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Abstract

Abstract

Due to the impact of chemical insecticides on theirenment, health and the

phenomenon of resistance of mosquitoes to thesecantribution opts for the use of

—h

Lippia citriodora essential oils as a bio-insecticide to controlitisecticide- The effect g
their lethal concentration (LC25 and LC50) on ldr@al development L3 and L4and adplt

stadiums of the mosquito specf@dlex pipiens

The extraction of the essences was carried out bydeodistiller of the Clevenger typ

D

From the results obtained, it can be seen thayigld of HE is of the order of (0,24
0,05)%.

As for the developmental aspect, our results shmat treatment withLippia citriodora
(LC25 and LC50 )causes a change in the various dtiaenparameters: width of the

thorax, body weight and volume in the mosquito esagfudied during Duration of study.

Key wordsCulex pipiens, essential oild.ippia citriodora, morphometry




Résumé

Résumé

En raison de I'impact des insecticides chimgsar I'environnement, la santé
et le phénoméne de résistance des moustiques acienatre contribution opte pour
'usage des huiles essentielles Idepia citriodora comme bio insecticide de lutte pour
déterminer I' effet de leur concentration semétale (CL25 et CL50) sur le
développement des larves L3 et L4 et stade aduliesI'espéce de moustiq@alex

pipiens.

L'extraction des essences a été realisée pahnydnodistillateur de type Clevenger.
D'apres les résultats obtenus on remarqudejuendement en HE est de l'ordre de
(0,24 £0.05) %.

Concernant I'aspect de développement, notre aisutiontre que le traitement plaippia
citriodora  (CL25 et CL50), provoque des changement des slivearameétres
biométriques : la largeur du thorax, le poids etdeime corporel chez les stades étudiés

de moustique pendant la durée d’étude.

Mots clés: Culex pipiens, huiles essentielled,ippia citriodora, morphométrie,
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Introduction

Les insectes sont les premiers Arthropodes a gaiplé la terre (lecointre, 2001).
Parmi ces insectes on peut trouver les Culiciddesgat des Mécoptéroides Nématoceres
remarquables par I'évolution progressive qui affeparalléelement I'imago et la larve. lIs
occupent la premiére place, soit par le réle déewea’organismes pathogénes de certains de
ses représentants, soit par la nuisance d’autrexofrs des dernieres anneées, le moustique
est devenu tres répandu dans la région présaharienpeut menacer de propager des
maladies graves (Merabeti, 2011).

Les moustiques font partie de la classe des hexapoe I'ordre des Diptéres, et de la
famille des Culicidés (Lacey et Orr, 1994). lls sates vecteurs de plusieurs agents
pathogenes puisque leurs caractéres hématophages denferent I'état d’ectoparasites
temporaires, transmettant a ’lhomme et aux anintbuerses maladies. La malaria avec 300-
500 millions de cas infectés et 1,5-2,7 millionrderts par année, la filariose lymphatique
avec 120 cas, la dengue avec 50 millions de cak dieévre jaune (Nuttall, 1997 ;
Govindarajan, 2010)

Pour lutter activement contre les Culicidaes plusienéthodes ont été entre prises dans le
monde, comprenant la lutte chimique et la luttddgimue (Berliner, 1915). Les insecticides
chimiques sont la principale stratégie du contr@ependant, leur utilisation massive et
continue a provoqué divers inconvénients, comme risgues de contamination ou
accumulation dans le sol, I'eau et les denréedtéEs le développement de résistances ou
encore les risques pour la sante des travaillegimsades (Carlos, 2010). Ces dangers ont
conduit 'OMS (Organisation mondiale de la Sant&)tardire 'usage de certains insecticides
chimiques et Pour assurer une meilleure intervantiout en préservant au maximum le
milieu naturel, de nouvelles méthodes préventiviesi aque de nouveaux produits sont
constamment recherchés (Crostiyal., 1966). Cette recherche s’est orientée verstta lu
biologique par I'utilisation de substances nataekctives, non polluantes et s’utilisant dans
une lutte moins nocive et plus raisonnée. La lbitdogique prend diverses formes, par
I'utilisation rationnelle de leurs ennemis natur@lacey et Orr, 1994) des bactérieBacillus
thuringiensis var. israelensis et Bacillus sphaericus, du poisson larvivor&ambusia affinis
(Coykondall, 1980 ; Bendaét al., 2001), mais celle qui retient I'attention des chetas a
'heure actuelle est la lutte biologique par lig@tion de substances naturellesd’origines
végétales qui sont les métabolites secondaireke (bssentielles, flavonoides ,tanins...) .

Dans ce contexte, notre travail s'intéresse a évaas réponses des populations d’'une
espece de moustiqu&ulex pipiens a I'impact d’'un nouvel insecticide a base d’huiles

essentielles d’'une especelimia citriodora .
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Matériels et méthodes

2.1. Présentation de l'insecte

Culex pipiens est un moustique qui appartient a une variété cit@mune de
moustiques(Culex) européens. Il est également nomarégouin, cousin ou moustique
domestique. (Pierrick, 2014).

2.1.1. Caractéristique de l'insecte
Culex possede les principales caractéristiques:
-Culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le mondeajesal, 2006).
- palpes allonges chez le male (plus longs queolape) et légerement recourbes vers le
haut.
- palpes plus courts que la trompe chez la fenfetigiron un quart de sa taille).
- au repos, I'abdomen des adultes est quasimealigiarau support
- larves avec antennes allongées.
- siphon respiratoire des larves long.

Comprenant presque 800 espéces, on retrouveClex dans de nombreuses
régions du globe, notamment dans les régions t®sc en Australie et en Europe
(Bussieras et Chermette, 1990x pipiens est une espéce relativement commune en
France, et surtout en région méditerranéenne. Qettauve également dans toutes les
régions tempérées de I'hémisphere nord (Wall etaf@ne 1992).Cx pipiens est actif
pendant toute I'année et atteint son maximum decldppement pendant les saisons
chaudes les mois d'été et d’automne (Farajl eR006). Leur développement est lie a la

présence d’eau (Bussieras et Chermette, 1991 [eK&@95).

2.1.2. Position systématique

. Regne : Animalia

. Embranchement : Arthropoda

. Sous Embranchement: Antennata
. Classe : Insecta

. Sous Classe: Pterygota

. Ordre : Diptera

. Sous Ordre: Nematocera

Famille : Culicidae

Sous Famille: Culicinae

. Genre Culex
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. Espece Culex pipiens (Linné, 1758)

2.1.3. Cycle de développement
La vie deCx pipiens passe par plusieurs stades : ceufs, larves et ngnphesont

aguatique et I'adulte qui a une vie aérienne (FgufJolivet, 1980).

Accouplement

\' Va
i
. '\,
\\
Emergence Mile Repas sanguin
‘ m Vie aérienne ‘
< Vie aquatique ~
Nymphe CEufs (Nacelle)

A .
\ Ef N

Figure 1:Cycle de développement de moustigixipiens (Klowden, 1990).

