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Abstract

Abstract :

The Culicidae are probably the most known and most feared insects, both for the
inconvenience and nuisance of their presence, as well as for vector-borne diseases which they
can inoculate during their blood meals such as dengue, filariasis, fever Yellow, the fever of the
Nile Occidental virus.

In order to counter the spread of insects and epidemics, several methods involving the use

of chemical insecticides have been tested.

The resistance of these insects to chemical pesticides and the bioaccumulation of toxic
compounds in the environment have led research into selective and biodegradable bio-pesticides

and in particular aromatic plant extracts.

In this context, this work aims to evaluate the responses of the populations of a mosquito
species, Culiseta longiareolata, among the most widespread species in the Tebessa region to the

impact of the new botanical insecticide based on aqueous extract of Ruta graveolens.

The results under laboratory conditions showed that the extract used was a larvicide at a
high efficiency. This efficiency is expressed by the calculated toxicological parameters which are
successively the LC50 and the LC90. The susceptibility of larvae is variable; This sensitivity is

even higher with the increase in the concentration of the extract.
In the context of mosquito control, the extract of this plant can be used as a natural biocide.

Key words: water extract, Ruta graveolens, Culiseta longiareolata, larvicidal activity.



Résumé

Résumé :

Les Culicidae, sont sans doute les insectes les plus connus et les plus redoutés tant pour
ledésagrément et nuisance que constitue leur présence, que par les maladies vectorielles
qu’ilspeuvent inoculer pendant leur repas sanguin tel que la dengue, la filariose, la fiévre
jaune, lafievre du virus du Nile Occidental.

Afin de contrer la propagation des insectes et des épidémies y découlant, plusieurs
méthodes impliquant I’utilisation d’insecticides chimiques ont été testées. La résistance de ces
insectes aux pesticides chimiques et la bioaccumulation de composés toxiques dans
I'environnement ont dirigé la recherche vers des bio-pesticides sélectifs et biodégradables et
en particulier les extraits de plantes aromatiques.

Dans ce contexte, ce travail a pour but d’évaluer les réponses des populations d’une
espéce de moustique, Culiseta longiareolata parmi les especes les plus répandues dans la
région de Tebessa a I’impact des nouvellesinsecticide botanique a base d’extrait aqueux de
Ruta graveolens .

Les résultats dans les conditions du laboratoire ont montré que I’extrait utilisé est un
larvicide a une grande efficacité. Cette efficacité s’exprimée par les paramétres toxicologiques
calculés qui sont successivement la CL50 et la CL90. La sensibilité des larves est variable ;
cette sensibilité est encore plus élevée avec l'augmentation de la concentration de I'extrait.

Dans le cadre de lutte anti-moustique, I’extrait de cette plante peut étre utilisés comme

un biocide naturel.

Mots clés: extrait aqueux ,Ruta graveolens ,Culiseta longiareolata ,activité larvicide.



Liste de tableaux

Tableau N°

Titre

Page

Tableau 1

Position systématique de Culiseta longiareolata.

6

Tableau 2

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du premier stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata (m + sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

16

Tableau 3

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) appliquées sur des larves du
premier stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Transformation
angulaire du taux de mortalité corrigée (m = sem, n = 3 répétitions comportant
chacune 25 individus).

17

Tableau 4

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du premier stade
(L1) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance des
données.

17

Tableau 5

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité chez
les larves du premier stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata
transformation en probits des mortalités (m £ sem, n = 3 répétitions comportant
chacune 25 individus).

18

Tableau 6

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml), appliquées sur les larves du
premier stade nouvellement exuviées de Culiseta longiareolatasur le taux de
mortalité corrigée : transformation des concentrations (mg/ml) en logarithmes
décimaux.

18

Tableau 7

Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolenssur des larves du premier stade
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

18

Tableau 8

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata (m + sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

20

Tableau 9

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata. Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée (m £ sem, n =
3 répétitions comportant chacune 25 individus).

20

Tableau 10

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du deuxieme stade
(L2) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance des
données.

21

Tableau 11

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité chez
les larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata:
transformation en probits des mortalités (m £ sem, n = 3 répétitions comportant
chacune 25 individus).

21




Liste de tableaux

Tableau 12

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml), appliquées sur les larves du
deuxieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata, sur le taux de mortalité
corrigée : transformation des concentrations (mg/ml) en logarithmes décimaux.

21

Tableau 13

Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolenssur des larves du deuxiéme stade
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

22

Tableau 14

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du troisieme stade (L3) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata (m + sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

23

Tableau 15

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du troisieme stade (L3) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata. Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée (m + sem, n =
3 répétitions comportant chacune 25 individus).

23

Tableau 16

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du troisieme stade
(L3) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance des
données.

23

Tableau 17

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité chez
les larves du troisieme stade (L3) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata:
transformation en probits des mortalités (m + sem, n = 3 répétitions comportant
chacune 25 individus).

24

Tableau 18

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml), appliquées sur les larves du
troisieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata, sur le taux de mortalité
corrigée : transformation des concentrations (mg/ml) en logarithmes décimaux.

24

Tableau 19

Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolenssur des larves du troisieme stade
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

24

Tableau 20

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du quatriéme stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata(m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

25

Tableau 21

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata. Transformation angulaire du taux de mortalité corrigée (m + sem, n =
3 répétitions comportant chacune 25 individus).

26




Liste de tableaux

Tableau 22

Effet d’extrait agueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du quatrieme stade
(L4) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance des
données répétitions comportant chacune 25 individus).

26

Tableau 23

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité chez
les larves du quatriéme stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata:
transformation en probits des mortalités (m + sem, n = 3).

27

Tableau 24

Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (ppm), appliquées sur les larves du
quatrieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata, sur le taux de mortalité
corrigée : transformation des concentrations (ppm) en logarithmes décimaux.

27

Tableau 25

Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolens sur des larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

27




Liste des figures

Figure Titre Page
Figure 1 Culiseta longiareolata. 5
Figure 2 Nacelle d’ceufs de Culiseta longiareolata. 5
Figure 3 Dents du peigne siphonal de Culiseta longiareolata. 5
Figure 4 Taches d’écailles sombres sur I’aile de Culiseta longiareolata. 5
Figure 5 Trois Bandes blanches longitudinales de Culiseta longiareolata. 5
Figure 6 Lobe basal du gonocoxité de Culiseta longiareolata. 5
Figure 7 Cycle de développement de Culiseta longiareolata. 8
Figure 8 Les sites d’élevages des moustiques. 9
Figure 9 (@) Arbrisseau de Ruta graveolens a I’état sauvage.

(b) Planche botanique de rue. 10
Figure 10 | Photo de feuille et de fleurs de Ruta graveolens. 10
Figure 11 | Photographie représentant un appareil evaporateur rotatif. 13
Figure 12 | Photographie représentant la technique des bios essais. 14
Figure 13 | Courbe de référence expriment les probits en fonction des

logarithmes décimaux des concentrations (R*=0,851). 19
Figure 14 Courl_)e de réfe::re_:nce expriment les prpbits en2 fonction des 29

logarithmes décimaux des concentrations (R=0,927).
Figure 15 | Courbe de référence expriment les probits en fonction des

logarithmes décimaux des concentrations (R*=0,874). 25
Figure 16 | Courbe de référence expriment les probits en fonction des

logarithmes décimaux des concentrations (R?=0,874). 28




Liste des symboles

Liste des symboles :

ng /ml Microgramme /millilitre

ANOVA Analyse de variance

Co Dégrée Celsius.

