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Abstract

Abstract

This study aims to test the effect of the essential oils extracted from Ruta graveolens on a
mosquito Culex pipiens, the most abundant in the arid and semi-arid region, two aspects have
been determined.

Toxicological aspects : from the analaysis of probit concentrations CL 50 (7ppm) and CL90
(10ppm) in Culex pipiens were determined by probit analysis and Ruta graveolens essential
oils showed toxicity to larvae (4th Stage) in Culex pipiens, with a dose-response relationship.

Morphometric aspects: morphometric parameters were considered, weight of fourth instar
larvae of Culex pipiens controled and treated. The analysis of data shows that Ruta graveolens
causes a decrease in this growth parameter compared to controls.

Key words: essential oils, Ruta graveolens, Culex pipiens, morphometry, toxicology.



Résumé

Résumé

Cette étude vise a tester I'effet des huiles essentielles extraites de Ruta graveolens a I'égard
d'une espece de moustique (Culex pipiens), les plus abondant dans la région aride et semi-
aride, deux aspects ont été déterminés.

Aspects toxicologique: a permis d'établir grace a I'analyse des probits, les concentrations
letales CL 50 (7ppm) et CL90 (10ppm) chez Culex pipiens, les huiles essentielles de Ruta
graveolens manifestent une toxicite a I'égard des larves (4éme stade) chez Culex pipiens, avec

une relation dose-réponse.

Aspects morphométrique: paramétres morphométrique ont été considérés, le poids des
larves du quatrieme stade L4 de Culex pipiens témoins et traitées, 1’analyse des données
montre que Ruta graveolens provoque une diminution de ce parameétre de croissance par

rapport aux témoins.

Mots clés: huiles essentielles, Ruta graveolens, Culex pipiens, morphométrie, toxicologique.
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Introduction

Introduction

Les insectes sont les premiers Arthropodes a avoir peuplé la terre (lecointre, 2001). Parmi
ces insectes on peut trouver les Culicidae qui sont des Mécoptéroides Nématoceres
remarquables par 1’évolution progressive qui affecte parallelement 1’imago et la larve. Ils
occupent la premicre place, soit par le réle de vecteur d’organismes pathogenes de certains de
Ses représentants, soit par la nuisance d’autres. Au cours des dernié¢res années, le moustique
est devenu tres répandu dans la région présaharienne et peut menacer de propager des

maladies graves (Merabeti, 2011).

Les moustiques font partie de la classe des hexapodes, de I’ordre des Dipteéres, et de la
famille des Culicidés (Lacey & Orr, 1994). lls sont des vecteurs de plusieurs agents
pathogenes puisque leurs caractéres hématophages leurs conférent 1’état d’ectoparasites
temporaires, transmettant a ’homme et aux animaux diverses maladies. La malaria avec 300-
500 millions de cas infectés et 1,5-2,7 million de morts par année, la filariose lymphatique
avec 120 cas, la dengue avec 50 millions de cas et la fievre jaune (Nuttall, 1997 ;
Govindarajan, 2010).

Pour lutter activement contre les Culicidaes plusieurs méthodes ont été entre prises dans le
monde, comprenant la lutte chimique et la lutte biologique (Berliner, 1915). Les insecticides
chimiques sont la principale stratégie du contréle. Cependant, leur utilisation massive et
continue a provoqué divers inconvénients, comme les risques de contamination ou
accumulation dans le sol, I’eau et les denrées récoltées, le développement de résistances ou
encore les risques pour la sante des travailleurs agricoles (Carlos, 2010). Ces dangers ont
conduit ’OMS (Organisation mondiale de la Santé) a interdire 1’'usage de certains insecticides
chimiques et Pour assurer une meilleure intervention, tout en préservant au maximum le
milieu naturel, de nouvelles méthodes preventives ainsi que de nouveaux produits sont
constamment recherchés (Crosby et al., 1966). Cette recherche s’est orientée vers la lutte
biologique par I’utilisation de substances naturelles actives, non polluantes et s’utilisant dans
une lutte moins nocive et plus raisonnée. La lutte biologique prend diverses formes, par
’utilisation rationnelle de leurs ennemis naturels (Lacey & Orr, 1994) des bactéries :
Bacillus thuringiensis var. israelensis et Bacillus sphaericus, du poisson larvivore Gambusia
affinis (Coykondall, 1980 ; Bendali et al., 2001), mais celle qui retient ’attention des

chercheurs a I’heure actuelle est la lutte biologique par 1’utilisation de substances naturelles
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d’origines végétales qui sont les métabolites secondaires (huile essentielles, flavonoides

tanins...) .

Dans ce contexte, notre travail s’intéresse a évaluer les réponses des populations d’une
espéce de moustique, Culex pipiens a I’impact d’un nouvel insecticide a base d’huiles

essentielles d’une espéce de Ruta graveolens sur :

1.  L’aspect toxicologique pour déterminer les concentrations létales CL50 (concentrations
létale de 50% de la population) et CL90 (concentrations létale de 90% de la population)
des huiles essentielles de Ruta graveolens a 1’égard des larves du quatriéme stade
nouvellement exuviées de Culex pipiens.