4 Stades larvaires

A. Les ceufs

Suite a I'accouplement gu’a eu lieu de temps apEawergence des adultes, chaque
femelle étant fécondée une seule fois pour touteiesaSchaffineret al. 2001). Les
femelles fécondées déposent leurs ceufs (Bend&@8)1Busiformes, ils mesurent environ
1mm de long. Blanchatres au moment de la ponts;alssombrissent dans les heures qui
suivent (Figure 2). Une Corolla est présente aeauvdu pole inferieur de I'ceuf. Ils sont
pondus dans 'eau, réunis par 200 a 400 en nagefie 'arrangement leur permet d’étre

insubmersibles (Anonyme ,1983) L’ceuf est pourvundypercule qui s’ouvre vers le bas
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au moment de I'éclosion et la larve dégage ce degriace a une épine chitineuse qui se
situe au niveau de la téte (Rhodain et Perez, 1985)

Figure 20eufs en nacelle dex pipiens (Anonyme, 1983)

B. Larve

Celle deCulex pipiens se développe indifferemment dans les eaux claites o
polluées. D’aspect vermiforme, son corps se digisérois segments: tete, thorax trapu et
dépourvu d’appendices locomoteurs, abdomen so8plaaille varie de 2mm a 12mm en
moyenne en fonction des stades (Figure 3). (Ket885 et Andreo, 2003). Ont un mode
de vie d'une durée de 5 a 6 jours. Dans certaipeslitions, la densité larvaire est telle
qgue les larves peuvent occuper la totalité de fase d’'un plan d’eau. Elles subiront 3
mues avant de se transformer en nymphe. Au coureslenues, la téte de la larve va
grossir de fagon spectaculaire (+ 50% a chaque.rhad)n du développement larvaire se
caractérise par la lyse des muscles, premiere g&peettant le passage de la vie en milieu
aquatique a la vie en milieu terrestre. (Bussietahermette ,1991 et Cachereul ,1997)

|!
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-TETE I THORAXI «Aaoousnl siphon

/
N{“"‘f“m. .

U i 8y NV

segment anal

antenne' derniers segments I

Figure 3 : Larve deCx. pipiens (Brunhes etl, 1999).

C. La nymphe

La téte et le thorax fusionnent pour donner urhatighorax sur lequel on trouve
deux trompes qui permettent & la nymphe de resitigure 4). Sa forme globale rappelle
celle d'un point d’interrogation. Les orifices amlbuccal étant bouches, la nymphe ne se
nourrit pas. Ses palettes natatoires, situées’amidmen, lui permettent de se déplacer
(Cachereul, 1997). vit 2-3 jours dans l'eau, le gemgue s’opérent de profondes
modifications anatomiques ; puis elle entame satiut en s'immobilisant a la surface de
'eau. D’abord relativement mobile, elle finit pgimmobiliser a la surface de I'eau. (Wall,
Shearer, 1992

- Céphalo-thorax

. T Trompettes
2 respiratoires
-

abdomen

Palettes
natatoires

1 mm

Figure 4: Aspect général d’'une nymphe @alex pipiens (Berchi, 2000).
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D. Les adultes

Une fois métamorphosé, provoque une cassure aaunide la téte nymphale et
émerge a la surface de I'eau. Les méles atteigaentmaturité sexuelle au bout d’un jour
alors que les femelles I'atteignent au bout de2lj@urs, et elles sont plus grandes que les
males issus d’'une méme émergence (Cléments, 1B93ossedent un corps mince se
divise en trois parties : la téte, le thorax, l'abten, de taille moyenne environ 9 mm,
globalement brun clair et des pattes longues esfifigure 5) (Wolfgang et Werner, 1988 ;
Balenghien, 2007). lls se reconnaissent facilempanta présence d’écailles sur la majeure
partie de leur corps. Au niveau de la téte, I'imagodifférencie des autres familles de
diptéres par des antennes longues, fines et aisulLes femelles se distinguent
facilement des males par la présence des antefumesyses. Elles possedent de longues

pieces buccales caractéristique de type piquewusytlarbach, 2007).

Mo
b,

THOAAR

B E DD R

Figure 5. Morphologie générale d’'uBulex adulte (OMS, 1973)

> Tete
Téte est sombre, couverte d’écailles fourchuessdesset sombres entre lesquelles
sont situées des écailles blanches et des poitsb8ur les joues se trouvent des écailles
plus courtes formant une tache blanche (Andreo3 206ettle, 1995).
Les antennes sont de calibre uniforme, trés spussestsa 15 articles chez le male,
peu spumeuses et a 14 articles chez la femelle |ekBoies sont plus courtes. Les males

Ont a la base de I'antenne un deuxiéme articléeddamprenant des organes sensoriels
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disposes radialement : organe de Johnston, siegéaddition (Figure 6) ( http:/
aramel.free.fr/INSECTES 15-3.shtml (page consu#é&i8/04).

Les femelles possédent des pieces buccales depitypeur-suceur qui font saillie
devant la téte, et sont composées de 7 articleéréa en biseau, la trompe comprend, entre
autres, les six pieces vulnérantes (labium-epipharyzypopharynx, 2 mandibules, 2
machoires). Le tout est protége par une enveloppels : le labium. Les mandibules et les
maxilles, en forme de piquet, sont bien adaptdadanction de piqueur. Le labre pointu et
I'hnypopharynx pénetrent également dans la plaielabee est creuse en gouttiere, et avec
I'nypopharynx, forme le canal alimentaire par Ieljeesang est aspire. Chez le male, les
maxilles et mandibules sont réduits.

Enfin, a la base de chagque machoire se trouve lpe paaxillaire a 4-5 articles,
plus long que la trompe chez les males (Chadwi@®71 Hugnet eal, 1999)

Figure 6Culex pipiens male (Legros, 2012)

» Thorax

Compose de trois segments soudes (le prothorarésmthorax et le métathorax), il
porte les ailes et les pattes. Le thorax est bewouvert d’écailles fauves foncées avec
guelques écailles claires sur les cotes. Les pgtiles sont brunes et non annelées, le
fémur est noir au dessus et blanc au dessous, pewtndistinguer une tache blanche au
niveau du genou. Elles sont formées de 5 piecesugnet le tarse, a 5 articles, porte 2
griffes. Les ailes sont non tachées. Comme le cefrpess pattes, les ailes sont recouvertes
d’écailles fixées sur les nervures et sur le barstgrieur. Au repos, elles sont repliées sur
'abdomen. En arriere des ailes se trouvent leanoérs, qui sont de petits organes
sensoriels oscillatoires servant au contréle du (Blssieras et Chermette, 1991 ;
Cachereul, 1997).
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» Abdomen

Gréle et allonge, il est compose de 9 segmentsirtestpar 2 cerques, appendices
courts protégeant I'anus et l'orifice génital. Bterecouvert d’écailles claires, brunes et
blanches avec de longs poils sur la face dorsaie.ligne longitudinale sombre ainsi que
guelques taches sombres sur les cotes ornentdad¢amtrale. Chez les males, 'abdomen se
termine en une armature génitale servant a mamtarfiemelle durant I'accouplement.
Chez les femelles, on trouve un oviscapte qui weet lors de la ponte (Figure 7)
(Bussieras et Chermette, 1991 ; Cachereul, 19%¥edlemaire, 1952).