CL50 Concentration Létale de 50% de la population
CL90 Concentration Létale de 90% de la population
CM Carré moyen

Cs Longiareolata  Culisetalongiareolata

Cx Pipiens Culex pipiens

Ddl Nombre d'échantillons -1

DL 14 Dose létale 14

DL84 Dose létale 95

DL50 Dose létale 50

Fobs Fde Fischer observé

a/j Gramme /jour

g/l Gramme /litre

Gr Grossissement

H Heur

HE Huile Essentielle/Huiles essentielles
IC Intervalle de confiance

L1 Premier stade larvaire

L2 Deuxiéme stade larvaire

L3 Troisiéme stade larvaire

L4 Quatrieme stade larvaire

Log Logarithme

M Metre

Mg Milligramme

mg/l Milligramme/litre

mg/mi Milligramme/millilitre

Ml Millilitre

Mm Millimétre

MOP MéthOxyPsoraléne ; bergaptene



Liste des symboles

m £ sem
N

N

p< 0.001

RZ

R. montana
Ruta graveolens
S

S

S2

SD

SCE

%

Moyen + écart moyen

Nombre de répétition

La normalité

Probabilité

Coefficient de variation

Ruta montana

Ruta graveolens

Ecart type estimé de la population
Seconde

Variance estimée de la population
Standard déviation

Somme des carrés des écarts
Pourcentage

Intervalle de confiance



Introduction

1. Introduction

La biodiversité peut étre comprise comme une étude de la différence, a savoir ce qui
distingue et par la méme rend originale deux entités voisines dans I’espace ou dans le temps
(Blondel,1975). La conservation de la biodiversité passe obligatoirement par une parfaite
connaissance de la distribution de la faune et de la flore (Lobo et al, 1997). Cette faune qui
est représentée par toutes les espéeces animales d’un écosysteme, compte les insectes qui
constituent prés de 60% du régne animal (Pavan, 1986) et 50% de la diversité de la planéte
(Wilson, 1988).

Appartenant a I’embranchement des Arthropodes ; les insectes hématophages sont
responsables de la transmission d’agent infectieux (virus, bactérie, protozoaire ou helminthe)
d’un individu infecté a un individu sein, provoquant ainsi bon nombre de maladies
vectorielles (Rodhain & Perez, 1985), en effet leurs roles épidémiologiques variés, ont fait
d’eux un probléme majeur de santé publique (Berge, 1975 ; Jolivet, 1980).

Ces insectes vecteurs sont principalement des moustiques, des phlébotomes, des
moucherons (Culicoides) et des poux ; ils réalisent une transmission biologique ou active car
I’agent infectieux accomplit un cycle d’amplification ou de développement au préalable chez
I’arthropode vecteur, la plupart de ces maladies a transmission vectorielle sont des zoonoses
(touchent les animaux) ou I'hnomme est le plus souvent un héte accidentel (Amraoui et

al,2012), mais néanmoins fortement affecté.

Parmi les plus redoutables insectes vecteurs au monde, les moustiques se taillent une
place de choix, ils sont affiliés a I’ordre des dipteres et & la famille des Culicidés. Ils sont
cosmopolites et sont groupés en deux sous-familles ; Culicinae et Anophelinae répartis a
traves le monde en 1400 especes. (Edwards, 1932).

A ce jour, 3530 especes de moustiques sont décrites au niveau mondial (Becker et
al.,2003). En Algérie Culiseta longiareolata est considéré parmi les espéces les
plusabondantes et a une grande importance médicale et vétérinaire (Gomes et al.,2009).

En effet ces 30 derniéres années ont vu I’apparition dramatique de maladies
infectieuses, particulierement celles a transmission vectorielle (Gubler, 2004) ; I’émergence,
la réémergence ou la recrudescence inattendue de certaines maladies vectorielles; comme la
fievre de la vallée du Rift, le West Nile, le paludisme, la leishmaniose, I’encéphalite
japonaise, la fievre jaune ou la dengue placent ainsi chaque jour de nouvelles populations

humaines dans des zones a risque d’infection ; car les vecteurs qui en sont responsable sont

1



Introduction

largement répandues dans le monde ; surtout en zone intertropicale, plus rares cependant en
zone tempérée voir septentrionale (Amraoui et al ,2012).

Dans les campagnes de lutte anti-moustique, les matieres actives des insecticides utilisés
appartiennent aux organophosphorés, pyréthrinoides et carbamates de synthése. Ces
préparations, bien qu’elles se soient révélées trés efficaces sur les moustiques culicidés,
présentent plusieurs inconvénients. En effet, en plus de leur colt élevé, elles peuvent étre a
I’origine de divers problémes environnementaux. Pour Barbouche et al. (2001),
I’accumulation significative de matiéres actives dans les écosystémes traités, aquatiques et
terrestres est un probleme de pollution. Par ailleurs, les substances actives des produits utilisés
présentent un large spectre d’action et n’épargnent pas les organismes non cibles. A tous ces
inconvénients s’ajoute aussi un grand probleme de développement de résistance aux
insecticides chimiques, chez les insectes traités (Georghiou et al., 1975 ; Sinegre et al.,
1977).

Une deuxiéme méthode est devenue incontournable ces derniers temps, c’est
I’utilisation de plantes dans la lutte anti vectorielle, en effet ces extraits de plantes aqueux ou
sous forme d’huiles essentielles contiennent des substances toxiques pouvant agir
efficacement sur les moustiques. C’est des sources de molécules naturelles présentant un
grand potentiel d'application contre les insectes et d'autres parasites des plantes et du monde
animal (Guarrera, 1999). L'histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a
I'évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, I'histoire des peuples montre
que ces plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition
des parfums et dans les préparations culinaires. L’utilisation des extraits de plantes comme le
pyréthre, la nicotine et la roténone était connue depuis longtemps déja comme agents de lutte
contre les insectes (Crosby et al., 1966), ainsi que les pyréthrines considéréescomme des
insecticides naturels extraits de plantes (Aligon et al. 2010).

D’aprés Rageau et Delaveau (1980) les extraits de plantes agissent de deux fagons
possibles ; une action larvicide pouvant causer une mortalité appréciable des larves en 1 a 12
jours, ou une action juvenoide mimétique de I’hormone juvénile, avec allongement de la
durée de la vie larvaire pouvant inhiber la nymphose.Possibles ; une action larvicide pouvant
causer une mortalité appréciable des larves en 1 a 12 jours, ou une action juvenoide
mimétique de I’hormone juvénile, avec allongement de la durée de la vie larvaire pouvant

inhiber la nymphose.



Introduction

Dans ce contexte, notre travail s’intéresse a évaluer les réponses des populations d’une
espéce de moustique, Culiseta longiareolata a I’'impact d’un nouvel insecticide a base
d’extrait aqueux d’une espece de Ruta graveolens, sur :

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)
d’extrait aqueux de Ruta graveolens a I’égard des larves du premier, deuxiéme, troisieme et
quatrieme stade nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata



Matériel et Méthodes

2. Matériels et méthodes
2.1.Présentation du matériel biologique
2.1.1. Présentation de I’insecte

Culiseta longiareolata est un insecte nuisible a métamorphose compleéte, c'est-a-dire que
la larve ne ressemble pas a I’adulte, plus abondant dans les régions chaudes. Il fait partie
desDipteres, famille des Culicidés. Ce moustique a une taille qui varie de 3 a 5 mm
(Villeneuve& Désiré, 1965). Il possede un corps mince et des pattes longues et fines avec des
ailesmembraneuses, longues et étroites (Figure 01).

