférent aux
conditions du sol. Il ne pousse pas bien dans les régions tres humides ou trés froides. La
période de floraison s’étend de fin décembre a avril dans la région méditerranéenne
(hémisphére nord) (Gonzalez et Ayala, 2020).

Le romarin tire son nom de rose de mer uniquement du fait qu’il pousse spontanément
au bord de la mer (Makhloufi, 2009).

Il est également endémique d’Espagne, de Turquie, de Gréce et du sud de la France.
Préfére I’Italie et 1’ Asie, le Maroc a la Tunisie, le Caucase et I’Amérique du Nord Régions
tempérées et froides. En Algérie, il occupe une superficie de 70 000 hectares (Boukhelfa,
1991).

2.3 Classification
Tableau 01 : Classification selon Andrade et al (2018).
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Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre RosmarinusL.
Espece Officinalis

2.4 Description botanique

Le romarin est un arbuste de la famille de la menthe et la hauteur de ’arbre peut
atteindre 1,5 metre. Malgré sa grande taille, 1l peut étre facilement identifié toute 1’année
par ses feuilles persistantes sans pétioles. Coriace, plus longue que large, avec des bords
Iégerement arrondis, vert fonce brillant. Les fleurs varient en couleur bleu pale a violet. Il'y
a un calice poilu avec des dents bordées de blanc et deux étamines flanquées de petites

dents. Comme la plupart des Lamiaceées, le fruit est un tétracene brun. (Zeghad, 2008).

Figure 01 : Présentation d’un rameau du Rosmarinus Officinalis (Iserin, 2001).

2.5 Composition chimique de Rosmarinus Officinalis
Les plantes aromatiques sont riches en huiles volatiles qui dégagent un ardme agréable.
Les composés aromatiques importants du romarin comprennent les hydrocarbures mono

terpéniques, les monoterpénes oxygenés, les hydrocarbures sesquiterpéniques, les
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sesquiterpénes oxygeéneés, les esters, les cétones, les phénols, les alcools, etc (Ribeiro-
Santos et al., 2015).

Comme d’autres huiles essentielles botaniques, la composition chimique de I’huile de
romarin varie selon le génotype, la géographie, le climat et la méthode de préparation, les
principaux composants de romarin étaient le 1,8-cinéol, I’a-pinéne, le B-pinéne et le
camphre. En moyenne, le 1,8-cinéole représentait 52 % du poids de I’huile (Isman et al .,
2008).

Les feuilles de romarin contiennent trois especes chimiques Il confere des propriétés
pharmacologiques trées différentes (Fuss, 2014) :

R

% Flavonoide : (gengquanine, diosmétineetc ...).
% Diterpénes : (picrossalvin, rosmanol, carnosol, etc...).
% Acide phénolique :(acide chlorogénique, acide rosmarinique, acide Carnosique,

etc...).

2.6  Activités biologiques

Les effets biologiques du romarin ont été rapportés dans des études portant sur une
série d'effets, notamment : Effets anti-tumoraux, anti-oxydants, anti-infectieux, anti-
inflammatoires, analgésiques, effets sur des maladies telles que le systéme nerveux central,
endocrinien cardiaque, remodelage cardiaque apres infarctus du myocarde, modifications
corporelles, poids corporel, dyslipidémie, ischemie cérébrale, toxicité hépatique et rénale,
stress, anxiété. Les effets anti-inflammatoires du romarin seraient dus a la présence d'acide
carnosique, d'acide carnosique, d'acide rosmarinique, d'acide ursolique, d'acide oléanolique
et d'acide micromique qui agissent en synergie. En particulier, I'effet anti-inflammatoire est
considéré comme étant di a l'effet synergique de I'acide ursolique et des micropolyacides
contenus dans I'extrait de romarin. On pense que les effets anti-inflammatoires de I'extrait
de R. officinalis sont dus a la présence d'une combinaison d'acides ursolique, oléanoligue et
micromique (Macedo et al., 2020)