2. Impact de la concentration Iétal CL50 sur la croissance pondérale
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de ’insecte

L’Ordre des Diptéres regroupe tous les insectes communément appelés Mouches,
Moucherons et Moustiques (Dalik, 1996). Les culicidés ou moustiques se divisent en trois
sous-familles, les Toxorhynchitinae, les Anophelinae et les Culicinae (Boulknaft, 2006).
Environ 3000 espéces des Culicidae sont connues dans le monde, la faune de 1’Afrique de
nord est composee de 66 especes appartenant a deux sous-familles, en sept genres et en dix-
sept sous genres dont sa richesse spécifique varie considérablement d’un pays a 1’autre
(Boulknaft, 2006).

En Algérie, seules les deux sous-familles Culicinae et Anophelinae sont représentées avec
six genres (Boulknaft, 2006).

De plus, au niveau des différentes stations d’étude de la région de Tébessa, toutes les
espéces réecoltées sont de la méme catégorie : C. Annulata, Cx. hortensis, C. longiareolata et
Cx. pipiens. C. longiareolata est l'espece la plus abondante dans presque tous les gites
prospectés, suivie de I’espéce Cx. pipiens la mieux représentée parmi I’ensemble des espéces,
elle se rencontre dans la majorité des gites (Bouabida et al., 2012).

Dans cette perspective, le matériel biologique est représenté par une espece de moustique
Culex pipiens.

Culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le monde (Faraj et al., 2006). Il est
capable de se développer dans toutes les régions du globe, excepte celles ou il régne un froid
trop (Resseguier, 2011) ; il se développe aussi bien dans le milieux dulgaquicoles, c’est-a-dire
que les gites préimaginaux sont en eaux douces et saumatres : ce sont de petits gites naturels
(fosses, mares, flaques d’eau) ou artificiels (bassins, réservoirs, récipients, vieux pneus
remplis d’eau de pluie, situes en général a proximité des habitations) (Moulinier, 2003 ;
Faraj et al., 2006).

Cx pipiens est un insecte a métamorphose complete, c'est-a-dire que les larves sont trés
différentes des adultes (Kettle, 1995). Cet espece rurale a activité nocturne est domestique,
c'est-a-dire qu’elle hiverne dans les habitations (Bussieras & Chermette, 1991 ; Kettle,
1995). Cx pipiens est actif pendant toute ’année et atteint son maximum de développeme
pendant les saisons chaudes les mois d’été et d’automne (Faraj et al., 2006). Leur

développement est lie a la présence d’eau (Bussieras & Chermette, 1991 ; Kettle, 1995).
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Cx pipiens (Linné, 1758) existe sous deux forme: la forme molestus, anthropophiles,
autogéne, sténogame (peut s’accoupler dans des espaces confines), urbaine et reste en activité

durant la période hivernale (homodynamique). La forme pipiens, ornithophile, anautogéne,

eurygame (s’accouple en plein air) et entre en diapause pendant I’hiver (hétérodynamique )
(Byrne & Nichols, 1999 ; Schaffner et al., 2001).

Cet espéce multivoltine le méale se nourrit exclusivement de suc et de nectar extrait de
plantes, et meurt apres la copulation. La femelle peut vivre de 3 semaines a 3 mois selon la
température et la quantité de gites, elle se nourrit du suc des plantes et est en plus
hématophage (Ripert, 1998). La prise d’un repas de sang est nécessaire a la maturation des
ceufs (Carnevale & Robert, 2009).

L’adulte de Culex pipiens caractérise par le tergite 111 avec une bande antérieure claire (figure
1). Chez les larves, le mentum contient 8 dents ou plus de part et d'autre de la dent médiane
(figure 2); les écailles du geme segment sont toutes sans épine médiane (figure 3) ; la dent
distale du peigne siphonal est formée de 3 a 5 denticules basaux et I'indice (longueur/largeur)
du siphon est de 4,6 a 5,9 in Tine —Djebber (2009). Le siphon respiratoire est a bord droit ou

convexe (figure 4).

Figure 01: Tergites abdominaux DE Figure 02 : Mentum de Culex pipiens (Gr : X
Culex pipiens (Gr : X 15) (Tine - 300) (Tine —Djabbar, 2009)
Djabbar, 2009)
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Figure 03 : Ecailles du 8éme segment
abdominal de Culex pipiens (Gr : X

200) (Tine —Djabbar, 2009)

Figure 04 :

Siphon de Culex pipiens

(Gr : X10) (Tine —Djabbar, 2009)

» Position systématique

La position systématique de Cx. pipiens est la suivante :

Tableau 1. Position systématique de Cx. pipiens.

Regne

Sous-régne

Embranchement

Sous-embranchement

Super-classe
Classe
Sous-classe
Infra-classe
Super-ordre
Ordre
Sous-ordre

Infra-ordre

Animalia
Metazoa
Arthropoda
Hexapoda
Protostomia
Insecta
Pterygota
Neoptera
Endopterygota
Diptera
Nematocera

Culicomorpha
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Famille Culicidae

Sous-famille Culicinae

Genre Culex

Espece Culex pipiens (Linné, 1758).