L’identification de cette espéce, ne présente pas de difficultés ; ses antennes
nonspéculées et son siphon tres court presque conique et a une selle du segment anal
interrompuesont des caractéres tres originaux (Abdel-Malek, 1960).

Culiseta Longiareolata est une espece multivoltine, et peut présenter une
diapausehivernale chez les imagos femelles (régions froides) et chez les larves (régions
tempérées).

Les adultes sont présents toute I’année avec un maximum de densité au printemps et un
autreen automne (Bruhnes et al., 1999).

Les oeufs de Culiseta Longiareolata ont une forme cylindro-conique, groupés en
nacelleporte environ 50 a 200 oeufs (Boulkenafet, 2006) (Figure 02). Les larves sont de
typescarnivores, caractérisées par un peigne siphonal dont ses dents sont
implantéesirrégulierement (Figure 03). Chez I’adulte, on remarque la présence au moins d’une
tached’écailles sombres sur I’aile (Figure 04), le thorax avec trois bandes blanches
longitudinales etl’absence des soies longues et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite
(Figure 05, 06).

Les femelles sont sténogames et autogénes. Elles piquent de préférence les vertébrés
surtoutles oiseaux, trés rarement I’humain. L’espéce est considérée comme un vecteur
deplasmodium d’oiseau (Bruhnes et al., 1999).

Culiseta Longiareolata est une espéce a large répartition qui est présente dans le sud
dela région paléarctique dans les régions orientale et afro-tropicale. Elle est trés commune
danstoute I’ Afrique méditerranéenne (Abdel-Malek, 1960)
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Figure 01 : Culiseta longiareolat Figure 02 : Nacelle d’ceufs de Culiseta

Longiareolata (Gr :X 40) .

Figure 03 : Dents du peigne siphonal Figure 04 : Taches d’écailles sombres
(fleche) de Culiseta longiareolata (Gr:X 40) . sur I’aile (fléche) de Culiseta longiareolata

(Gr :X 40)

B
Figure 05 : Trois Bandes blanches Figure 06 : Lobe basal du gonocoxité
longitudinales de (fléche) Culiseta (fleche) de Culiseta longiareolata (Gr : X
longiareolata (Gr: X 40) . 150)



2.1.2 Position systématique
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La position systématique de Culiseta Longiareolata est la suivante :

Tableau 01 : Position systématique de Culiseta Longiareolata.

Régne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta |
Espece Culiseta longiareolata (Aitken, 1954).

2.1.3 Cycle de développement

La biologie de I’adulte est particuliére dans le sens ou, la femelle, pour amener ses ceufs
a maturité, a un besoin vital de sang. En effet, ce repas de sang apporte la chaleur et les
protéines nécessaires au développement des oeufs (Rageau et al., 1970). La vie de cet espéce
est composée de 3 stades distincts : les stades larvaires, nymphal (tous deux aquatiques) et le
stade adulte (aérien) (Figure 07) :
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Les oeufs : les femelles pondent les oeufs sur la surface des gites différents
(bassins,puits abandonnés, trous des rocher, mers, étangs, canaux, citernes, eau de pluie...),
dont I’étatde I’eau est toujours stagnant et riche en matiéres organiques. Ces gites sont
permanents outemporaires, ombragés ou ensoleillés, remplis d’eau douce ou saumatre, propre
ou polluée

(Paul, 2009). Les oeufs sont fusiformes, ils ont une taille de 0,5a 1 mm. Au moment de
la ponte ils sont blanchéatres et prennent rapidement, par oxydation de certains composants
chimiques de la théque ; une couleur noire (Peterson, 1980).

Les larves : le développement des larves a ce stade est exclusivement aquatique, leur
déplacement est assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution
comporte quatre stades, de taille variant de 2 mm a 12 mm (Boulkenafet, 2006). Les larves
vivent environ 10 jours. La rapidité du développement des larves dépend de la quantité de
nourriture contenue dans I’eau du gite (Peterson, 1980).

Les nymphes : la nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un
céphalothorax fortement renflé avec deux trompettes respiratoires (Boulkenafet, 2006).
Lanymphe, également 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
profon des transformations morphologiques et physiologiques préparant le stade adulte
(Peterson, 1980)

Les adultes (ou I'imago) : une déchirure ouvre la face dorsale de la nymphe et I’adulte
se dégage lentement. L’adulte qui vient d’émerger est plutét mou ; en général, avant de
s’envoler, il reste a la surface jusqu’a ce que ses ailes et son corps séchent et durcissent.

L’adulte pourra enfin voler de ses propres ailes, et leur corps est rigide grace a la
membrane chitineuse mince, il est composé de trois parties la téte, le thorax et I’abdomen bien
différencie (Boulkenafet, 2006).
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Figure 07 : Cycle de développement de Culiseta longiareolata .

2.2. Technique d’élevage

Les oeufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des citernes situées au niveau
de différentes régions de la ville de Tébessa (Wilaya de Tébessa) (Figure08). Les larves sont
élevées au laboratoire dans des récipients en plastique contenant d’eau déchlorurée et nourries
avec du mélange biscuit 75% levure 25% (Rehimi & Soltani, 1999).

L’eau est renouvelée chaque deux jours. Le régime alimentaire joue un grand role dans
la fécondité car les protéines permettent a la femelle de pondre plus d'oeufs par rapport aux
femelles nourries de sucre seulement (Wigglesworth, 1972). Lorsque les larves atteignent le
stade nymphal, elles sont placées dans des récipients et déposées dans des cages ou elles se

transformeront en adulte qui se nourrit de raisin sec et de datte.
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Figure 08 : les sites d’elevage des moustiques .

2.3. Présentation de Ruta graveolens
2.3.1. Description botanique

Ruta graveolens L appelée communément rue fétide, rue des jardins, herbe de grace, rue
officinale, ou rue commune est un arbrisseau de la famille des Rutaceae, du genre Ruta
(Figure 9 a,b). C'est une plante méditerranéenne semi arbustive, d’un métre de haut environ,
tres ramifiée et ligneuse a la base. Ses feuilles (figure 10) d’un vert terne, semi persistantes,
sont alternes, pennatiséquées (souvent trilobées) et de consistance un peu charnue. La
floraison s’étend de mai a ao(t. Ses fleurs (figure 10), regroupées en corymbe, sont
composées de 4 a 5 pétales jaunes verdatres soudés a la base, du méme nombre de sépales et
de 8-10 étamines. La plante est hermaphrodite et entomogame. Les fruits sont des capsules
déhiscentes libérant a maturité de petites graines noiratres. Le mode de dissémination des

graines est barochore.
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Balz spaveddens L

Figure 9 (a, b) : (a) Arbrisseau de Ruta graveolens L a I'état sauvage
(b) planche botanique de rue (http://botanical.com/).

Figure 10 : Photo de feuille et de fleurs de Ruta graveolens L

10



Matériel et Méthodes

2.3.2 Classification de Ruta graveolens : (Wiart, 2006 ; Bonnier, 1999 ; Takhtajan, 2009)

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta
Super division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Sous division : Angiospermae
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae
Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta graveolens L

2.3.3. Origine

La rue des montagnes appartient a la famille des Rutaceae, elle comporte environ 700
especes spontanées et est présentes dans les lieux arides de la région méditerranéenne sous un
climat tempéré et chaud. Donc présente en Espagne, Portugal, Italie septentrionale, Gréce,
Turquie; Afrique septentrionale et Asie Mineure et Caucase (Hammiche et al, 2013). Elle a
été la premiére plante introduite sur le continent américain (Heinrich et al, 2006).