Le romarin contient de nombreux composés phytochimiques qui sont des sources
potentielles de composés naturels tels que les diterpénes phénoliques, les acides
phénoliques, les flavonoides et les huiles essentielles. Environ 90 9% de [Dactivité
antioxydante du romarin est principalement due a sa forte teneur en composés non volatils
tels que I’acide carnosique, le carnosol (un diterpénoide phénolique) et 1’acide

rosmarinique (Bradley, 2006).
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2.7 Utilisation de la plante

Romarin peut étre utilisé frais, séché ou en infusion. L’huile essentielle et les extraits de
romarin sont disponibles pour une utilisation dans les emballages alimentaires,
I’aromathérapie et les procédures médicales. il est utilisé comme agent aromatisant dans la
cuisine, la conservation des aliments et les cosmétiques, ou en médecine traditionnelle a
des fins anti-inflammatoires, diurétiques et antibactériennes, la prévention et le traitement
du diabéte, du cancer et des maladies cardiovasculaires. Le romarin fournit des protéines,
des fibres, des vitamines et des minéraux connus pour leurs propriétés anti-maladies
(Ribeiro-Santos et al., 2015).

2.8 Procédé d’extraction

2.8.1 Preparation de I’extrait hydro-éthanolique

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Merghem et al, 1995), le matériel
végétal broyé (100 g) est soumis a une extraction par macération dans le mélange éthanol
/ eau (30/70 : v/v) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24 heures
et agitation de temps en temps. Les macéras sont réunis puis ils sont filtrés sur un papier
filtre. Les filtrats sont évaporés presque a sec au moyen d’un évaporateur rotatif. Le
résidu sec est repris dans une quantité d’ethanol (I'intérét de I'utilisation de I’ethanol
c’est pour assurer la récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon

d’évaporation).
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Figure 02: Extraction par I’utilisation de 1’évaporateur rotatif

2.9 Screening phytochimique de Rosmarinus Officinalis

Pour identifier les différents groupes de composés chimiques présents dans les deux
plantes, un screening chimique a éte réalise. La colorimétrie et la gravimétrie ont éte les
deux principales voies d’identification de ces groupes de substances en solution. Les
alcaloides, les flavonoides, les saponines, les anthocyanes, leucoanthocyanes, les tanins, les
terpénes et stérols contenus dans la plante ont été mis en évidence selon les méthodes

décrites par (Harborne ,1998).

e Tanins

Les tannins catéchiques, non hydrolysables, sont identifiés a I’aide du réactif de Stiasny
(Formol 30%/HCI concentré : 3-1). 5 ml de I’infusé ont été évaporés a sec. Aprés ajout de
15 ml du réactif de Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu au bain- marie a 80 °C
pendant 30 min. L’observation d’un précipité orange caractérise les tanins catéchiques.
Les tannins galliques, hydrolysables, sont mis en évidence par ajout de FeCl3. En effet,
nous avons filtré la solution précédente puis la saturé d’acétate de sodium. L’addition de 3
gouttes de FeCl3 a 2% provoque I’apparition d’une teinte bleu-noire intense dénotant la