Figure 7. Abdomens et ailes d’u@ulex (Cheviaux, 2010).

2.1.4. Alimentation

Cx.pipiens est cosmopolite, il est surtout abondant danstesids, ou il est actif
toute I'année. Dans les pays tempéres, il abond®wuen été et en automne. Tres
hygrophiles, il a une activité principalement nootu et son développement est lie a la
présence d’eau (Bussieras et Chermette, ID@dant les premiers jours de leur existence,
les adultes males et femelles sont en repos dankede abrites. Leur premier repas, pris
au crépuscule, est compose de nectar. Il permet antres la maturation des organes
génitaux ainsi que la constitution de réservesgéiigues pour le vol.

Le male va se nourrir apres exclusivement de sule etectar extrait de plantes et
meurt aprés la copulation. Les males sont attieesres autres, olfactivement grace a
I'odeur qui émane de la plante grace aux nombréagpteurs olfactifs localises sur leurs
palpes maxillaires et surtout leurs antennes (Y,i$886).En cas de réponse positive a un
stimulus olfactif, celle-ci provoque un mouvemerieote vers la source odorante qui peut
se définir par sa vitesse et sa direction (HahpatB).En effet, I'efficacité d’'un attractant

est déterminée par la concentration initiale demk@écule au niveau de la source ,la
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maniere dont elle diffuse sur son support (aidjgoide) et les mécanismes internes
d’orientation de I'insecte(Visser,1986).

Apres l'accouplement, les males ne tardent pas arimdl n'y a généralement
gu’'un seul accouplement au début de la vie de lfadle sperme étant stocké dans les
spermathéques de la femelle ou il est conservé aaulong de la vie de celle-ci. La
fécondation des ceufs a lieu au fur et a mesura gmte (Andreo, 2003 ; Bussierats
Chermette, 1991 ; Cachereul 1997).

La femelle peut vivre de 3 semaines a 3 mois skeldampérature et la qualité du
gite (Bourassa, 2000). Elle est hématophage, cegjundispensable a la formation des
ceufs et se nourrit en plus de suc des plantes.nGapg elles peuvent produire une
premiere ponte sans repas : elles sont dites angegéElles utilisent les réserves
accumulées par la lar(&ettle, 1995). Pour réaliser son repas de sanfgnelle injecte
un peu de salive contenant des anticoagulants gimsides anesthésiques (Ribeiro et
Francischetti, 2003). Si le moustique est portéeum gathogene, il pourra alors contaminer
les hotes qu’il piquera par la suite lors de I'atjen de sa salive (Dohm et al., 2002 ; Faraj
et al., 2006 ; Kilpatrick et al., 2008 ; TetreaQ12).

La digestion du sang et la production d’'ceufs vialpeuvent prendre, selon la
température, de trois a une dizaine de jours. Loeigs sont prétes, les femelles pondent
a la surface de l'eau de I'habitat sélectionnépilgéire se fait par introduction des six
stylets ; le labium, non perforant, se replie &Uaface de la peau. Les stylets pénetrent
directement dans un capillaire (solénophagie), deosel la salive est injectée a plusieurs
reprises au cours du repas. Cette salive contiemtsubstance inhibant ’'hémostase ainsi
que l'agrégation plaquettaire. La salive est égal@mcomposée de substances
immunogenes responsables des réactions cutanéesécastiques secondaires a la piqure.
Elle constitue également, le support a la trandomnsgectorielle (protozoaires, virus). Au
bout d’'un temps moyen de 2 a 5 minutes (jusqu’anittutes), la femelle peut ingérer de 2
a 4 fois son poids en sang par le canal alimen{&igure 8), ce qui représente jusqu’'a
10,2 mm (Andreo, 2003 ; Kettle, 1995 ; Moulinief03). L'aspiration est permise par un
systeme de pressions-dépressions déclenché pautedes céphaliques, thoraciques et le
pharynx. Une fois le repas terminé, la femellesgilson labium comme levier pour retirer

ses stylets du tégume(itoral et Caro, 2005).
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Figure 8 Femelle deCulex pipiens prenant son repas sanguin (Northern House

Mosquito : http://bugguide.net/node/view/35524/ibgre

2.1.5. Technique d’élevage

Les ceufs et les larves de moustiques sont réatdigs des sites situés au niveau de
régions de la ville de Tébessa exactement Hammgriire 9). Les larves sont élevées
dans des récipients contenant 150 ml d'eau déchmert nourries avec 0,04 g du mélange
biscuit 75% - levure 25% (Rehimi et Soltani, 1999au est renouvelée chaque deux
jour. Le régime alimentaire joue un grand rble ddmsfécondité car les protéines
permettent a la femelle de pondre plus d'ceufs gggrart aux femelles nourries de sucre

seulement (Wiggles, 1972)

Figure 9 : Site d’élevage du moustique (photo personnelle)
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2.2. Présentation de la plante

La verveine odorantéloysa Citriodora ou Lippia citriodora (Kunth) ,est un sous
arbrisseau vivace de la famille des Verbenaceaeoft,2011) mesurant 1.50 a 3.00 m de
hauteur (Figueiredo etl.,2003les tiges sont anguleuses, cannelées a branchiéssdeb
ramifiées (Cheurfa et Allem,2016),portant des fegilvertes pales, allongées, celle-ci ont
une longueur de 3 a 7 centimeétres et une largedral@ centimetre , verticillées par trois

ou quatre sur les tiges, a pétioles tres courtssrad toucher (Figure 10).

Figure 10 : photographie des fleurs et feuille Atbysia citriodora (photo
personnelle)

2.2.1. Origine

La littérature botanique révéle une variété de ngnt®@mprisAloysia triphylla .En
Ameérique du sud ,les botanistes lui donnérent Im "o genreippia, en mémoire d’'un
naturaliste Italien d’origine Francaise ,Augustippia et puis un autre botaniste d’origine
Espagnol en 1785,la nommdoysia en I’honneur de Maria Luisa ,princesse de parme et
épouse de Charles IV d’Espagne propriétaire dundReal Jardin de Mardi ou la plante a
été importée (EL Hmamouchi, 2006).

Les pays producteurs sont le Mexique, le ChilBiésil, le pourtour Méditerranéen
(Maroc, Algérie, Turquie et France), I'Afrique dudset I'Inde. Le marché est réservé
principalement pour la consommation en herboristerais aussi pour la production de

I'huile essentielle (EL Hmamouchi, 2006).