» Cycle de développement

La vie de Cx pipiens passe par plusieurs stades: ceufs, larves et nymphes qui sont

aquatique et 1’adulte qui a une vie aérienne (figure 5) (Jolivet, 1980).

Les ceufs : Suite a 1’accouplement qu’a eu lieu de temps aprés I’émergence des adultes,
chaque femelle étant fécondée une seule fois pour toute sa vie (Schaffiner et al., 2001). Les
femelles fécondées déposent leurs ceufs 0.47 + 0.07 mm de long et 0.14 + 0.05 mm de large
(Bendali, 1989), perpendiculairement a la surface de I’eau (Urquhart et al., 1996 ; Wall &
Shearer, 1997), sous forme cylindrique et de couleur blanchatre au moment de la ponte,
apreés quelque heures la coloration devient grisatre ou noiratre ceci due a I’oxydation de
certains composants chimiques de la theque au contact de I’eau ou I’air. Le nombre des ceufs
déposés varie entre 200 et 400 qui peuvent éclore en moins de 2 journées apres leur ponte
lorsque les conditions favorables (Guistevitch et al.,, 1974 ; Rhodain & Perez, 1985 ;
Himmi, 1995). L’ceuf est pourvu d’un opercule qui s’ouvre vers le bas au moment de
I’éclosion et la larve dégage ce dernier grace a une épine chitineuse qui se situe au niveau de
la téte (Rhodain & Perez, 1985).

Les larves : La vie du moustique au stade larvaire est inférieure a 10 jours : 1’évolution de
la larve s’accomplit en 4 stades de développement L1, L2, L3 et L4, séparés par une mue, lui
permettant de passer d’environ 2 a 12 mm. Les larves sont mobiles et respirent a la surface de
I’eau par I’intermédiaire d’un siphon respiratoire situé a 1’extrémité de 1’abdomen. Elles se
déplacent par saccades et se nourrissent de diverse micro-organismes (particules végetales,
bactérie et levures) (Urquhart et al., 1996 ; Andreo, 2003). Les larves sont apodes, se
déplacent rapidement et leur pieces, buccales sont de types broyeur. Le corps de la larve est
constitué de 3 parties : la téte incluse dans une capsule sclérotinisée, le thorax comprenant 3

segments fusionnés et I’abdomen pourvu de 9 segments : le dernier segment abdominal est
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courbé ventralement a son extrémité postérieure ou se situe 1’anus. Apreés chaque mue, la
larve se fixe a proximité de I’exuvie abandonnée et au terme de cette période se

métamorphose en nymphe (Rhodain et Perez, 1985).

Les nymphes: La nymphe ou pupe également aquatique, a une forme de point
d’interrogation (Euzeby, 2008) et mobile mais ne s’aliment pas durant toute la durée de ce
stade, qui varie entre 2 a 5 jours. Elle préleve 1’air atmosphérique grace a deux trompettes
respiratoires situées sur le céphalothorax (Urquhart et al., 1996 ; Cachareul, 1997 ; Wall &
Shearer, 1997). Son corps est constitué de 2 parties: un large céphalothorax (antennes,
trompe, pattes et ailes) et ’abdomen est sous forme d’une queue permettant de distinguer les
sexes. Chez les femelles la queue est plus courts (Guitsevitch et al., 1974 ; Rhodain & Perz,
1985). Le stade nymphal est un stade de transition au métabolisme extrémement actif, au

cours duquel I’insecte subit de trés profondes transformations morphologiques

et physiologiques qui I’aménent du stade larvaire, aquatiques et saprophyte, a la forme adulte,
aérienne et habituellement hématophage chez les femelles (Alayat, 2012). A la fin de ce
stade, le tégument se desseche alors au contact de I’air et il se forme une déchirure en T sur sa

face dorsale sous I’effet de I’augmentation de la pression interne (Bussieras & Chermette,

1991 ; Georgi & Georgi M.E ; Kettle, 1995). Par cette ouverture, le moustique adulte
dégagera successivement son thorax, sa téte, ses pattes, son abdomen, abandonnant dans 1’eau
I’exuvie nymphal. Ce phénomeéne de 1’émergence dure environ 15 minutes durant lequel
I’insecte se trouve exposé sans défenses a de nombreuses prédateurs de surface (Vinogradova

2003; Smith & Fonseca, 2004 ; Amraoui, 2012).