2.3.4. Exigences et culture

Culture : en plein soleil ou a I“ombre particlle, de méme au sec, dans un sol assez riche, de
préférence trés bien drainé, mais la rue accepte bien les terres argileuses, fortes. La
multiplication se fait par semi ou bouturage ( Doerper, 2008).

2.3.5. Domaines d’usage

La plante serait un répulsif pour les moustiques et les serpents ;c’est un antidote des
empoisonnements par les venins de serpents et de scorpions, per os et en cataplasmes, au
niveau de la morsure ou de la piqure. Elle est aussi utilisée en fumigations pour la toux
persistante et figure, seule ou associée a d'autres espéces, dans des préparations rituelles

destinées a chasser les maléfices et a conjurer le mauvais sort. Ceux qui tolérent son gout,

11
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utilise nt, comme épice, les feuilles fraiches ou séches et moulues. Leur amertume stimule
I'appétit et leur arome donnerait un gout agréable au poisson et reléverait le gibier; en Italie,
elles aromatisent le vinaigre et lI'alcool nomme « grappa». (Kybal , 1987) .

En Algérie, I’essence de R. Montana était trés appréciée dans l'industrie des parfums
synthétiques. Au Maroc, la poudre de R. Montana, avec une posologie de 2 cachets de 0,50
g/j, pendant 3 semaines, a été utilisee avec succes dans une dizaine de cas de paralysie faciale,
apres échec des traitements conventionnels sans qu'il soit possible de rattacher cette activité a
I'un des constituants de la plante.(Abrous A, 1982) .

2.3.6. Composition chimique

Les plantes appartenant au genre Ruta produisent de nombreux métabolites secondaires
dont les furanocoumarines. On y trouve également des alcaloides acridones et des
furoquinolines distribués exclusivement dans la famille des Rutaceae. Elles contiennent entre
4 et 17 mg de furanocoumarines par gramme de matiére seche. Ces concentrations sont plus
importantes que celles trouvées dans d’autres familles connues qui produisent les mémes
composés (Moraceae, Apiacea, et Fabaceae). Les dérivés du psoraléne sont surtout stockésau
niveau des fruits, et dans une moindre mesure au niveau des feuilles. Les
furocoumarinesrencontrées principalement au niveau des feuilles sont le psoralene, le
bergapténe (5-MOP) etla xanthotoxine (8-MOP). Des investigations menées sur quatre
plantes du genre Ruta (Rutagraveolens, Ruta chalepensis, Ruta angustifolia, et Ruta montana)
ont montré que R. graveolens est le meilleur candidat pour la production de
furanocoumarines, en considérant le niveau de production et la résistance au froid (Milesi et
al. 2001).

2.4. Préparation de I’extrait végétal

L’extrait aqueux est obtenu par solubilisation des fractions actives dans de I’eau
distillée et du méthanol. 80 grammes de la poudre végétale est misent dans un ballon de 1000
ml capacité avec suffisamment de la solution aqueuse de méthanol (8:2) (800 de méthanol et
200 d'eau distillée). Le mélange est porté a ébullition a 50°C pendant 6 heures. L'homogénat
est refroidi et filtré a l'aide d’un papier filtre standard de type FIORONI R0122A00010.

Pour éliminer le méthanol, le filtrat est soumis a une évaporation Sous vide a I’aide d’un rota-
vapor de type IKA-WERKE GMBH & CO KG référence D-79921 RV06-ML pendant 2 a 3
heures. Le produit obtenu, est un extrait aqueux conservé dans un bocal hermétiquement

fermé et couvert par du papier aluminium. L’est est utilisé par la suite aux tests biologiques.
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Figure 11 : Photographie représentant un appareil Rotavapor.
2.5. Réalisation des tests de toxicité

La méthodologie de nos tests est inspirée de la technique des tests de sensibilité
normalisés par I’Organisation Mondiale de la Santé, adoptée pour tester la sensibilité des
larves, vis-a-vis des insecticides utilisés en campagnes de lutte (OMS, 1963).

Les concentrations ainsi préparées pour la plante Ruta graveolens, seront utilisées dans
les essais toxicologiques a I’égard des différents stades larvaire de Culiseta longiareolata et
ceci en placant150 ml d'eau déchlorurée dans un gobelet en plastique (figure 12), auquel sont
rajoutés 25 larves.

Les expériences ont été menées avec trois répétitions pour chaque concentration utilisée
ainsi qu'un groupe témoin et le nombre de larves mortes ont été comptées apres 24h heures
d'exposition. Pour prévenir la mortalité causée par la faim, les larves sont nourries apres 24

heures d'exposition.
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Figure 12 : Photographie représentant la technique des bios essais.

Afin de caractériser I’effet toxicologique des huiles essentielles, il est nécessaire d’estimer
les concentrations létales (CLsp et CLgp). 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 - , — , ,
16 moitalits des larvestiaitzes — igmoitalites des larves t2moins "
) L L L

Mortalité corrige Igmoitalitss des laives tsmoins

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 I’analyse des
probits (Finney, 1971).

La méthode de Swaroop et al., (1966) précise l'intervalle de confiance avec une
probabilité de 95%. Deux parametres sont nécessaires :

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

_ DL84/DL50 + DL50/DL16
- 2

S

e Le 2°™ paramétre est FdI50 est donnée par la formule suivante :
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Log EdIS0 = Log §*77 /N

= (2,77//N) xS

Fdl50 = §277//N

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.

2.6. 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). Les quantités des métabolites (protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir
des courbes d’étalonnage dont I’équation de la droite de régression exprime I’absorbance en
fonction de la quantité du standard utilisé (albumine, glucose et I’huile de tournesol). Le test t
de Student et I’analyse de la variance a un et deux critéres de classification, ont été utilisés.
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3. Résultats

3.1. Toxicologie d’extrait aqueux de Ruta graveolens sur les larves du premier stade

Les études toxicologiques permettent de déterminer I’efficacité d’extrait aqueux de
Ruta graveolens qui est évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les individus cibles
apres 24h.,

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du premier stade (L1) nouvellement
exuviées de Culiseta longiareolata avec des différentes concentrations d’extrait aqueux de
Ruta graveolens : 4, 6, 7, 8 et 10 mg/ml pendant 24 h. La mortalité observée est corrigée a
partir d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le tableau 2 avec des taux variant de
8 % (4 mg/ml) a 100 % (10mg/ml) avec une relation concentrations — réponse. Aprées une
transformation angulaire des pourcentages de mortalités (Tableau 3),Les données ont fait
I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tableau 4) qui révele un
effet- concentrations tres hautement significatif (p< 0.001).