présence de tanins galliques.
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e Leucoanthocyanes
Les leuco-anthocyanes sont révélés par 1’ajout a 05 ml d’infusé de 04 ml d’alcool
chlorhydrique (Ethanol/HCI pur : 3-1). Aprés quelques minutes de chauffage au bain marie
a 50°C, L’apparition d’une coloration rouge (rouge cerise) est caractéristique de leur
présence.
e Saponines
Un décocté a 2 % est préparé avec 2 g de poudre dans 100 ml d’eau bouillante et
maintenir une ébullition pendant 30 minutes. A partir de cette solution mere on prépare 10
tubes de 1-10 ml, le volume final étant réajusté a 10 ml avec de 1’eau distillée. Chaque tube
est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min en position verticale.
Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de saponines.
e Flavonoides
10 g de la poudre a été macérée dans 150 ml d’HCI a 1% pendant 24 h. Ajouter le
NH40H au 10 ml du filtrat pour rendre la solution basique. L’apparition d’une couleur
jaune claire apres 3h dans la partie supérieure du tube montre la présence des flavonoides.
e Alcaloides
La présence des alcaloides est établie par la précipitation de sels et la révélation a 1’aide
du réactif de Mayer (5 g de KI + 1,358 g de HgCI2 solubilisés dans 100 ml d’eau distillé).
A 5 g de poudre ajouter 50 ml d’HCI a 1%. Apres 3 heures de macération a température
ambiante, le macéré a été filtré. Prélever 1 ml de filtrat y ajouter 5 gouttes de réactif. La
présence d’alcaloides est mise en évidence par I’apparition d’un précipité blanc.
e Terpeénes et stéroides
Pour mettre en évidence les stéroides et les polyterpenes, nous avons utilisé le réactif de
Liebermann. En effet, 5 g de poudre des feuilles ont été macérés dans 20 ml d’éther de
pétrole, filtrés puis évaporés a sec dans un bain de sable a 90°C. Le résidu est trituré a
chaud dans 1 ml d’anhydride acétique. Nous avons ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique
concentré au triturat. L’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre et violet, virant au
bleu puis au vert, indigue une réaction positive.
e Quinones
Humecter 5 g de matériel végétal broyé de quelques gouttes de HCI. Mettre a
maceration ce matériel végétal pendant une heure ou 24 heures dans un Erlen Meyer fermé
et contenant 10 ml d’éther de pétrole. Apres filtration, 2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml

de NaOH a 10 %. La coloration rouge virant au violet apparait en présence des quinones.
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2.10 Présentation de Culiseta longiareolata
Culiseta longiareolata est une moustique d'une espéce de la famille des Culicidae et la

sous-famille des Culicinae (Araar et Dris, 2022). La taille de Culiseta longiareolata est de
3 a5 mm. C'est une espece pluripotente et rurale, la femelle est sténogame et autologue. lls
préferent macher les vertébrés, en particulier les oiseaux, mais rarement les humains. Cette
espece est considérée comme un vecteur des parasites du paludisme aviaire (figure 10)
(Dris, 2019).

Figure 03 : Femelle adulte de Culiseta Longiareolata

2.10.1 Position systématique
Tableau 02 : Position systématique de Culiseta longiareolata (Paul, 2009).

Regne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Famille Culicidae
Sous famille Culicinae
Genre Culiseta
Espece Culiseta longiareolata

——
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2.10.2 Cycle de vie du Culiseta longiareolata
Les moustiques sont des insectes holométaboles dont le cycle de vie comprend des

stades aquatiques et aériens (figure 11) (Dris, 2019). Le cycle de développement des
moustiques prend parfois 12 a 20 (Dahchar, 2017). Les adultes, sont en suspension dans
l'air, tandis que les ceufs, les larves et les nymphes constituent les stades pré-adultes et
vivent généralement dans de I'eau douce, parfois sauméatre. La durée totale de
développement est fortement influencée par la température et varie de 10 a 15 jours sous
les tropiques (Dris, 2019).

Les femelles ingérent normalement du sang pour assurer la maturation des ovocytes.
Dans des conditions optimales, ce cycle dure environ 12 a 20 jours. L'accouplement des
moustiques a lieu en vol ou dans la végétation et ne se produit généralement qu'une fois
dans une vie. Apreés la prise de sang, la femelle atterrit dans une zone protégée pour digérer
son repas. La ponte des ceufs aura lieu 2 a 4 jours aprés la prise de sang (Aissaoui, 2014).