Les adultes : Les adultes du Cx pipiens, comme tous les dipteres, possédent une seule
paire d’ailes membraneuses longues et étroites pourvues d’écailles le long de ses nervures,
repliées horizontalement au repos. La deuxiéme paire est réduite a une paire de balanciers
(Harbach, 2007). Ils possédent un corps mince se divise en trois parties : la téte, le thorax,
I’abdomen, de taille moyenne environ 9 mm, globalement brun clair et des pattes longues et
fines (Wolfgang & Werner, 1988 ; Balenghien, 2007). lls se reconnaissent facilement par
la présence d’écailles sur la majeure partie de leur corps. Au niveau de la téte, I’imago se
différencie des autres familles de dipteres par des antennes longues, fines et articulées. Les
femelles se distinguent facilement des males par la présence des antennes plumeuses. Elles
possédent de longues pieces buccales caractéristique de type piqueur-suceur (Harbach,
2007).
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Emergence Reproduction
e Pont 5j apres le
24 a 48h Adulte s A

Phase aérienne

e

(Euf : Nacelle

Figure 05. Cycle de développement biologique du moustique Culex pipiens (x40).

2.2. Techniques d'élevage

2.2.1. A I'état larvaire

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des sites situés au niveau de
différentes régions de la ville de Tébessa (figure 6). Les larves sont élevées dans des
récipients contenant 150 ml d'eau déchlorurée et nourries avec 0,04 g du mélange biscuit 75%
- levure 25% (Rehimi & Soltani, 1999). 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'oeufs par rapport aux femelles nourries de sucre seulement
(Wiggles, 1972).
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Figure 06 : Sites d’élevage des moustiques (photo original)

2.3 Présentation de plante
Le nom Ruta viendrait du mot grec reuo = libérer; graveolens veut dire «a odeur

forte». La rue officinale est une plante vivace initialement originaire des Balkans, qui a été
introduite par les Romains en ltalie, et plus tard également au nord des Alpes. On ne la
rencontre toutefois a I’état sauvage que dans les endroits chauds et plutot secs, sur les versants
rocheux de la région méditerranéenne, en Italie. La rue, a feuilles persistantes, a une tige
ligneuse a la base, résiste au froid hivernal et n’est pas exigeante d’'une manicre générale, les
feuilles peuvent étre récoltées en permanence a partir de mai. Il faut faire sécher sans attendre

les feuilles dans un endroit ombragé et bien aéré.
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Figure 07 : feuilles de Ruta graveolens (photo original)

Systématique: (WIART, 2006; BONNIER, 1999; TAKHTAJAN, 2009)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division : Spermatophyta (plantes a graine)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)

Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta graveolens
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2.4 Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L'hydrodistillation reste la technique d’extraction la plus utilisée et la plus rapide pour
I’obtention des meilleurs rendements, sans altération des huiles essentielles fragiles. Leur
principe correspond a une distillation hétérogéne qui met en jeu 1’application de deux lois
physiques (El haib, 2011 ; El kalamouni, 2010). L’extraction se fait au niveau de laboratoire
de Tébessa par 'utilisation de systéme de type Clevenger.

Apres séchage de matériel végétal a ’air libre (on a utilisé les parties aériennes Ruta
graveolens qui ont été récoltées au mois de Février, 2017 dans les régions de Tébessa), 50g de
maticre séche est introduit dans le ballon a fond rond et & 3 cols ou fiole d’un litre surmonté
d’une colonne de 60 cm de longueur avec 500 ml d’eau distillée. Le ballon et son contenu
sera mis sur une chauffe ballon a une température voisine de 100 C° et raccordé avec le reste
de I’appareil d’extraction (Figure 8). Adopter ensuite le ballon a 1’appareil de condensation.
Laisser le mélange en ébullition pendant 3 heures. Pendant ce temps, le vapeur se dirige vers
le col du cygne puis dans le réfrigerent ou elle se condense rapidement et tombe, dans
I’ampoule de décantation, sous forme d’huile.

Les huiles essentielles recueillent par décantation a la fin de la distillation a été filtrée en
présence de sulfate de sodium Na,SO,4 pour éliminer les traces d’eau résiduelles et I’huiles
essentielles de Ruta graveolens sera par suite récupérer et stockée a 4°C a I’obscurité dans un
flacon en verre approprié, hermétique fermé et couvert d’une feuille d’aluminium pour la
préserver de I’air et de la lumiére. La quantité d’essence obtenue est pesée pour le calcul du

rendement (Bouguerra, 2012 ; Mawussi ; 2008 ; Tchoumbougnang et al., 2009).
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Huiles

Ballon a fond

Chauffe ballon

Figure 08. Montage de I’hydrodistillateur de type.Clevenger (photo original)

2.5 Rendement des huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids

de la matiére séche de la plante (AFNOR, 1987), évalué a partir de 3 échantillons (nombre

d’extraction). Il est exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R =Pg/Pa x 100 Ou R = [EPg/ ZPA] x 100

R : Rendement en huile en %
Pg : Poids de I’huile en g

Pa : Poids de la matiére séche de la plante en g
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2.6. Tests de toxicitée

Apres des essais préliminaires, on a déterminé des gammes des concentrations d’huile
essentielle de Ruta graveolens. Les différentes gammes ont été appliquées dans des gobelets
contenant chacune 150 ml d’eau et 25 larves du quatriéme stade nouvellement exuviées de Cx
pipiens selon les recommandations de 1’organisation mondiale de la sante (Anonyme, 1983).
Trois repétitions ont été réalisées pour chaque dilution. Trois gobelets témoins négatif et
positif ont été également constitués dans les conditions identiques aux gobelets tests. Le
témoin négatif ne contenait que de 1’eau tandis que le témoin positif renfermait un millilitre de
I’éthanol sans aucune trace d’huile essentielle. Le comptage des larves a été réalisé apres 24 h
d’exposition aux extraits volatils. Les larves ne sont pas alimentées pendant les bioessais

(Boyer, 2006 ; Tchoumbougnang et al., 2009).