2.2.2. Classification de la verveine
Regne : Plantea
Super-division : Embryophyta
Division : Tracheophyta
Classe : Magnoliopsida
Superordre : Asteranae
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Ordre : Lamiales

Famille : Verbenaceae

Genre : Lippia

Espece :lippiacitriodora (Ghédira et Goetz, 2017)

2.2.3. Habitat et culture del .citriodora

La verveine odorante est cultivée sous les clintatepérés comme plante
aromatique et ornementale, ainsi que pour seddsyiltilisées en phytothérapie. Celles-ci
sont récoltées a la fin de I'été. Elle s'accomnmmgetous les types des sols et exige une
quantité d'eau importante (Pascuablet2007). La verveine odorante s'acclimate d'un sol
perméable, bien drainé et des endroits ensolallesemi- ombragés, abrités des vents
froids. Elle exige un sol frais en été, sans exitd@smidité qui entraine la pourriture de ses
racines. Elle doit étre paillée en hiver pour lat@ger du gel, car elle ne supporte pas les

températures inférieures a 4 °C (Botrel, 2001).

2.2.4. Composition chimique de la verveine odorante

Les parties utilisées de la plante sont les fajifi@iches ou séchées. Bien que
L'infusé de feuilles de verveine odorante soit éangnt consommé, sa composition
qualitative et quantitative en polyphénols est emgunal connue. Les feuilles contiennent
des composés phénoliques a une concentration den§i5dérivées hydroxycinnamique
avec verbacoside (5,3%), flavonoides tel que lirteol7- glucoside et luteolin 7-
diglucuronide (0,8%) et du potassium 440 mg/ml (@aret al. 1999). D'un point de vue
guantitatif, la concentration en polyphénols d€usion de verveine odorante a été évaluée
a 675 mg/l dont 24% de Flavonoides et 76% d'agufenoliques (Lenoir, 2011).es
feuilles de la verveine contiennent aussi des beksentielles (0, 2- 1%): les principaux

composés (10-40%) sont : citral, géraniale et liamen(Carnat et al. 1999) .

2.2.5. Utilisation de plantes
2.2.5.1. Phytothérapie
Le genreLippia (Verbenaceae) comprend environ 200 espéeces d'hextimsstes et
arbrisseaux. La plupart des espéces sont traddiement utilisées comme remedes gastro-
intestinaux et respiratoires. Les parties utilisdesla plante sont les feuilles, les parties
aérienne set les fleurs. L'infusé de feuilles deveiee odorante est consommé
traditionnellement dans l'ensemble de I'Amériquatrede et de I'Amérique du sud, en

Afrique tropicale et dans certains pays européensnte traitement gastro-intestinal et sont
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considérées comme particulierement efficace potiraieement des douleurs stomacales et
l'indigestion. La verveine odorante peut égalem@&né consommée pour ses propriétés
antispasmodiques ainsi que pour lutter contredardi. Les feuilles peuvent également étre
utilisées comme assaisonnement dans certaines ratiépa culinaires (Pascual et

al.2007).Elle est agréable a boire et s'emploie surtlans les digestions difficiles, les

indigestions, les ballonnements, les brilures ateat (Pascual et al.2007 et Saidi 2013).La
verveine odorante est également utilisée contreétess nerveux, les palpitations, les

migraines, les bourdonnements d'oreille et ledgest(Saidi ,2013).

A. Voie externe
L'huile essentielle est également utilisée en cesgws pour le soin de plaies
difficiles a cicatriser (Eberhard et al..1984).

B. Voie interne

En qualité de plante médicinale, elle est traditellement utilisée par voie orale,
dans le traitement symptomatique des troubles tlige&allonnement eépigastrique,
lenteur a la digestion, éructations, flatulenc&sague dans le traitement symptomatique
des états neurotoniques des adultes et des elats de nervosité, troubles mineurs du
sommeil). L'infusion de 5 a 20 g de feuilles danditre d'eau est absorbée a raison de 2 a
5 tasses/jour, ce qui est équivalent de 3-6 gouttesile essentielle, en 2 a 3 prisesl/
(Eberhard. eal., 1984).

2.2.6. Alimentation

Les feuilles de verveine, fraiches et finement lgéash servent en petites quantités
pour agrémenter des salades de fruits ou de |éguesedesserts, les sauces pour flans, les
gateaux, les cremes aux ceufs, les tartes aux ®tilss boissons rafraichissantes. Les
feuilles séchées, ajoutées a une dose de sucomnigrent un aréme agréable (Eberhard et
al., 1984).

2.3. Screening phytochymique
2.3.1. Recherche des flavonoides et des leucoantates

5 g de matériel végétal placés dans un Erlen mayetr infusés dans 50 ml d'eau
distillée pendant 30 minutes. Apreés filtration,Ipw@r 6 ml d'infusé et les introduire dans 3
tubes a essai a raison de 2 ml par tube. Additiorespectivement a l'infusé contenu dans
les 3 tubes a essai, 1 ml de NaOH, 1ml d'eau ldistét 1ml de HCI concentré et de

copeaux de Magnésium. En présence des flavondikegpolorations suivantes : rouge,
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hY

jaune-rougeatre, rouge a rouge-violacé, rouge-faamecéviolet ou bleu, jaune et rose
peuvent étre observées. Ces couleurs correspomdspéctivement aux anthocyanes,

flavones, flavonels, flavonones, isoflavones etteunthocyanes. (Vigor at, 2011)

2.3.2. Recherches des quinones

Broyer 5 g de matériel végétal et les humecteruddoges gouttes de HCI. Mettre a
macération ce matériel végétal pendant une heu2l dweures dans un Erlen Meyer fermé
et contenant 10 ml d'éther de pétrole. Apres fitirg 2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml
de NaOH a 10 %. La coloration rouge virant au Yialgparait en présence des quinones.
(Vigor etal, 2011)

2.3.3. Recherche de saponines

5 g de matériel végétal trituré sont mis dans uerBlvleyer dans lequel on y ajoute
50 ml deau distillée pour réaliser une décoctioandant 30 minutes. Aprés
refroidissement, filtrer et prélever 5 ml du dééoet les introduire dans un tube a essai de
16 mm de diamétre et 160 mm de hauteur apres iagitdt'apparition d'une mousse
persistante indique la présence des saponines.