» (Eufs

Apreés l'accouplement, qui a eu lieu peu de temps apres I'éclosion des adultes, la femelle
fécondée a pondu 200 a 400 ceufs perpendiculairement a la surface de l'eau. Les ceufs,
cylindriques et blanchatres a la ponte, deviennent gris ou noirs au bout de quelques heures.
Cette coloration est due a l'oxydation de certains constituants chimiques de la theque au
contact de l'eau ou de l'air. Les ceufs ont des couvercles qui s'ouvrent vers le bas a
I'éclosion, d'ou émergent les larves grace a des épines chitineuses au niveau de la téte
(Dris, 2019).

» Larves

Les larves passent par quatre stades de développement, L1, L2, L3 et L4, sont séparees
par la mue et atteignent environ 2 a 12 mm. Les larves sont mobiles et respirent a la
surface de I'eau via un siphon respiratoire au bout de leur abdomen. Ils saccadent et se
nourrissent de divers microbes (particules végétales, bactéries, levures). Les larves sont
apodes, se déplacent rapidement et ont des piéces buccales broyeuses. Le corps larvaire est
composeé de trois parties : la téte est entourée d'une capsule durcie, le thorax est composé
de trois segments fusionnés et I'abdomen a neuf segments : le dernier segment abdominal
est le , attaché a l'extrémité postérieure ou l'anus est dans une position ventrale position
courbée. Aprés chaque mue, la larve se fixe prés de la carapace rejetée et se transforme en
pupe a la fin de cette période (Dris, 2019).

» Nymphes
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Les larves ou pupes sont également aquatiques, en forme de virgule et mobiles, mais ne
se nourrissent pas a ce stade. Cette étape dure 2 a 5 jours. L’air atmosphérique est aspiré
par deux trompettes respiratoires situées dans le céphalothorax. Son corps est composé de
deux parties : un gros céphalothorax (antennes, tronc, pattes, ailes) et un abdomen en
forme de queue permettant de distinguer les sexes. Les femelles ont des queues plus
courtes. Le stade nymphal est un stade transitoire au métabolisme trés actif, au cours
duquel I’insecte subit de profondes modifications morphologiques et physiologiques,
passant des stades larvaire, aquatique et saprophyte aux stades adulte, aérien et
généralement femelle. Insectes. A la fin de cette étape, le tégument s’asséche au contact de
I’air, et sous I’influence d’une pression interne accrue, une fente en forme de T se forme
sur la face dorsale, libére successivement I’abdomen, laissant la coque pupale rejetée dans
I’eau. Ce phénomeéne émergent dure environ 15 minutes, pendant lesquelles I’insecte est
exposé a de nombreux prédateurs sur des surfaces non protégees(Dris, 2019).

» Adultes

Les adultes, comme tous les diptéres, ont une paire dailes longues, étroites et
membraneuses avec des écailles le long des nervures, qui sont repliées horizontalement au
repos. La seconde paire se reduit a une paire de pendules. Ils ont un corps elancé divisé en
trois parties : la téte, le thorax et I'abdomen. Au niveau de la téte, les adultes ont de longues
antennes fines et articulées contrairement aux autres membres de la famille des diptéres.
Les femelles se distinguent facilement des males par la présence d'antennes pennées. lls

ont de longues parties buccales suceuses et suceuses (Dris, 2019).
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[ 4 Stades larvaires ]

Phase aguatique

S e

[ Stade nymphal ] [ OEufs : Nacelle ]

Phase aérienne

Figure 04 : Cycle de developpement du Moustique.

2.10.3 Collecte et élevage
Les larves de moustique sont récoltés des différents sites d'échantillonnage. Les larves

sont élevees dans des récipients contenant 150 ml d'eau déchlorurée et nourris avec 0,04g
du mélange biscuit 75% et 25% levures (Tine-Djebar et Soltani., 2008). L'eau est
renouvelée chaque deux jour. Le régime alimentaire joue un grand réle dans la fécondité
car les protéines permettent a la femelle de pondre plus d'ceufs par rapport aux femelles

nourries de sucre seulement (Wigglesworth, 1972).