Afin de caractériser 1’effet toxicologique des huiles essentielles, il est nécessaire d’estimer
les concentrations létales (CLsp et CLgy). Les pourcentages de mortalités observées sont
corrigés par la formule d’Abbott, (1925) lorsque le taux de mortalité des témoins est compris
entre 5 et 20% :

Pourcentage de . . o L.
g % mortalité des larves traitées — %mortalitées des larves témoins

= x100
Mortalité corrigé (%) 100 — Y%mortalités des larves témoins

Lorsque ce méme taux dépasse 20 %, le test doit étre renouvelé. La formule permet
d’éliminer la mortalité naturelle et de connaitre la toxicité réelle du pesticide par 1’analyse des

probits (Finney, 1971).

La méthode de Swaroop et al., (1966) précise l'intervalle de confiance avec une

probabilité de 95%. Deux paramétres sont nécessaires :

e Le 1* paramétre est le Slope, noté par (S) est donné par la formule suivante :

_ DL84/DL50+ DL50/DL16
2

S
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e Le 2°™ paramétre est FdI50 est donnée par la formule suivante :
Log Fdl50 = Log §>77 /"N

= (2,77/YN)x S

FdI50 = §277/VN

FdI50 = anti log A

N : effectif total pour les mortalités entre 16 et 84%.
Limite supérieure est égale DL50 x FdI50.

Limite inférieure est égale DL50 / FdI50.

2.7. Etude morphomeétrique
une parametres morphométriques ont été pris en considération pour les larves du quatrieme

stade le poids corporel pendant 24, 48 h et 72 h. (Nombre de répétition 3 et nombre des
individus 25)

2.8. 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 + I’écart-type
(SD).
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3. Résultats :
3.1. Rendement en huile essentielle de Ruta graveolens

L’huile essentielle de Ruta graveolens obtenue par un hydrodistillateur de type
Clevenger est de couleur jaune, claire avec une odeur agréable et avec un rendement de 1.18 +

0.055 % de la matiere seche de la partie aérienne de la plante.
3.2. Toxicologie des huiles essentielles de Ruta graveolens

Les études toxicologiques permettent de déterminer 1’efficacité des huiles essentielles
de Ruta graveolens qui est évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les individus

cibles aprés 24 h.

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du quatrieme stade (L4) nouvellement
exuviées de Culex pipiens avec des différentes concentrations des huiles essentielles de Ruta
graveolens : 2,5, 5, 7, 10 et 15 ppm pendant 24 h. La mortalité observée est corrigée a partir
d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le tableau 3 avec des taux variant de 8 %
(2,5ppm) a 100 % (15 ppm) avec une relation concentrations — réponse. Aprés une
transformation angulaire des pourcentages de mortalités (Tableau 4), Les données ont fait
I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tableau 5) qui révéle un

effet- concentrations trés hautement significatif (p< 0,001).

Tableau 02 : Effet des huiles essentielles extraites de Ruta graveolens (ppm) sur le taux (%)
de mortalité observée chez les larves du quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Culex
pipiens (m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

oncentrations

Témoins | Témoins | 2° PPM 5 ppm 7ppm | 10ppm | 15ppm

+

Répétitions
1 0 0 4 28 52 84 100
2 0 0 8 28 56 92 100
3 0 0 12 32 48 88 100

m £ sem 0,00+0,0 | 0,00+0,0 | 8+2,67 | 29,33+1,78 | 52+2,67 88+2,67 100+0,0
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Tableau 03 : Effet des HE extraites de Ruta graveolens (ppm) appliquées sur des larves du
quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Cx. pipiens. Transformation angulaire du taux
de mortalité corrigée (m *sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

Concentrations
2,5 ppm 5 ppm 7 ppm 10 ppm 15 ppm
Répétitions
1 11,54 31,95 46,15 66,42 84,26
2 16,43 31,95 48,15 73,57 84,26
3 20,27 34,45 43,85 69,91 84,26

Tableau 04 : Effet des huiles essentielles extraites de Ruta graveolens (ppm) chez les larves
du quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Culex pipiens Analyse de la variance des
données.

32:;?0‘:]6 dd| SCE CM Fobs p
Factorielle 4 1123067 | 280,767 421,15 | 0,000°*
Résiduelle 10 6,667 0,667

Totale 14 1129,733

Les concentrations 1étales, la CL50 (ou I’insecticide induit la mortalité¢ de 50 % de la
population ciblée), et la CL 90 (qui provoque la mortalité de 90 % de la population) sont
déterminées a partir de 1’équation de la droite de régression (figure 16) qui exprime le probit
du pourcentage de mortalité en fonction du logarithme décimal des concentrations des HE
(Tableau 6 et 7). Les concentrations CL50 et CL90, déterminées sont respectivement de 6,14
mg/l (intervalle de confiance : 5,69 — 6,62) et 13,14 mg/l (intervalle de confiance : 10,93 —
15,77), avec un Slope de 1,80 (Tableau 8).