Cependant, en cas d'une faible mousse, le décetttesté avec un mélange a
volume égal de 8O, 1IN et K,CrO; a 10 % (chrome de potassium) (Vigoakt2011)

2.3.4. Recherche des tanins

5 g de matériel végétal sont infusés dans 50 maudmuillante contenue dans un
Erlen Meyer pendant 30 minutes. 2 ml de l'infusét goélevés et mis dans un tube a essai
dans lequel on ajoute quelques gouttes de chldemrejue a 1%. L'apparition d'une
coloration ou la formation d'un précipité indigaedrésence des tanins catéchiques.
Prendre encore 2 ml de l'infusé et les placer deansube a essai saturé en acétate de
sodium et y ajouter quelques gouttes de kel formation d'un précipité indique la
présence des tanins galliques. (Vigoale2011)

2.3.5.Recherche des terpenoides et des stéroides

Prendre 1g de matériel végétal qu'onamaacération pendant 24 heures dans I'éther
de pétrole ou dans le benzéne. Apreés filtratiantedbduction dans un Erlen Meyer de 100
ml, le solvant est évaporé au bain de sable. Lidué&st récupéré par 1 ml de chloroforme,
1 ml d'anhydride acétique et 3 gouttes d'acideudglie concentré. Il se produit une

coloration violette devenant progressivement verdecoloration verte se stabilise au bout

m
I
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de 30 minutes et indique la présence des stérdradesilleurs, 2 ml de la solution acidifiée
sont traités par quelques gouttes de réactif deSEIRSON. L'apparition d'une coloration

rouge indique la présence des terpénoides. (Vigar 2011)

2.3.6. Recherche des alcaloides

Prendre 200m g de poudre de matiére végétale @eajpOml de I'acide sufirique a
10%.ajiter pendant 2 minutes apres fitration dartsitis , ajouter quelques goutes de
reactif de mayer,le reactif de bouchardat et letiede dragendorff (Vigor adl, 2011)
2.4. Les huiles essentielles
2.4.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles, appelés aussi essenagasds® mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses planpgésntes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fraitgsine, les bois. Elles sont présentes en
8éme édition de la pharmacopée francaise (1965huUies essentielles sont: «des produits
de composition généralement assez complexe remiérlea principes volatils contenu
dans les végétaux et plus ou moins modifiés auscdeila préparation» (Brunetdr993).
Elles sont odorantes et tres volatiles, c'est ra&gli'elles s'évaporent rapidement dans l'air
(Padriniet, 1996). Généralement se sont des atitisegs antibactériens vermifuges ou
stomachiques. On dénombre environ 600 essencesesiide nos jours en aromathérapie

dont I'essor s'étend dans le domaine médical estmue (Delille, 2010).

2.4.2. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complégesomposés organiques
possédant des structures et des fonctions chimimegssliverses (Lahlou, 2004). Plus de
60 molécules difféerentes peuvent entrer dans lapogition chimique d'une huile
essentielle. Les composés majoritaires peuvenesepter, a eux seuls, plus de 85% de
I'huile alors que d’autres composeés ne sont présguita I'état de traces (Senatore, 1996).
L’ensemble de ces constituants appartient, de fapoasi exclusive, & deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinde groupe des terpénoides d’'une part
et le groupe des composés aromatiques deérivés @éayipnopane, beaucoup moins
fréquents, d’autre part (Bruneton, 1999 ; Bas&usthbauer, 2010). Les huiles essentielles
peuvent également renfermer divers produits issugrdcessus dégradatifs mettant en jeu
des constituants non volatils (Bruneton, 1999).
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A. Les terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturelsrutduse cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus artpnte est la présence dans leur squelette
d’unité isoprénique a cinq atomes de carbone (CEH8)nandez-Ochoa, 2005 ; Fillatre,
2011). Les terpenes sont subdivisés selon le nondbueités isopréniques en
hémiterpenes (1 unité : C5), monoterpénes (2 unit€40), sesquiterpenes (3 unités :
C15), diterpenes (4 unités : C20), sesterpenesi{su. C25), triterpénes (6 unités : C30),
carotenes (8 unités : C40) et les polyisoprénamites : C5n) (Hernandez-Ochoa, 2005 ;
Fillatre, 2011). Un terpéne qui possede un oxygeein terpénoide. A noter que le terme
terpene, anciennement employé pour caractérigesdiable de la classe des terpénoides, a
une définition aujourd’hui plus restreinte et nedsesse qu’aux (mono)-terpénoides
hydrocarbonés (Baser et Buchbauer, 2010). Danadales huiles essentielles, seuls sont
rencontrés les terpénoides les plus volatils, -&'elte ceux dont la masse moléculaire
n'est pas trop élevée, principalement les monosesguiterpénoides et, beaucoup plus
rarement, les diterpénoides. Les monoterpénoigegsentent a eux seuls environ 90%
des huiles essentielles (Richter, 1993 ; Brunet889 ; Bakkaliet al., 2008).

Les terpénoides se caractérisent par une grangiévee structures dont certaines
sont regroupées dans la figure suivante) (Fill&04,1).

Si les composés terpéniques sont les constituardforitaires des huiles
essentielles, les molécules aromatiques n’en demeupas moins des composeés
importants, a I'exemple du cinnamaldéhyde qui regmé environ 75% de I'huile
essentielle de cannelle (Garnéro, 1996).

B. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentieltépsacipalement des dérivés du
phénylpropane €C3, parmi lesquels se trouvent des aldéhydes (cinltgtmgde des alcools
(alcool cinnamique), des phénols (chavicol, eugémas dérivés méthoxy (anéthol, estragol)
ou meéthyléne dioxy (myristicine, safrol) (Brunetoh999. Il est cependant possible de
rencontrer des composés-Ci, comme la vanilline (assez fréquente) et I'antlaten de
méthyl ainsi que des lactones dérivées des acideariques (les coumarines, par exemple)
étant, au moins pour les plus simples d’entre eieyainables par la vapeur d’eau (Bruneton,
1999).
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C. Les composés d’origines diverses

Il existe un nombre non négligeable de composéatilolssus de la dégradation de
terpenes non volatils (c’est le cas par exempleidesnes qui proviennent de l'auto-
oxydation des carotenes) et d’acides gras (lesepetidorantes, comme par exemple le
(32)-hexen-1-ol ou le décanal, qui sont obtenugsadir des acides linoléique et
linolénique) (Bruneton, 1999). Si la concentratds ces composés est généralement tres
faible, ils peuvent cependant avoir une influencmsérable a I'exemple de B

damascenone. Cette molécule, issue de la dégradkgsoterpenes, (Leffingwell, 2011).

2.4.3. Extraction des huiles essentielles par hydigstillation

L'hydrodistillation reste la technique d’extractitan plus utilisée et la plus rapide
pour I'obtention des meilleurs rendements, sar&alon des huiles essentielles fragiles.
Leur principe correspond a une distillation hétérogqui met en jeu I'application de deux
lois physiques (El haib, 2011 ; El kalamouni, 2010gxtraction se fait au niveau de
laboratoire de Tébessa par I'utilisation de systdméype Clevenger.

50g de matiere seche Hppia citeriodora est introduit dans le ballon a fond rond
et a 3 cols ou fiole d’'un litre surmonté d’une ¢oie de 60 cm de longueur avec 500 ml
d’eau distillée. Le ballon et son contenu serasuaisune chauffe ballon & une température
voisine de 100 C° et raccordé avec le reste dpdiagl d’extraction (Figure 8). Adopter
ensuite le ballon a I'appareil de condensationséeat le mélange en ébullition pendant 3
heures. Pendant ce temps, le vapeur se dirigdevexd du cygne puis dans le réfrigerent
ou elle se condense rapidement et tombe, dans dalmpde décantation, sous forme
d’huile. (Figure 11).