Tableau 02 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du premier stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta

longiareolata (m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

ncentrations | Témoins 4 mg/mi 6 mg/mi 7 mg/mi 8 mg/mi 10 mg/ml
Répétiti
1 0 8 36 52 84 100
2 0 8 28 48 76 100
3 0 8 32 64 88 100
m + SEM 0,00 0,0 8+0,0 32+2,67 54.6716,22 82,67+4,44 100+0,0
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Tableau03.Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) appliquées sur des larves du
premier stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Transformation

angulaire du taux de mortalité corrigée (m + sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25

individus).
oncentrations 4 mg/ml 6 mg/ml 7 mg/ml 8 mg/ml 10 mg/ml
Répétitions
1 16,43 36,87 46,15 66,42 84,26
2 16,43 31,95 43,85 60,67 84,26
3 16,43 34,45 53,13 69,73 84,26

Tableau 04 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du premier
stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance des

données.
Source de dd| SCE cM Fobs p
Factorielle 4 16582,4 4145,6 168,98 0,000%**
Résiduelle 10 245,3 24,5
Totale 14 16827,7

Les concentrations létales, la CLsp (ou I’insecticide induit la mortalité de 50 % de la
population ciblée), et la CL ¢ (qui provoque la mortalité de 90 % de la population) sont
déterminées a partir de I’équation de la droite de régression(figure 14) qui exprime le probit
du pourcentage de mortalité en fonction du logarithme décimal des concentrations des HE
(Tableau 6 et 7). Les concentrationsCLso et CLgo, déterminées sont respectivement de 5,90
mg/ml (intervalle de confiance : 5,75 — 6,04) et 7,54 mg/ml (intervalle de confiance : 6,87 —
8,28), avec un Slope de 1, 21 (Tableau 5).
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Tableau 05 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité

chez les larves du premier stade (L1) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata

transformation en probits des mortalités (m + sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25

individus).

Concentrations 4 6 7 5 10
(mg/ml)
Probits 3,59+0,0 4,53+0,37 5,43+0,37 5,96+0,17 8,72+0,00

Tableau 06.Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml), appliquées sur les larves du

premier stade nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata sur le taux de mortalité

corrigée : transformation des concentrations (mg/ml) en logarithmes décimaux.

Concentrations 4 6 7 8 10
(mg/1)
Log 0,60 0,77 0,84 0,90 1
concentrations (x)

Tableau 07 : Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolenssur des larves du premier stade
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

Equation R’ | Slope
CL50 CL 90
(mg/ml)IC (mg/ml)IC
(95%) (95%)
Extrait aqueuxde | y=11,99x- | 0,851 | 1,21 | 5,90 (5,75-6,04) | 7,54 (6,87 — 8,28)
Ruta graveolens 4,25
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Figure 13 : Courbe de référence expriment les probits en fonction des logarithmes décimaux
des concentrations (R?=0,851).

3.2. Toxicologie d’extrait aqueux de Ruta graveolens sur les larves du deuxiéme stade

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement
exuviées de Culiseta longiareolata avec des différentes concentrations d’extrait aqueux de
Ruta graveolens : 8, 10, 12 et 16 mg/ml pendant 24 h. La mortalité observée est corrigée a
partir d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le tableau 8 avec des taux variant de
50,67 % (8 mg/ml) a 100 % (16 mg/ml) avec une relation concentrations — réponse. Apres une
transformation angulaire des pourcentages de mortalités (Tableau 9),Les données ont fait
I’objet d’une analyse de la variance a un critere de classification (Tableau 10) qui révele un
effet- concentrations trés hautement significatif (p< 0.001).
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Tableau 08 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement exuviées de Culiseta

longiareolata (m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

oncentrations Témoins 8 mg/ml 10 mg/ml 12 mg/ml 16 mg/ml
Répétitions
1 0 52 76 84 100
2 0 48 76 92 100
3 0 52 72 92 100
m = sem 0,00 0,0 50,67+2,31 74,67+2,31 89,33+4,62 100+0,0

Tableau09.:Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement exuviées de Culiseta

longiareolata. Transformation angulaire du taux de mortalité corriggée (m = sem, n = 3

répétitions comportant chacune 25 individus).

Concentrations
8 mg/mi 10 mg/ml 12 mg/mi 16 mg/ml
Répétitions
1 46,15 60,67 69,73 84,26
2 48,15 60,67 69,73 84,26
3 48,15 66,42 73,57 84,26
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Tableau 10 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du
deuxiémestade (L2) nouvellement exuviees de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance

des données.

Source de Ddl SCE cM Fobs P
Factorielle 3 4106,67 1368,89 171,11 0,000***
Résiduelle 8 64,00 8,00

Totale 11 4170,67

Les concentrations létales, la CLsp (ou I’insecticide induit la mortalité de 50 % de la
population ciblée), et la CL ¢ (qui provoque la mortalité de 90 % de la population) sont
déterminées a partir de I’équation de la droite de régression (figure 16) qui exprime le probit
du pourcentage de mortalité en fonction du logarithme décimal des concentrations d’extrait
aqueux (tableau 11 et 12). Les concentrations CL50 et CL90, déterminées sont
respectivement de 8,38 mg/ml (intervalle de confiance :8,18-8,58) et 10,72 mg/ml (intervalle
de confiance : 9,76 — 11,77), avec un Slope de 1,21 (tableau 13).

Tableau 11 : Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de
mortalité chez les larves du deuxiéme stade (L2) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata : transformation en probits des mortalités (m + sem, n = 3 répétitions

comportant chacune 25 individus).

Concentrations (mg/l)
Probits

8 mg/mi
5,02+0,04

10 mg/ml
5,91+0,28

12 mg/mi
6,27+0,18

16 mg/ml
8,72+0,00

Tableau 12.Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml), appliquées sur les larves du
deuxiéme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata, sur le taux de mortalité corrigée :

transformation des concentrations (mg/ml) en logarithmes décimaux.

Concentrations
(mg/ml) 8 mg/ml | 10 mg/ml | 12 mg/ml | 16 mg/ml
rot 0,90 1 1,07 1,20
concentrations (x)
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Tableau 13 : Efficacité d’extrait aqueuxdeRuta graveolenssur des larves du deuxiéemestade

nouvellement exuviées deCuliseta longiareolata, analyse des probits.

CL50 CL 90
Equation R? | Slope |  (mg/mi)IC (mg/mi)IC
(95%) (95%)
Extrait aqueuxde y=1197x- | oo | 121 | 838 (816-8.58) 10,3 g&;,)m_
Ruta graveolens 6,05 ’ ’
6,046x - 11,96y =
h24PROBIT 0,026= 2R
10,00
8,00 -
6,00 - *
@ h24PROBIT
4,00 - o
—— (h24Lineaire (PROBIT
2,00 -
0,00 : : .
0 0,5 1 1,5

Figure 14 : Courbe de référence expriment les probits en fonction des logarithmes décimaux

des concentrations (R?=0,927).

3.3. Toxicologie d’extrait aqueux de Ruta graveolens sur les larves du troisieme stade

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du troisiéme stade (L3) nouvellement

exuviées de Culiseta longiareolata avec des différentes concentrations d’extrait aqueux de

Ruta graveolens : 8, 10, 12, 16 et 20 mg/ml pendant 24 h. La mortalité observée est corrigée a

partir d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le tableau 14 avec des taux variant

de 32 % (8 mg/ml) a 100 % (20 mg/ml) avec une relation concentrations — réponse. Apres une

transformation angulaire des pourcentages de mortalités (Tableau 15),Les données ont fait

I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tableau 16) qui révéle un

effet- concentrations tres hautement significatif (p< 0.001).
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Tableau 14 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du troisieme stade (L3) nouvellement exuviées de Culiseta

longiareolata (m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

centrations | Témoins 8 mg/mi 10 mg/ml 12 mg/mi 16 mg/ml 20 mg/ml
Répétitions
1 0 28 52 76 88 100
2 0 32 56 76 88 100
3 0 36 56 84 92 100
m + sem 0,00 0,0 3244,0 54,67+2,31 78,67+4,62 89,33+2,31 100+0,0

Tableau 15.:Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du troisieme stade (L3) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata. Transformation angulaire du taux de mortalité corriggée (m = sem, n = 3

répétitions comportant chacune 25 individus).

oncentrations
8 mg/mi 10 mg/ml 12 mg/mi 16 mg/ml 20 mg/ml
Répétitions
1 31,95 46,15 60,67 69,73 84,26
2 34,45 48,15 60,67 69,73 84,26
3 36,87 48,15 66,42 73,57 84,26

Tableau 16 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du
troisiemestade (L3) nouvellement exuviees de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance
des données.