2.10.4 Traitement et teste de toxicité
L’extrait hydro-éthanolique dissoute dans I'éthanol est appliqué sur des larves du

troisieme et quatrieme stade de Cs. longiareolata. Apres un screening préalable, L’extrait
hydro-éthanolique de romarin a été testé a différentes concentrations. Trois répétitions
comportant chacune 15 larves, ont été réalisées pour chague concentration. Une série
témoin négatif (les individus ne subissent aucun traitement) et une série témoin positif (les
larves regoivent 1ml d'éthanol) sont conduites en paralléle. Le traitement a été appliqué

dans des goublets contenant chacun 150 ml d’eau déchlorurée et de la nourriture pendant

12
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24 heures, selon les recommandations de 1’organisation mondiale de la santé (OMS, 1963).
Apres cette période, les larves sont rincées puis placées dans de nouveaux goublets
contenants de I'eau propre et de la nourriture. Le suivi de mortalité des larves a été réalisé a
24, 48 et 72 heures apres traitement, le pourcentage de mortalité observée est corrigé par la
formule d’Abbott (1925) qui permet d’éliminer la mortalité naturelle et de déterminer la
toxicité réelle du biopesticides. La détermination des concentrations sous létales et létales
(CLgs, CLso et CLgo) ainsi que leurs intervalles de confiance (95% IC) a été faite grace a un
logiciel GRAPH PAD PRISM 7.
e Mortalité corrigée (M .C)
Le pourcentage de la mortalité observée chez les larves témoins et traitées a été

déterminé par la formule suivant :

% mortalité des larves traitées -% mortalité des larves témoins
M .C%-= x100
100 -% mortalité des larves témoins

La formule permet d’¢liminer la mortalité et de connaitre la toxicité réelle et de

pesticides par ’analyse des probits.

2.10.5 Analyse statistique
L’analyse statistique a ¢été réalisée grace au logiciel MINITAB (version 16, Penn State

College, PA, USA), Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne + 1’écart-type
(SD).
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3 Résultats

3.1 Screening phytochimique
Les résultats de I’analyse phytochimique sont présentés dans le tableau 5. Le signe "+"
traduit la présence du groupe de composés chimiques et le signe "—" une réaction négative.
Les résultats indiquent que les feuilles de Rosmarinus officinalis renferment des
flavonoides, des tanins catéchiques, des quinones, des stéroides et ne contient pas de tanins
galliques, leucoanthocyanes, alcaloides, et terpénes.

Tableau 03: Résultats du criblage phytochimique de ’extrait hydro-éthanolique de

Rosmarinus officinalis

Métabolites secondaires Observations Résultats
n _
) T. catéchiques +
Tanins )
T. galliques -
Leucoanthocyanes -
Saponines -




Résultats

Flavonoides + (isoflavon)

Alcaloides

) o Terpenes —
Terpenes et stéroides -
Steroides +
Quinones ... +

3.2 Efficacité larvicide de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis a
I’égard de Cs. longiareolata
Les essais toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité de I’extrait hydro-

éthanolique de Rosmarinus officinalis a partir de la mortalité enregistrée chez les individus
traités apres différentes périodes 24, 48 et 72 heures.

* Stade larvaire (L3)

Différentes concentrations : 15, 30, 60, 120, 180 mg/ml ont été appliquées sur les larves

du troisieme stade nouvellement exuviées. Des séries témoins négatifs (eau seulement) et
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témoins positifs (eau + 1ml éthanol) sont réalisées en paralléles. Aucune mortalité n’a été
observee dans les deux séries témoins. Les mortalités corrigées mentionnées dans
I’histogramme (figure 05) marquent une augmentation significative en fonction des
concentrations appliquées et des périodes testées.