Les huiles essentielles recueillent par décantadida fin de la distillation a été
filtrée en présence de sulfate de sodium Na2SO4 gouiner les traces d’eau résiduelles
et I'huiles essentielles dieppia citriodora sera par suite récupérer et stockée a 4°C a
I'obscurité dans un flacon en verre appropri€, l&igpe fermé et couvert d’'une feuille
d’aluminium pour la préserver de l'air et de laigre. La quantité d’essence obtenue est
pesée pour le calcul du rendement (Bouguerra, 20M&vussi ; 2008 ; Tchoumbougnang
et al., 2009
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Figure 11 : Extraction des huiles essentielles par hydrothsitih (photo

personnelle)

2.4.4. Rendement des huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle est le rappdre éa poids de I'huile extraite et
le poids de la matiére seche de la plante (AFN®RY), évalué a partir de 3 échantillons

(nombre d’extraction). Il est exprimé en pourceantagt calculé par la formule suivante :

R = P/ P x 100 ou R = [EPg/ £Pa] x 100

R : Rendement en huile en %
PB: Poids de I'huile en g
PA: Poids de la matiere séche de la plante en g

2.5. Traitement

Nous avons préparé une solution d’huile essentiklles le méthanol. Deux doses
correspondant a la (10.19) pour CL25 et (18.37)pOur 50 pour L3, Deux doses
correspondant a la (28.71) pour CL25 et (36.2)f@ur50 pour L4, puis I'agitation de
1mL de chaque solution préparé ont été appliqués das récipients contenants 150 mL
d’eau et 25 larves du troisiemes, quatrieme stadeellement exuvies d€ulex pipiens

[J
(]
I
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selon la recommandation de I'organisation Mondd®da sante (Anonyme 1983) apres 24
h de traitement ,les larves sont rincées et pladées nouveaux récipient contenant de
I'eau propre et de la nourriture.

Figure 12 des larves traitées (photo personnelle)

2.6. Etude morphométrique

Plusieurs parameéetres morphométriques ont étéepreonsidération pour les larves
du troisieme ,quatrieme stade et adultes témoitraietes (CL25, CL 50) pendant 24, 48 h
et 72 h. (Nombre de répétition 3 et nombre dessidds 10)

» Poids des individus.
» Largeur du thorax.
* Longueur des ailes

* Volume corporel des larves et des adultes .

Les mensurations ont été réalisées a I'aida diicromeétre gradué et une loupe
binoculaire préalablement étalonnée

2.7. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été exprimeés par la nmeyer’écart-type (SD). L'analyse
statistique a été réalisée grace au logiciel Prigib@ (ANOVA I, test de Tukey).
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3.1. Rendement
Les huiles essentielles dgppia citriodora obtenus par hydrodistillation sont de

couleur jaune claire ayant une odeur citronée.

Le rendement enregistré des huiles essentielleais est déterminé par rapport a la
matiere seche des feuilles deppia citriodora apres trois répétitions. Il est de I'ordre de
(0,24 + 0,05) %.

3.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de metirévidence la présence de
quelques métabolites secondaires au niveau de tiégatale des feuilles deippia
citriodora. la détection de ces composes chimique est baséedesurréactions de

précipitation et un changement de couleur.

Tous les résultats des tests phytochimiques effectur les différents extraits sont
présentés dans le tableau suivent.

Tableau 1 :résultats des tests de recherche des composeisjgbgn

Les composes chimiques Présence (+) / absence(-)
Flavonoides +
Leucoanthocyanes -

Quinones -

Saponines +

Tanin galinique -

Terpenoides +
Steroides +
Alcaloides -

Tanin catechique +

3.3. Effet des H.E extraites dé.ippia citriodora sur la croissance pondérale d€ulex
pipiens
* Stade larvaire (L3)

Les résultats de I'évolution du poids corporel @eges du troisieme stade Gelex

pipiens sont mentionnés dans le tableaet2a figure 13Pour les séries témoins et traitées

a la CL25 et a la CL50, on note une variation tragtement significative (p<0,0001 et
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p<0,0001 respectivement) du poids corporel degtaau cours de la période testée (24, 48
et 72h)

La comparaison des moyennes entre les séries térabimaitées par le test tukey,
révéle une augmentation tres hautement signifieativ poids corporel des larves 3 a 72h
entre les séries témoins et les séries traitéasGlL25 et a la CL50. et une augmentation
tres hautement significative pour les sériesdeasita la CL25 et a la CL50 durant les trois

temps

Tableau 2 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des larves du troisieme stadk Culex pipiens a différentes
périodes (m + sd, n= 3 répétitions comportant chac2b individus). (Comparaison des
moyennes a différents temps pour une méme sétteefleanajuscules) et pour un méme

temps entre les différentes séries (lettres mirlasgu

Temps (heurs) Temoin CL25 CL50

24h 0,19+0,03 a 0,10+0,02 a 0,18 +0,04 a
A A A

48h 0,14 +£0,02 a 0,16 £ 0,02 a 0,12+ 0,04 a
A AB A

72h 0,13+0,03 a 0,24 £0,03 b 0,49 + 0,06 c
A B B
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Figure 13 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des larves;lchez Culex pipiens a différentes périodes (mzxsd,
n=3). (NS: Différence non significative (p>0,05} Différence significative (p<0,05) ; **:
Différence hautement significative (p<0,01) ; *®ifférence trés hautement significative
(p<0,001).

* Stade larvaire (L)

Les résultats de I'évolution du poids corporel @eges du quatrieme stade Galex
pipiens sont mentionnés dans le tableau 3 et la figureCEs résultats présentent une
différence tres hautement significative entre fessttemps (p<0,0001) et entre les séries
témoin et traites (p=0,0003)

La comparaison des moyennes entre les séries térabimaitées par le test tukey,
révéle une variation tres hautement significatiuepdids corporel des larves 4 a 24, 48 et
72h pour les séries témoins et les séries traitdasCL25 et a la CL50. Pendant que, une
diminution trés hautement significative du poidspawel chez les séries traitées a la CL25
et a la CL50 par apport au séries témoins a 28ket
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Tableau 3 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le poids

corporel (mg/individu) des larves du quatrieme estabtk Culex pipiens a différentes

périodes (m + sd, n= 3 répétitions comportant chac2b individus). (Comparaison des
moyennes a différents temps pour une méme sétteeflanajuscules) et pour un méme
temps entre les différentes séries (lettres mirlasgu

Temps (heurs) Temoin CL25 CL50

24h 0,71+0,04 a 0,42+0,04 b 0,36 £0,12 b
A AB A

48h 1,12+0,17 a 0,63+0,08 b 0,93+0,21a
B A B

72h 0,38+0,07 a 0,30 £ 0,04 a 0,32+0,02 a
C B A

1.5

_ Il temoin

=)

5 M cl25

._g

= 1.0 B cI50

o

£

[

o

—

8 0.5 ns ns

)

=

o

o

0.0-

> o O

Temps (heurs)

Figure 14 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des larves,lchez Culex pipiens a différentes périodes (mzsd,
n=3). (NS: Différence non significative (p>0,05)Bifférence significative (p<0,05) ; **:

Différence hautement significative (p<0,01) ; **®ifférence trés hautement significative
(p<0,001).

|g
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* Adulte

L’analyse de la variance du poids corporel destaduhales et femelles montre des
différences hautement significatives entre lesstegiries et entre les deux sexes (p=0,0075
et p=0,0093 respectivement).