Source de dd SCE cM Fobs P
Factorielle 4 907093 | 226773 | 23622 | 0,000%%
Résiduelle 10 96,00 9,60

Totale 14 9166,93

Les concentrations létales, la CLsp (ou I’insecticide induit la mortalité de 50 % de la
population ciblée), et la CL g (qui provoque la mortalité de 90 % de la population) sont
déterminées a partir de I’équation de la droite de régression(figure 16) qui exprime le probit
du pourcentage de mortalité en fonction du logarithme décimal des concentrations d’extrait

aqueux (Tableau 17 et 18). Les concentrationsCL50 et CL90, déterminées sont
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respectivement de 9,62 mg/ml (intervalle de confiance :9,32-9,92) et 13,12 mg/ml (intervalle
de confiance : 11,81 — 14,56), avec un Slope de 1,27 (Tableau 19).

Tableau 17 : Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de
mortalité chez les larves du troisieme stade (L3) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata : transformation en probits des mortalités (m + sem, n = 3 répétitions

comportant chacune 25 individus).

Concentrations
(mg/l)
Probits 4,53+0,08 | 5,12+0,04 | 5,80+0,13 | 6,25+0,10 | 8,72+0,00

8 mg/mi 10 mg/ml | 12 mg/ml | 16 mg/ml | 20 mg/ml

Tableau 18.Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens(mg/ml), appliquées sur les larves du
troisieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata, sur le taux de mortalité corrigée :

transformation des concentrations (mg/ml) en logarithmes décimaux.

Concentrations
(mg/ml)
Log
concentrations (x)

8 mg/ml | 10 mg/ml | 12 mg/ml | 16 mg/ml | 20 mg/ml

0,90 1 1,07 1,20 1,30

Tableau 19 : Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolenssur des larves du troisieme stade
nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

Equation | R? | Slope CL50 (mg/l)IC | CL 90 (mg/1)IC

(95%) (95%)
Extrait aqueuxde Ruta Y= 9.52% - 0871 127 | 9,62 (9,32-9,92) 13,1124(51(15L),81_
graveolens 4,36 ’ ’
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Figure 15 : Courbe de référence expriment les probits en fonction des logarithmes décimaux
des concentrations (R?=0,874).

3.4. Toxicologie d’extrait aqueux de Ruta graveolens sur les larves du quatrieme stade

Les tests de toxicité sont appliqués sur des larves du quatrieme stade (L4) nouvellement

exuviées de Culiseta longiareolata avec des différentes concentrations d’extrait aqueux de

Ruta graveolens : 20, 40, 60, 80,120 et 160 mg/ml pendant 24 h. La mortalité observée est

corrigée a partir d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le tableau20 avec des taux

variant de 4 % (20 mg/ml) a 100 % (160 mg/ml) avec une relation concentrations — réponse.

Apres une transformation angulaire des pourcentages de mortalités (Tableau 21),Les données

ont fait I’objet d’une analyse de la variance a un critere de classification (Tableau 22) qui

révéle un effet- concentrations tres hautement significatif (p< 0.001).

Tableau 20 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité

observée chez les larves du quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta

longiareolata (m £ sem, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

oncentratio

ns 20 40 60 80 120 160
Répetition Témoins mg/mi mg/mi mg/mi mg/mi mg/mi mg/mi
1 0 4 24 44 72 88 100
2 0 4 24 48 76 92 100
3 0 4 16 48 72 88 100
m+sem | 0,00+0,0 | 4+0,0 21,2;:4, 00752, | 1333523 | 89:33:2.31 | 1000,0
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Tableau 21.:Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de mortalité
observée chez les larves du quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata. Transformation angulaire du taux de mortalité corriggée (m = sem, n = 3
répétitions comportant chacune 25 individus).

ncentrations 20
40 mg/ml 60 mg/ml 80 mg/ml 120 mg/ml 160 mg/ml
Répétitions mg/ml
1 11,54 29,33 41,52 60,67 69,73 84,26
2 11,54 29,33 43,85 60,67 73,57 84,26
3 11,54 23,58 43,85 58,16 69,73 84,26

Tableau 22 :Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) chez les larves du quatrieme
stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata. Analyse de la variance des

données.
Source de dd SCE CcM Fobs P
Factorielle 5 22020,44 4404,09 707,80 0,000%**
Résiduelle 12 74,67 6,22
Totale 17 22095,11

Les concentrations létales, la CLsp (ou I’insecticide induit la mortalité de 50 % de la
population ciblée), et la CL ¢ (qui provoque la mortalité de 90 % de la population) sont
déterminées a partir de I’équation de la droite de régression (figure 17) qui exprime le probit
du pourcentage de mortalité en fonction du logarithme décimal des concentrations d’extrait
aqueux (Tableau 23 et 24). Les concentrationsCL50 et CL90, déterminées sont
respectivement de 52,75 mg/ml (intervalle de confiance :49,95-55,75) et 91,11 mg/ml

(intervalle de confiance : 78,77 — 105,37), avec un Slope de 1,52 (Tableau 25).

26




Résultats

Tableau 23 : Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens (mg/ml) sur le taux (%) de

mortalité chez les larves du quatrieme stade (L4) nouvellement exuviées de Culiseta

longiareolata : transformation en probits des mortalités (m + sem, n = 3 répétitions

comportant chacune 25 individus).

Concentrations 120 160
(mg/l) 20 mg/ml | 40 mg/ml | 60 mg/ml | 80 mg/ml mg/ml mg/ml
Probits 3,25+0,0 | 4,20+0,13 | 4,92+0,04 | 5,63+0,05 | 6,25+0,10 | 8,72+0,00

Tableau 24.Effet d’extrait aqueux de Ruta graveolens(ppm), appliquées sur les larves du
quatrieme stade nouvellement exuviées de Cs longiareolata, sur le taux de mortalité corrigée :
transformation des concentrations (ppm) en logarithmes décimaux

Concentrations 120 160
(mg/l) 20 mg/ml | 40 mg/ml | 60 mg/ml | 80 mg/ml mg/ml mg/ml
Log 1,30 16 178 1,9 207 | 220
concentrations (x)

Tableau 25 : Efficacité d’extrait aqueux de Ruta graveolenssur des larves du quatrieme
stade nouvellement exuviées de Culiseta longiareolata, analyse des probits.

Equation R’ Slope
CL50 (mg/hHIC | CL 90 (mg/hIC
(95%0) (95%0)
Extrait y=541x-4,3 | 0,874 1,52 52,75 (49,95- 91,11 (78,77-
aqueuxde 55,75) 105,37)
Ruta
graveolens
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Figure 16 : Courbe de référence expriment les probits en fonction des logarithmes décimaux

des concentrations (R?=0,874).
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Discussion :

A cause de leur effet négatif sur I’environnement, I’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’especes 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, spécifiquement 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 ; Habbachiet al., 2013 ; Aouati&Berchi, 2015).