Les données ont fait ’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification
qui révele un effet — concentration tres hautement significatif (p < 0,0001) a 24, 48 et 72
heures. La courbe dose-réponse exprimant le taux de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des concentrations appliquées (Figure 06) a permis 1’estimation des valeurs
des différentes concentrations sous létales (CLyset CLsg) et létales (CLgg) ainsi que leurs
intervalles de confiance et le Hill Slope (Tableau 04).

~

N

150 A
N [ | 15 mg/mil
S
~ Bl 30 mg/ml
()
ag)a [ | 60 mg/ml
1S
S B 120 mg/ml
o
2 Bl 180 mg/ml
©
-
—
o
p

k Temps (heurs) J

Figure 05. Effet de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis (mg/ml)
appliquée sur des larves du troisieme stade de Cs. longiareolata, sur le taux de mortalité
corrigée a 24, 48, et 72 heures
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Figure 06. Effet de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis (mg/ml),
appliquée sur les larves 3 de Cs. longiareolata: Courbe dose réponse exprimant le
pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses

Tableau 04. Efficacité de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis
(mg/ml) appliquée sur des larves du troisieme stade de Cs. longiareolata a 24, 48 et 72

heures apres traitement: analyse des probits.

s 2 - Concentrations sous Iétales (mg/ml) Concentrations létales (mg/ml)
(heures) R HillSlope (95()%'_,2&) (95(5/:(:]5(03) (Q;Zg;)C)

24 0,98 1,93 (18,5%0?23,73) (39,5%3i0$0,07) (98,71ZGE 529,7)

48 0,98 1,98 (19,7%0}12,45) (40,43? %%7,36) (99,97159288,6)

72 0,96 1,57 (9,63 %47,09) (28,3413ieé3,54) (89,01575’ '5?14,1)

* Stade larvaire (L)

L extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis a été testee sur les larves 4 de Cs.

longiareolata a differentes doses 15, 30, 60, 180, 360, 480 mg/ml. La mortalité naturelle

enregistrée chez les séries témoins positifs et négatifs est nulle. Le traitement révele un

——
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effet larvicide avec une relation

Aussi ’analyse de la variance a un critére de classification fait ressortir des
différences tres hautement significatives (p < 0,001) (Figure 07). La courbe dose-réponse

exprimant le pourcentage de mortalités corrigées en fonction du logarithme de la dose

appliquée (Figure 08) a permis

sous létales et létales ainsi que leurs intervalles de confiance et le HillSlope (Tableau 05).

De plus, on note que le stade larvaire L, est plus resistant a 1’égard de 1’extrait hydro-

dose-réponse.

\

la détermination des valeurs des différentes concentrations

éthanolique de Rosmarinus officinalis comparativement au stade larvaire Ls.

-
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Figure 07. Effet de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis (mg/ml)
appliquée sur des larves du quatrieme stade de Cs. longiareolata, sur le taux de mortalité

corrigée a 24, 48, et 72 heures.
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Figure 08. Effets de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis (mg/ml),
appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata: Courbe dose réponse exprimant le
pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des doses.

Tableau 05. Efficacité de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis
(mg/ml) appliquée sur des larves du quatriéme stade de C. longiareolata a 24, 48 et 72
heures apres traitement: analyse des probits.

S Concentrations sous létales (mg/ml) Concentrations létales (mg/ml)
ériodes 2 .
(heures) R HillSlope Clys CLs, Clgo
(95% IC) (95% IC) (95% IC)
40,29 98,49 588,6
cs s 1.22 (14,35-90,71) (52,62 - 181,4) (192,5 — 3068)
37,46 94,81 607,2
8 O - (13-84) (50,56 —174,8) (198,5 - 3273)
31,05 87,36 691,5
& 092 194 (9.17-71,07) (45,46 — 161,3) (225,7 - 4454)
( ]
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4  Discussion