La comparaison multiple des moyennes révele uneindilon hautement
significative du poids corporel chez les sériegtdes a la CL25 et a la CL50 pour les
adultes males alors que aucun effet dose a étaléighez les adultes femelles.

Tableau 4 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des adultes males et fensellie Culex pipiens (m + sd, n= 3
répétitions comportant chacune 25 individus). (Carapon des moyennes a différents
temps pour une méme série (lettres majuscules)oat pn méme temps entre les

différentes séries (lettres minuscules).

Sexe Témoin CL25 CL50

Adulte male 0,93+0,22 a 0,34+0,02b 0,34+0,01b
A A A

Adulte femelle 0,95+0,20 a 0,81+0,13 a 0,75+0,07 a
A B B
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Figure 15 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le poids
corporel (mg/individu) des adultes males et fensetleezCulex pipiens (m+sd, n=3). (NS:

Différence non significative (p>0,05); **: Différee hautement significative (p<0,01).

3.4. Effet des H.E extraites de.ippia citriodora sur la croissance linéaire deCulex
pipiens L'effet de cet insecticide a été évalué sur cestpiarametres morphometriques : la
largeur du thorax des larves L3 et L4, la longwias ailes des adultes males et femelles et

le volume corporel des individus témoins et traites

3.4.1. Largeur du thorax
* Stade larvaire (L3)

La largeur du thorax marque des différences trégeh@ent significatives enties
séries témoins et les séries traitées a la CL25 lat CL50 et au cours les trois temps
(p=0,0001 et p=0,0002 respectivement).

La comparaison des valeurs moyennes montre une emigtion hautement
significative chez les séries traitées a la CLi€cde temps. Aussi la concentration CL50

provogue une augmentation tres hautement signifecalu la largeur du thorax durant 48
et 72h.
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Tableau 5 : Effet des H.E extraites dappia citriodora (CL25 et CL50) sur la largeur du
thorax (mm) des larves du troisieme stad€diex pipiens a différentes périodes (m + sd,
n= 3 répétitions comportant chacune 25 individy§omparaison des moyennes a

différents temps pour une méme série (lettres roajas) et pour un méme temps entre les
différentes séries (lettres minuscules).

Temps (heurs) Temoin CL25 CL50

24h 0,71 +0,05 a 0,70+£0,05a 0,67 £0,04 a
A A A

48h 0,68 £ 0,09 a 0,74 £ 0,06 a 0,87 £0,04b
A A B

72h 0,72 +0,05 a 0,78+0,04 a 1,03+0,06 b
A A C
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Figure 16 : Effet des H.E extraites dappia citriodora (CL25 et CL50) sur la largeur du

thorax (mm) des larvesszlchez Culex pipiens a différentes périodes (mzsd, n=3). (NS:
Différence non significative (p>0,05) ; **: Diffénee hautement significative (p<0,01) ;
***. Différence trés hautement significative (p<0,D.
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* Stade larvaire (L)

Ces résultats montredes difféerences non significatives enlies séries témoins et
les séries traitées a la CL25 et a la CL50 et wygnantation hautement significative au
cours les trois temps (p=0,4375 et p=0,0010 res@ecent).

La comparaison des moyennes montre qu’il y a ungmaatation hautement

significative chez les séries témoins avec le temps

Tableau 6 : Effet des H.E extraites dappia citriodora (CL25 et CL50) sur la largeur du
thorax (mm) des larves du quatrieme stad€ulex pipiens a différentes périodes (m + sd,

n= 3 répétitions comportant chacune 25 individu§omparaison des moyennes a

différents temps pour une méme série (lettres roajas) et pour un méme temps entre les

différentes séries (lettres minuscules).

Temps (heurs) Temoin CL25 CL50
24h 0,96 +0,04 a 1,02+0,04 a 1,01+£0,06 a
A A A
48h 1,07 £0,09 a 0,97 £ 0,06 a 1,01+0,05a
AB A A
72h 1,16 £ 0,08 a 1,08 £0,04 a 1,13+0,02 a
B A A
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Figure 17 : Effet des H.E extraites deppia citriodora (CL25 et CL50) sur la largeur du
thorax (mm) des larves;lchezCulex pipiens a différentes périodes (mzsd, n=3). (NS:

Différence non significative (p>0,05)
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3.4.2. Longueur des ailes

Concernant la longueur des ailes, I'analyse dealzamce révéle une variation non
significative entre les séries témoins et les séries traitées a la Gi2a la CL50
(p=0,0878). et une différence trés hautement saative entre les deux sexes (p<0,0001).
Tableau 7 : Effet des H.E extraites ddppia citriodora (CL25 et CL50) sur la longueur
des ailes (mm) des adultes males et femelle€ullex pipiens (m = sd, n= 3 répétitions
comportant chacune 25 individus). (Comparaisonrdegennes a différents temps pour
une méme série (lettres majuscules) et pour un ntémps entre les différentes séries

(lettres minuscules).

Sexe Témoin CL25 CL50
Adulte méale 3,08 +£0,09 a 3,01 +0,05a 3,15+0,08 a
A A A
Adulte femelle 3,75+0,29 a 3,50+0,14 a 3,78+ 0,10 a
B B B
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Figure 18 : Effet des H.E extraites deppia citriodora (CL25 et CL50) sur la longueur
des ailes (mm) des adultes méales et femelles Chlex pipiens (mzsd, n=3). (NS:

Différence non significative (p>0,05)
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3.4.3. Volume corporel des individus
* Stade larvaire (L3)

Les résultats obtenues montrent que le volume cermes individus témoins et
traitesa la CL25 et a la CL50 présentent des différen@sshautement significatives avec
(p<0,0001) durant les trois stades (p<0,0001).

La comparaison des moyennes par le test de tukeyrenque le traitement avec la
concentration CL50 provoque une augmentation taggement significative avec le temps
et une augmentation trés hautement significativez des séries traitées a la CL50 par

apport aux séries témoins et aux seéries traitée£a25 a 48 et 72h.

Tableau 8 : Effet des H.E extraites deppia citriodora (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mm) des larves du troisiéme stadeGl@ex pipiens & différentes périodes (m =+
sd, n= 3 répétitions comportant chacune 25 indsjd¢Comparaison des moyennes a
différents temps pour une méme série (lettres roajas) et pour un méme temps entre les

différentes séries (lettres minuscules).