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 initié de nombreuses recherches sur I'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 Corrigiolatelephiifolia (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 Janget al. (2002 a) ont démontré I’activité larvicide de
certaines légumineuses vis a vis deux especes, Ae. Aegyptiet Cx. pipiens. A son tour, Alaoui-

Slimani.(2002) a confirmé la toxicité de Menthapulegium(Labiée) sur des larves de culicidés.

L’activité larvicide des extraits de plantes médicinales aromatiques a aussi été
confirmée dans les travaux de Janget 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 (Barboucheet al., 2001).

Les résultats de notre étude.montre que I’extrait aqueux de plante choisis (Ruta
graveolens) posséde une activité larvicide a I’égard des larves de Culiseta longiareolata 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.
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Les résultats obtenus révelent une sensibilité variable des larves de Culiseta
longiareolata on traduite par des taux de mortalité faibles a trés élevés en passant d’une
concentration a I’autre, d’extrait aqueux de Ruta graveolens. Les résultats révelent également
que Iactivité larvicide est progressive sur la durée puisque il a été enregistré une
augmentation de la mortalité au fur et & 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 I’exposition des larves aux insecticides est prolongée dans le temps. Les
résultats obtenus montre que I’extrait du Ruta graveolens agissait trés fortement sur les larves
du quatriéme stade nouvellement exuviée de Culiseta longiareolata avec une mortalité de
100% pour une dose de 160 mg/ml aprés 24h d’exposition. Cette sensibilité est d’autant plus
accrue que larves a I’insecticide est prolongée dans le temps. Ce que El banna (2006) a
confirmé, ou il rapporte I’existence d’une relation directe entre la mortalité et le temps

d’exposition.

Ce résultat Concord de parfaitement avec les explications apportées dans I’étude de
Seyeet al., (2006), ou les auteurs stipulent dans leur étude toxicologique portant sur I’effet de
la poudre de nem testée a I’égard des stades pré-imaginaux de Culex quinquefasciatus, que les
substances actives contenues dans I’extrait sont libérées lentement induisant une mortalité
progressirve. Les mémes faits sont également rapportés dans I’étude de Koua, (1994) portant
sur I’effet de I’extrait aqueux de Persea americana sur différents stades larvaires d’Anopheles
gambiaes, car en effet I’auteur précise que tous les stades larvaires d’Anopheles gambiaes
sont sensibles a I'extrait aqueux de Persea Americana et que cette sensibilité augmente avec la
concentration, et le temps de contact larve-insecticide en concluant que ces faits s’expliquent

par une chronologie d'action de la toxine présente dans l'extrait aqueux de Persea americana .

En ce qui concerne les résultats obtenue pour les concentrations létales 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 I’effet de I’extrait aqueux de Persea
americana sur differents stades larvaires d’Anopheles gambiaes que les concentrations létales

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

Les résultats obtenus dans notre présente étude corroborent les expérimentations menées
par Hifnawyet al, (2001) sur I’utilisation de I’extrait d’Artemisia herba halba a I’égard les

larves de culicidae ; un effet larvicide positif est observé, ce qui suggére qu’un ou plusieurs
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composants de cette plante lui conferent une propriété toxicologique létale a I’égard des larves
de culicidae. Cette toxicité est également rapportée par Azaizehet al, (2007); Soliman,(2006)
Soliman, (2007) et Taniet al, (2008). Par ailleurs, Artemisia herba halbaest aussi citée
comme I'une des plantes les mieux appréciées et des plus utilisées pour son activité
antioxydante (Djeridaneet al, 2006 ; Al-Mustafa, 2008 ; Abid et al, 2007; Subohet al,
2004), son activité nématicide (Al-Banna et al, 2004), son activité antibactérienne
(Yashpheet al, 1979; Sherifet al,1987; Marrifet al ,1995; Hifnawyet al, 2001), son activité
antiparasitaire (Idris et al ,1982; Al-Waili, 1988) et son activité anti leishmaniose (Hatimiet
al, 2001).

Des essais préliminaires de I’effet larvicide du I’extrait Ruta graveolens été effectués
sur les stades larvaires de Culiseta longiareolata (L1,L2,L3,L4) afin d’estimer les
concentrations entrainant une mortalité de 50% et 90% des larves selon le modele des Probits.
Au vu des résultats, les concentrations qui causent la mortalité de50% et 90% des larves sont
de I’ordre de 0,0015mg/ml et 0,0094 mg/ml respectivement. Karch et Charles (1987), note
dans son étude sur I’effets larvicides d’une souche bactérienne soit la souche 1593-4 de
Baeillussphaericus (Bacillales,Bacillaceae) sur les larves de troisieme stade de Culex pipiens
(Diptera- Culicidae) des doses létales de I’ordre de : DL50 =0,0051 mg/l et DL90=0,0265
mg/l), chez Anopheles stephensi, elle est de :DL50 = 0,064 mg/I et la DL90=0,296 mg/I), Pour
Aedesaegypti la DL50 estde 4,81mg/l et la DL90 est de I’ordre de 44,65mg/l). En effet, les
travaux de Bourgouin (1981), Pillai (1981), Dagnogo et Coz (1982) ont noté ces mémes
variations, notamment la forte sensibilité de Culex pipiens a un grand nombre de souches
pathogénes de Baeillussphaerieuse. Les CL50calculées par Aounty et al. (2006) sur les larves
du quatrieme stade (L4) de Culex pipiens, sont de I’ordre 530 mg/l pour I’extrait de
TetraclinisarticulataVahl (Cupressaceae) et alors que pour [Iextrait aqueux de
Ricinuscommunis. (Euphorbiaceae) est de 600mg/l. Ces résultats, bien qu’ils soient
préliminaires, illustrent bien I’intérét que présentent les extraits végétaux dans la lutte anti-

larvaire.