4.1 Analyse phytochimique de Rosmarinus officinalis

Pour se protéger, en plus des barrieres physiques, les plantes ont élaboré des systemes

de défense basés sur la production de molécules plus ou moins toxiques. Ces composés
naturels sont issus du métabolisme de la plante et sont appelés métabolites secondaires ou
encore métabolites spécialisés. Ce sont des produits qui n’interviennent pas directement
dans les activités biochimiques primaires permettant la croissance, le développement et la
reproduction de 1’organisme dans lequel ils sont produits (Dugrand-Judek, 2015).
Un screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des
groupes de familles chimiques présentes dans une plante (EL-Haoud et al., 2018). Notre
étude phytochimique réalisée sur les feuilles de Rosmarinus officinalis a montré la
présence des flavonoides, des tanins catéchiques, des quinones, des stéroides et I’absence
de tanins galliques, leucoanthocyanes, alcaloides, et terpenes.

. Ces résultats sont confirmés par d’autres travaux. Boudjema et al., (2011), ont noté
que les feuilles de romarin contiennent des quinones, des flavonoides, des terpenes, des
tannins et des saponines. Plusieurs études montrent que les feuilles de romarin sont riches
en polyphénols totaux et surtout en flavonoides (Zeghad, 2009).

D’autre part, nos résultats different des résultats obtenus par Saudi et Basodan, (2023)
en ce qui concerne les saponines, les tanins et qui ne sont pas présents dans 1’extrait

alcoolique des feuilles de la méme plante.

4.2 Effet larvicide de I’extrait hydro-éthanolique de Rosmarinus officinalis a I’égard
de Cs. longiareolata

Au cours des derniéres décennies, les recherches sur les interactions entre plantes et
insectes ont conduit a l'utilisation potentielle des extraits de plantes dans le domaine de la
lutte (Kamaraj et al., 2009)

Les composés phytochimiques dérivés de diverses sources végeétales offrent de
nombreuses utilisations bénéfiques allant des médicaments aux pesticides. En plus de leur
utilisation comme poisons contre divers stades de la vie des moustiques, les composés
phytochimiques ont également des utilisations potentielles comme répulsif et inhibiteurs de
croissance et de reproduction (Zeghib, 2022). lIs peuvent agir sur divers cibles du systéeme

nerveux des insectes, notamment 1'acétylcholinestérase (AChE), les récepteurs de l'acide y-
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aminobutyrique (GABA), les récepteurs de l'octopamine, les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (NAChR) et les canaux sodiques en provoquant la mort de I’insecte. Leurs
efficacités varient en fonction du profil phytochimique des extraits de plantes et de la cible
entomologique (Bouzidi, 2022)

Les tests toxicologiques sont adoptés pour tester la sensibilité des larves, vis-a-vis des
insecticides utilisés en campagnes de lutte (OMS, 1963), ils sont nécessaires pour évaluer les
concentrations létales. La toxicité a été évaluée a partir du taux de mortalité enregistrées
apres chaque traitement et qui dépend des doses ou des concentrations administrées.

Notre étude vise a tester la toxicité des extraites hydro-éthanolique extraites de
Rosmarinus officinalis sur les larves de troisieme et quatrieme stades nouvellement
exuviées de Cs longiareolata, dont les résultats montrent une activité larvicide avec une
relation dose-réponse. Cependant, les concentrations létales et sous létales de I’extrait
hydro-éthanolique du romarin montrent des valeurs variables en fonction du temps: CLs
(30,04 ; 30,17 et 21,74 mg/ml) , CLs (53,06 ; 52,5 et 43,61 mg/ml) et CLgo (165,6 ; 159 et
175,5 mg/ml) a 24, 48 et 72 heures aprés traitement, respectivement sur les larves du
troisieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata. Et: CLys (40,29 ; 37,46 et
31,05 mg/ml) , CLsp (98,49 ; 94,81 et 87,36 mg/ml) et CLg, (588,6 ; 607,2 et 691,5 mg/ml)
a 24, 48 et 72 heures apres le traitement sur les larves du quatriéme stade nouvellement
exuviées de Cs longiareolata