Résultat et discussion

Tableau 05: Effet des HE extraites de Ruta graveolens (ppm) sur le taux (%) de
mortalité chez les larves du quatriéme stade (L4) nouvellement exuviées de Culex pipiens:
transformation en probits des mortalités (m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25

individus).

Concentrations
2,5 5 7 10 15
(mg/l) ppm ppm ppm ppm ppm
Probits 3,56+0,2 | 4,46+0,05 | 5,05+0,07 | 6,19+0,14 | 8,72+0,00

Tableau 06. Effet des huiles essentielles extraites de Ruta graveolens (ppm), appliquées sur
les larves du quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx pipiens, sur le taux de mortalité
corrigée : transformation des concentrations (ppm) en logarithmes décimaux.

Concentrations
2,5 5 7 10 15
(mg/l) ppm ppm ppm ppm ppm
Log 0.4 0.7 0,84 1 1,76
concentrations (X)

Tableau 07 : Efficacité des HE extraites de Ruta graveolens sur des larves du quatriéme
stade nouvellement exuviées de Culex pipiens, analyse des probits.

Equation R’
Slope CL50 (mg/l) CL 90 (mg/l)
IC (95%) IC (95%)
HE de Ruta 180 6,14 (5,69 — 13,14 (10,93 -
y = 3,88x+ 0,986 ’ 6,62) 15,77)
graveolens 1,942
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PROBIT 24h

10,00 -
9,00 -
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 . . . .

y=3,8832x+1,942
R?=0,9867

4 PROBIT 24h
—— Linéaire (PROBIT 24h)

Figure 9 : Courbe de référence expriment les probits en fonction des logarithmes décimaux
des concentrations (R?=0,986).

3.3. Effet de Ruta graveolens sur la Croissance pondérale des larves du quatrieme stade

Les résultats de I’évolution du poids corporel des larves au cours des différents
périodes sont mentionnés dans le tableau 07 et la figure 10. Pour les séries témoins et traitées,

on remarque une augmentation significative (p<0,05).

La comparaison des moyennes entre les séries témoins et traitées montre que la
concentration (CL50) provoquent une diminution significativement a 24 heure, 48 heure et a
72heure (p= 0,019), (p=0,042) et (p=0,035) respectivement.

Tableau 08: Effet de Ruta graveolens (CL50) sur le poids corporel (mg) des
individus de quelques stades chez Cx. pipiens (m + SD, n=3) : comparaison des moyennes a
différents temps pour une méme série (lettres majuscules) et pour un méme temps entre les

différentes séries (lettres minuscules).

Temps (heures) Témoins CL50
2,70+ 0,24 a 2,20+0,32 b
24
A A
2,90+ 0,35 a 2,40+£0,27b
48
B B
3,10+ 0,28 a 2,60+0,19b
72
C C
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4,000 -
3,500 -+
3,000 -+
2,500 -
2,000 -
B Temoin
1,500

ECL50
1,000 -

Poids corporel d'un individu {(mg)

0,500 -

0,000 -

48h

Période {heures)

Figure 10.Effet de Ruta graveolens (CL50) sur le poids corporel (mg) des individus de
quelques stades chez Cx pipiens (m £ SD, n=3): comparaison des moyennes*Différence
significative (p<0,05) entre les séries témoins et traitées.
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4. Discussion

4.1. Rendement en huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites de Ruta graveolens obtenues sont de couleur jaune tres
pale, d'odeur aromatique épicée, et avec un rendement de 0,055% a partir de la partie aérienne
de la plante. Ce rendement varie d’une plante a une autre, il est de 0,5% chez Artemisia
mestlantica, de (0,1- 0,35%) chez la rose, de (0,5-1%) chez la menthe poivrée et le néroli, de
(1-3%) chez I’anis, de (0,8- 2,8%) chez la lavande, de (1-2,5%) chez le romarin, de (2-2,75%)
chez le thym (Edward et al.,1987) et de (1,3-1,6)% chez le basilic (Badani, 2014). Une autre
espece, Lavandula stoechas a enregistré un rendement de 0,77 a 1,2% (Mohammedi et Atik,
2011). Cette variation en huile essentielle, tant au niveau de leur composition, que rendement,
peut s’expliquer par différents facteurs : d’origine intrinséque, lié au bagage génétique de la
plante ou extrinséque, liés aux conditions de la croissance et du développement de la plante
(in Bouguerra, 2012). D'autres facteurs peuvent également influencer ce rendement :
I'espece, la période de récolte, les pratiques culturales, la technique d’extraction, la
température et la durée de séchage et 1’état physiopathologique de la plante (Svoboda &
Hampson, 1999; Smallfield, 2001; Tchoumbougnang et al., 2005 ; 2006). De plus, ces
variations ont été notées entre les especes du méme genre tel que I'Ocimum, avec un
rendement de 1,71% chez Ocimum minimum (Ozcan et Chalchat, 2002), et de 1,46% chez

Ocimum gratissimum (Camara, 2009) et Ocimum canim (Akantetou et al., 2001)

4.2. Toxicité des huiles essentielles extraites de Ruta graveolens

A cause de leur effet négatif sur I’environnement, "utilisation des insecticides chimiques
est devenue de plus en plus restrictive. L’utilisation des insecticides chimiques conduit aussi a
un désordre écotoxicologique accompagné d’une augmentation spectaculaire du nombre
d’espéces résistantes.