En 1997, Satymoorthy et al.ont montré I’activité larvicide des extraits aqueux de 16
plantes sur larves d’Aedesaegypti. Ills ont obtenuune valeur de DL50 | plus faible de
2,40£0,31mg/l pour I’extrait deNocotianarusticaL. (Solanaceae). Alouani et al. (2009) sont
travaillé sur I’activité larvicide AzadirachtaindicaA.Juss. (Meliaceae) contre les larves de 4e
stade de Culex pipiens, les valeurs de CL50 et CL90 rapportées étaient de 0,35mg/l et 1,28
mg/l respectivement. Dans [I’étude de Chetan (2010), sur [I’activité larvicide de
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Cestrumdiurnum(Solanaceae) sur larves de 3e stade d’Aedesaegypti (Diptera- Culicidae) la
CL50 de I’extrait méthanolique de cette plante est de 14 pg/ml. Par ailleurs, la toxicité de
I'extrait de Neriumoleander a été étudiée sur des larves au stade 4 de Culex pipiens dans les
travaux de Aouinty et al. (2006) les essais ont démontré une activité insecticide avec une
CL50 de 3130 mg/l, ceci concorde avec les résultats de nos essais obtenus chez la méme
espéce exposée au Neriumoleander avec une DL 50 de 160.97¢/l. Des études similaires
réalisées par Traboulsiet al. (2002) ont démontré I’activité insecticide de quatre plantes
medicinales récoltées au Liban (MyrtuscommunisL.,
LavandulastoechasL.,OriganumsyriacumL. et MenthamicrophyllaK.) sur les larves de Culex
pipiensmolestusF. Les CL50 obtenues étaient comprises entre 16 et 89 mg/l. Ainsi, notre
traitement par I’extrait aqueux de Myrtuscommunis chez Culex pipiens affiche les méme
observations et révele uneDL50 de 86.49 g/ pendant 24h d’éxposition. En outre, Aouintyet
al., (2006), montre que [I’application des extraits aqueux des feuilles du ricin
(RicinuscommunisL.) et du bois de thuya (Tetraclinisarticulata) sur les larves du deuxieme et
quatrieme stade de quatre especes de moustiques : Culex pipiens, Aedescaspius, Culiseta
longiareolataet Anopheles maculipennis, induit un effet toxique, car onnote des résultats
comparables entre les especes testées, sauf que Cs longiareolata est I’espéce la plus sensible
comparativement aux autres avec des DL50 de 110 mg/L pour I’extrait de ricin et 250 mg/L
pour le bois de thuya, contrairement a A. maculipennis ou ces extraits sont moins toxiques
(Aouintyet al., 2006).Les mémes résultats ont été signalés apres applicationdes extraits de 5
plantes (Ammi visnaga, Tetraclinisarticulata, Ricinuscommunis, Neriumoleander et
Inulaviscosa) sur Culex pipiens (Aouintyet al., 2006), de I'extrait deMenthapulegium (Labiée)
sur les larves du deuxiéme et quatrieme stade de culicidés (Aouintyet al., 2006) et des
composeés allélochimiques des Allium avec des doses variant de0,02 a 1,23 mg/l sur cing
especes d’insectes : Callosobruchus maculatus, SitophilusoryzaeS. Granarius appartenant a
I’ordre des Coléopteres, et Ephestiakuehniella et Plodiainterpunctella appartenant a I’ordre
des Iépidoptéres (Auger et al. 2002). Par ailleurs, les huiles d’origan (Origanumvulgare), de
la menthe (Menthamicrophyllaet M. viridis) et d’eucalyptus (Eucalyptus globulus) ont été les
plus toxiques (Papachristos&Stamopoulos,2002).Des résultats préliminaires ont montré que
I’extrait aqueux de fruits de Citrulluscolocynthis sur les larves de deux espéces de moustiques
(Culex pipiens et Culiseta longiareolata) a une grande efficacité par rapport aux produits
naturels d’origine végétale oumicrobienne. Cette efficacité s’exprimée par les paramétres
toxicologiques calculés qui sont successivement la CL50 et la CL90, avec 3,83 et 5,20 mg/L
pour le Culex pipiens (Merabtietal., 2015).
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Dans I’ensemble des tests réalisés, les CL50paraissent toujours plus faibles pour le
deuxieme stade larvaire (L2) que pour le quatrieme stade (L4) et ce quels que soient I’espéce
considérée et I’extrait utilisé. Les larves les plus vulnérables a I’extrait du ricin sont celles du
stade (L2) des especes C. pipiens et C. longiareolata avec respectivement des CL50 (24 h) de
140 mg.I-1 et de 110 mg.I-1 soit des CL50 bien inférieures a celles obtenues dans la phase
aqueuse des galles de Quercuslusitania, CL50 (24 h) = 256 mg/l (Bouallam Tifnouti,2001),
et de la phase aqueuse de Menthapulegium,CL50 (24 h) = 750 mg.I-1 (Alaoui Slimani, 2002).
Par ailleurs, pour le stade (L4), ce sont les larves de C.longiareolata qui sont les plus touchées
avec une CL50(24 h) = 200 mg.I-1.Si I’on s’en réfere aux résultats obtenus, I’interprétation de
I’activité larvicide des extraits méthanoliques des plantes serait causée d’une part par la
diversification des substances actives qui les composent et d’autre part, par I’interaction
moléculaire des groupements fonctionnels de ces mémes substances actives avec les tissus des
organismes visés, notamment les larves de moustiques. Cette interaction serait selon Essawi
et Srour (2000) le résultat d’une action singuliére d’une des substances, ou d’un effet

synergique entre plusieurs substances de ces extraits méthanoliques.

Ces substances actives qui participent généralement a la défense des plantes contre les
agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001) et qui sont synthétisées au sein de
leurs organes sécréteurs (Bakkali et al. 2008), peuvent étre qualitativement et
quantitativement variables. Cette variabilité est influencée par la composition du sol, la
position géographique et le rayonnement solaire dont elles sont totalement tributaires
(Azanlenko, 1995).

Les composés aromatique phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides)
forment le groupe des composés chimiques le plus important des plantes et leurs effets
toxicologique sont due a ces substances ; comme le thymol, le carvacrol, le cinnamaldéhyde,
I'eugénol, le 1,8-cinéole, le camphre et les thujones (Hadj Salem, 2009).
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5- Conclusion

L utilisation des extraits de plante comme insecticide, est connue depuis longtemps. Les
extraits aqueux de basilic, de jasmin et du myrte agissent sur la dynamique de la population
De Culiseta longiareolata .

Dans notre présente étude toxicologique, la préoccupation premiere a été d’élaborer un
extrait qui soit le moins couteux possible et en méme temps le plus efficace possible. Notre
choix s’est donc vite porté sur des extraits aqueux plus facilement réalisable que les huiles
essentielles et surtout transposable sur terrain a des fins commerciales. Nous avons eu recours
a I'utilisation de larvicide sous forme d’extraits aqueux de Ruta gravelenssur les larves de
Culiseta longiareolata nouvellement exuviées (L1, L2, L3, L4)et ceci afin de déterminer leurs
degrés d’action sur ces derniéres.

Cet extrait montre une activité larvicide avec une relation dose-réponse, une toxicité
élevée au niveau du tout les stades testées. Cette sensibilité est encore plus élevée lorsque
I'exposition des larves aux insecticides est prolongée dans le temps .Les résultats obtenues

bien que préliminaires, témoignent une bonne activité insecticide de Ruta gravelens.

Ces résultats révelent une sensibilité variable des larves traduite par des taux de mortalité
faible a tres élevé en passant d’une concentration a I’autre, mais surtout d’un stade de
développement a I’autre, le traitement par I'application de la CL50et CL 90.
Les résultats révelent également que I’activité insecticide est progressive puisque il a été
enregistré une augmentation de la mortalité au fur et & 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, ce qui montre que la mortalité est corrélée aux doses utilisées et est d’autant plus
accrue que I’exposition des larves aux insecticides est prolongée dans le temps. Motionner les
CL50 et CL90 des 4 stades

Les extraits peuvent étre envisagés a I’avenir comme une stratégie de lutte intégrée
contre les insectes nuisibles, en effet ; I’extrait utilisé pour nos tests qui contient plusieurs
molécules qui ne concourent surement pas toutes a I’action larvicide recherchée. Nous
pensons que des fractionnements de cet extrait total nous préciseront mieux la nature des

molécules actives et amélioreront des valeurs des concentrations létales.
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Conclusion

Ce qui sera aussi une perspective intéressante a notre recherche.
A Iavenir il serait intéressant de compléter cette recherche en évaluant ce larvicide sur la
morphométrie des larves. De méme, il serait souhaitable d’évaluer I’effet de ce larvicide sur

d’autres parametres comme la morphométrie, la longévité et le potentiel reproducteur.
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