Des expériences antérieures ont montré que I’extrait aqueux de T. vulgaris, possede un
pouvoir larvicide plus élevé gue celui de Ricinus communis et Daphne gnidium a I’égard
de Cx.pipiens. De plus, les extraits aqueux de Ricinus communis et de Tetraclinisarticulata
appliqués sur les larves de quatre espéces de moustiques, montrent une sensibilité marquée
des larves 2 de Cx. pipiens et de Cs. longiareolata (Bouguerra, 2019). Les résultats signalés
par Koua (1994) révélent une activité toxique de I’extrait aqueux de Persea americana
appliqué sur différents stades larvaires d’An.gambiae avec une relation dose réponse.

Par ailleurs, L’effet insecticide des extraits de 5 plantes algériennes : Thymus vulgaris,
Artemisia herba-alba, Juniperus phoenicea, Rosmarinus officinalis et Eucalyptus globulus
a été évalué par Nabti & Bounechada, (2019) et qui ont signalé I’efficacité du thym
contre les larves L4 de Cs. longiareolata avec des concentrations létales (CL50 et CL90)
de 25,64 ppm et 50,53 ppm par rapport a J. phoenicea (59,83 et 137,68 ppm), R. officinalis
(64,18 et 96,55ppm), A. herba-alba (86,67 et 139,55 ppm), puis E. globulus (95,83 et
168,25 ppm).
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5 Conclusion

En raison des problémes liés a 1’utilisation des insecticides chimiques et leur impact
nocif sur la santé et I’environnement, le recours a des alternatifs naturels remplissant le
méme rble des insecticides de synthése et présentant des avantages écologiques et

¢économiques, s’avere nécessaire

L'application des extraits des plantes dans le domaine de la lutte a augmenté au
cours des dernieres années en raison de leur disponibilité et leurs propriétés biologiques.
Elles contiennent une large gamme de composés bioactifs dont beaucoup sont sélectifs et

ont peu ou pas d'effets nocifs sur les organismes non ciblés et sur I'environnement.

Le but de la présente étude était d’évaluer 1’effet d’un extrait hydro-éthanolique de
la plante Rosmarinus officinalis sur des larves de Culiseta longiareolata, en traitant des

larves de stade L3 et de stade L4 nouvellement muées de Culiseta longiareolata.

Le screening phytochimique réalisée sur les feuilles de Rosmarinus officinalis a
montré la présence des flavonoides, des tanins catéchiques, des quinones, des stéroides et

I’absence de tanins galliques, leucoanthocyanes, alcaloides, et terpénes.

Le traitement par ’extrait hydro-éthanolique de la plante sur les larves de stade L3,
L4 et de Culiseta longiareolata a permis d’établir les concentrations Iétales : CL25, CL50,
CL90. Cette huile montre des effets doses significatifs et manifestent une toxicité avec une

relation dose-réponse.

Enfin, on peut conclure que le romarin est une bonne source de substances
bioactives qui pourraient constituer une alternative naturelle potentielle aux agents de lutte

contre les insectes.

A T’avenir, il serait intéressant de compléter ces résultats par une analyse qualitative
de I’extrait hydro-éthanolique du romarin, de tester I’effet de cette huile sur la viabilité des
ceufs ainsi que sur le potentiel de reproduction. Par ailleurs, le dosage des métabolites
(protéines, lipides, glucides) et le dosage des enzymes du systéme de détoxification
(estérases, mono-oxygénase a P450) et les techniques de biologie moléculaire, pourraient
contribuer a mieux comprendre la mise en place du mécanisme de résistance et d’identifier

les génes affectés dans ce processus, afin d’établir un programme de lutte intégrée.
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