L’application des produits naturels reste la méthode qui présente beaucoup d’avantages
pour la santé de I’étre vivant et pour son environnement par rapport aux produits de synthése
chimique qui contaminent globalement la biosphere (Benayad, 2008). en Algérie, I’utilisation
des produits naturels, spécifiqguement les extraits des plantes, comme type de lutte contre les
insectes a commencé de se développer, a travers une multitude des travaux récentes
(Kemassi, 2008 ; Labouzi, 2010 ; Habbachi et al., 2013 ; Aouati & Berchi, 2015).
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L'activité insecticide du basilic (famille des Labiées) est connue depuis longtemps et son
odeur est réputée pour son effet répulsif (Bekele & Hassanali, 2001). Les résultats obtenus
dans ce sens ont initi¢ de nombreuses recherches sur 1’utilisation potentielle de produits
dérivés du basilic dans la lutte contre les insectes ravageurs de cultures dans divers pays en
développement (Senthil, 2007).

Dans certaines régions d’Afrique, les feuilles de tabac malaxées avec I’eau ont été
utilisées pour lutter contre les moustiques et les odeurs du Basilic (Ocimum basilicum), et de
Sarghina Corrigiola telephiifolia (Caryophyllacée) sont des répulsifs trés efficaces (Aouinty
et al., 2006). Au Maroc, la litiere de I’aulne, plante riche en polyphénols a prouvé des
propriétés toxiques tres importantes a I'égard des larves de moustiques (David et al., 2000).
De plus, les travaux de Jang et al. (2002 a) ont démontré ’activité larvicide de certaines
Iégumineuses Vvis a vis deux especes, Ae. Aegypti et Cx. pipiens. A son tour, Alaoui-Slimani.
(2002) a confirmé la toxicité de Mentha pulegium (Labiée) sur des larves de culicidés.

L’activité larvicide des extraits de plantes médicinales aromatiques a aussi ¢été¢ confirmée
dans les travaux de Jang et al. (2002b). Par ailleurs, la protection des cultures contre les
ravageurs par des extraits végétaux a été étudiée aussi bien sur des larves de Iépidopteres (Lee
et al., 2002) que sur des larves d’acridiens (Barbouche et al., 2001).

Les résultats de notre étude .montre que I’extrait aqueux de plante choisis (Ruta
graveolens) possede une activité larvicide a 1’égard des larves de Culex pipiens vu les taux de
mortalités observés pour cet extrait a chaque stade de développement de moustique de notre
travaille (L1, L2, L3, L4) présente a chaque fois un effet toxique.

Les résultats obtenus révélent une sensibilité variable des larves de Culex pipiens on
traduite par des taux de mortalité faibles a tres élevés en passant d’une concentration a 1’autre,
d’extrait aqueux de Ruta graveolens . Les résultats révelent également que ’activité larvicide
est progressive sur la durée puisque il a été enregistré une augmentation de la mortalité au fur
et a mesure qu’on avance dans le temps d’exposition, pour atteindre parfois un taux de
mortalité maximal de 100% pour les doses les plus élevés de la plante concerné d’étude.
Ainsi, la mortalité qui est corrélée aux doses utilisées est d’autant plus accrue que 1’exposition
des larves aux insecticides est prolongée dans le temps. Les résultats obtenus montre que
I’extrait du Ruta graveolens agissait tres fortement sur les larves du quatrieme stade
nouvellement exuviée de Culex pipiens avec une mortalité de 100 % pour une dose de

30ppm apres 24h d’exposition.
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Ce résultat concorde parfaitement avec les explications apportées dans I’étude de Seye et
al., (2006), ou les auteurs stipulent dans leur étude toxicologique portant sur I’effet de la
poudre de neem testée a I’égard des stades pré-imaginaux de Culex quinquefasciatus, que les
substances actives contenues dans 1’extrait sont libérées lentement induisant une mortalité
progressirve. En ce qui concerne les résultats obtenue pour les concentrations 1étales d’extrait
de plante, il a été¢ observé qu’elles diminuent en fonctions du prolongement du temps
d’exposition, ce qui concorde parfaitement avec les observations rapportées par les travaux de
Koua, (1994) qui stipulent dans son étude portant sur 1’effet de 1’extrait aqueux de Persea
americana sur différents stades larvaires d’Anopheles gambiaes que les concentrations létales

diminuent avec I'augmentation de la durée d’exposition des larves .

Les résultats obtenus dans notre présente étude corroborent les expérimentations menées
par Hifnawy et al, (2001) sur I’utilisation de I’extrait d’Artemisia herba halba a 1’égard les
larves de culicidae ; un effet larvicide positif est observé, ce qui suggére qu’un ou plusieurs
composants de cette plante lui conférent une propriété toxicologique létale a 1’égard des larves
de culicidae. Cette toxicité est également rapportée par Azaizeh et al, (2007) ; Soliman,
(2006) ; Soliman, (2007) et Tani et al, (2008). Par ailleurs, Artemisia herba halba est aussi
citée comme 1’'une des plantes les mieux appréciées et des plus utilisées pour son activité
antioxydante (Djeridane et al, 2006 ; Al-Mustafa, 2008 ; Abid et al, 2007; Suboh et al,
2004), son activité nématicide (Al-Banna et al, 2004), son activité antibactérienne (Yashphe
et al, 1979; Sherif et al,1987; Marrif et al ,1995; Hifnawy et al, 2001), son activité
antiparasitaire (Idris et al ,1982; Al-Waili, 1988) et son activité anti leishmaniose (Hatimi et
al, 2001).

4.3. Effet des huiles essentielles extraites de Ruta graveolens la croissance et le
développement

L’application abusive et répétée de ces insecticides conventionnels a fait apparaitre un
phénoméne de résistance (Valles et al., 2000 ; Fulton & Key, 2001); cette résistance se
traduit par des modifications physiologiques, biochimiques, comportementales (Sharf et al.,
1997). Ces insecticides ont provoqué également des perturbations dans 1’environnement et au
niveau de plusieurs systemes physiologiques tels que la croissance, la reproduction et le
métabolisme de quelques organismes non visés (Gagné et al.,1999), mais aussi chez ’homme
par des effets toxiques indésirables qui se traduisent par des phénomenes cancérigenes

(Ishaaya& Horowitz, 1998). Suite a ces conséquences néfastes et a I’accroissement
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d’especes résistantes, la recherche a développé des insecticides biologiques moins toxiques et
plus spécifiques, basés sur des données physiologiques de I’insecte.

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme

moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et Kaufman 1999). Ces extraits
contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu
complexes, leur mécanisme d’action est méconnu et relativement peu d’études ont été
réalisées a ce sujet (Isman 2000). On considere que ces mécanismes sont uniques et que les
biopesticides a base d’huiles essentielles peuvent étre des outils de choix dans les programmes
de gestion de la résistance des ravageurs aux pesticides. Avec ces mécanismes d’action
particuliers, ces biopesticides peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement
inciter le développement de la résistance chez les ravageurs.
Nos résultats montrent que le traitement par ruta graveolens (CL50) chez le stade larvaire, de
Cx.pipiens, cause une réduction de diver paramétre biométrique le poids et le volume
corporel comme des larves. Chez la méme espece Hamaidia, (2006), montre que le
traitement par leméthoxyfenozide (DL50 et DL90) provoque une diminution des parametres
morphométriques. De plus, Tine-Djebbar, (2009) révéle que ’halofénozide appliqué sur les
larves du quatrieme stade de Cs.longiareolata et Cx.pipiens perturbe les parameétres
biométriques des individus. Les deux agonistes RH-2485 et RH-0345 utilisés contre le dernier
stade larvaire de Harmonia axyridis (Coleoptera : Coccinellidae), provoquent, une chute de
poids des larves, des mues larvaires prématurées et des nymphoses incompletes des larves
affectées (Carton et al.,2003).






Conclusion

Conclusion
Le but de la présente étude était d’évaluer l'effet des huiles essentielles de la plante Ruta

graveolens sur I'aspect toxique et morphomeétrique de larve de moustiques Culex pipiens.

Le traitement par les HEs de la plante chez les larves de stades L4 nouvellement exuviées de
Culex pipiens a permis d'établir les concentrations létales la CL50 et CL90. HE montrent une
activité insecticide avec une relation concentration-réponse. Ruta graveolens testée a la CL50,
chez le satde L4 larve de Culex pipiens entraine une réduction de parametre le poids stades

larvaire.

Les huiles essentielles présentent donc des propriétés intéressantes. Ce résultat ouvre des
perspectives intéressantes pour son application dans la production des biopesticides. Nous
envisageons de poursuivre cette étude afin de préciser la nature du (ou des composé (s)
responsable (s) de cette activité par fractionnement mené en parallele avec les testes
biologique. La voie donc reste ouverte vers la découverte de nouvelles plantes et par la suite
de nouvelles molécules a effet phytosanitaire. Il serait tres important d'étendre les
investigations a d'autre espece des plantes pour voir l'effet de ces biopesticides sur d'autres
insectes nuisibles. A l'avenir il serait intéressant de compléter cette recherche en évaluant des
huiles essentielles de Ruta graveolens sur d'autres mécanismes de résistance, essentiellement

les enzymes de détoxification tels que les estérases
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