Temps (heurs) Temoin CL25 CL50

24h 0,36 +0,08 a 0,35+0,06 a 0,30 £ 0,06 a
A A A

48h 0,33+0,15a 0,42+0,10 a 0,68 +0,09 b
A A B

72h 0,38+ 0,08 a 0,49 £ 0,08 a 1,10£0,20 b
A A C
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Figure 19 : Effet des H.E extraites deppia citriodora (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mni) des larves 4 chezCulex pipiens & différentes périodes (m+sd, n=3). (NS:
Différence non significative (p>0,05) ; **: Difféenee hautement significative (p<0,01) ;

***: Différence trés hautement significative (p<0.D).

* Stade larvaire (L)

Pour le stade (), les résultats obtenus montrent que le volumeparet augmente
d’'une fagcon hautement significative (p=0,0011¥dépron compare entre les trois temps et
aucun effet dose a été signalé durant 24, 48 eap@s traitement (Tableaux 9 et Figure
20)

La comparaison des moyennes par le test de tukeytrenwne augmentation

hautement significative chez les séries témoinesap2h.
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Tableau 9 : Effet des H.E extraites deppia citriodora (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mn) des larves du quatriéme stadeQigex pipiens & différentes périodes (m +
sd, n= 3 répétitions comportant chacune 25 indsjd¢Comparaison des moyennes a
différents temps pour une méme série (lettres roajas) et pour un méme temps entre les

différentes séries (lettres minuscules).

Temps (heurs) Temoin CL25 CL50
24h 0,88+0,13 a 1,09+0,13 a 1,05+0,20 a
A A A
48h 1,25+0,33 a 0,93+0,19a 1,06 +0,18 a
AB A A
72h 1,57+0,35a 1,27 +0,15a 1,46 £ 0,07 a
B A A
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Figure 20 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mn) des larves k.chezCulex pipiens & différentes périodes (m+sd, n=3). (NS:

Différence non significative (p>0,05)
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* Adulte
L’analyse de la variance de volume corporel dedteslimontre des difféerences non
significative entre legntreles séries témoins et les séries traitées a la @L2bla CL50

(p=0,4137). et une différence trés hautement saative entre les deux sexes (p=0,0011).

Tableau 10 :Effet des H.E extraites deappia citriodora (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mm) des adultes males et femelles@lgex pipiens (m + sd, n= 3 répétitions
comportant chacune 25 individus). (Comparaisonrdegennes a différents temps pour
une méme série (lettres majuscules) et pour un ntémes entre les différentes séries

(lettres minuscules).

Sexe Témoin CL25 CL50
Adulte méale 2931+2,72a 27,48 + 1,30 a 31,42 +2,42 a
A A A
Adulte femelle 53,71 +12,09 a 43,35+5,35a 54,16 + 4,60 a
B B B
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Figure 21 : Effet des H.E extraites deippia citriodora (CL25 et CL50) sur le volume
corporel (mm) des adultes males et femelles cl@dex pipiens (m+sd, n=3). (NS:

Différence non significative (p>0,05)
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Nous avons procédé a I'extraction des huilssreielles de la plantappia citriodora
et a I'évaluation de I'effet de la dose CL25, CLAfbuvées préalablement par nos collegues

sur le développement des larves L3 et L4 et addikda moustiqu€ulex pipiens

4.1 .Extraction et rendement en huile essentielle
Les huiles essentielles dappia citriodora récoltées ont été extraites par la
technique d’hydrodistillation sur un appareil dpdyClevenger. La partie aérienne de la

plante étudiée a donné un rendement de I'ordrél¢24 + 0.05)%.

Les huiles essentielles sont des métabolitesndeg®@s produits par les plantes
comme moyen de défense contre les ravageurs plageph Ces extraits contiennent en
moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupast molécules peu complexes
(monoterpénes, sesquiterpenes,...). Il est admisl'gfiet de ces composés purs peut étre

différent de celui obtenu par des extraits de plsnt

Les huiles essentielles contiennent un nombrsidérable de familles biochimiques
(chémotypes) incluant les alcools, les phénolsglters, les oxydes, les coumarines, les 26
sesquiterpenes, les terpénols, les cétones, lébyalds, etc. On voit qu’elles ne sont pas
constituées d’acides gras, ni d’aucun autre coras @viesseguem , 2011).

En comparant le rendements des huileenéefies obtenus au cours de notre
étude avec ceux rapportés dans la littératures ramons fait les constats suivants : nos
résultats sont inferieure de I'ordre de grandew lgs études rapportées par ( Taleb-Toudert
et al .,2002) ,(Saidi ,2014) et inferieurs a ceux obtepas(Taleb-Toudert ,2015) . Ces
auteurs ont montré que les teneurs en huile esfiente la partie aérienne dappia

citriodora sont respectivement : 0,29, 0,195 et 0,85%.

bY

Ce rendement varie d’'une plante a une autre, il dest0,5% chezArtemisia
mestlantica de (0,1-0,35%) chez la rose, de (0,5-1%) chemdathe poivrée et le néroli, de
(1-3%) chez I'anis, de (0,8-2,8%) chez la lawnde (1-2,5%) chez le romarin, de (2-
2,75%) chez le thym (Edward et al., 1987) det (1,3-1,6)% chez le basilic (Badani,

2014). Une autre espécéavandula stoechasa enregistré un rendement de 0,77 a
1,2% (Mohammedi & Atik, 2011)

Les différences de rendement en huiles esskestiel’'un organe a un autre ou d’une
espéece a une autre ont été rapportées. Sslmieurs auteurs, l'origine de récolte de
'espece, la période de récolte, I'organe delémte, la durée de séchage et la méthode
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d’extraction sont des facteurs parmi d’autrespguvent aussi avoir un impact direct sur les

rendements en huile essenti¢D@mouda , 2015).
4.2. Screening phytochimique

A partir de résultat de tableau Lippia citriodora riche de composes chimique
(Flavonoides,Saponines, Terpenoides,Steroides, Taatechique) au contraire de resultat
de(Abdoul 2002)il resulte que Les compositionsmifues contiennent toutes une proportion
importante de sesquiterpenes appartenant au grdapecaryophyllanes et a celui des
germacranes et de leurs dérivés cyclisés élémaneadesmanes. L'espete rugosase
distingue pourtant par une teneur élevée en eudesioos que les deux autres especes
L.chevalierieet L.savoryi sont caractérisées par des taux relativement iplpertants de

monoterpenes parmi lesquels le 1,8 cinéole esugeghondant en Borkina Faso.

4.3. Effet des huiles essentielles sur la morph@tnie

La processus de la croissance larvaire eérdle endocrine et de la métamorphose
chez les Lépidoptéres essentielleméviinduca sextgNijhout,1994) .Nijhout(1975) est le
premier auteur qui a décrit des parametres morptimués deManduca sextat leur seull
critique pour contréler la libération des hormonesispensables a certaines activités
physiologiques .Le volume du repas sanguin consqnendegré de son utilisation dans les
voies métaboliques et le nombre des ceufs qui araivéa maturation (Hosoi,1954 ;
Heuvel,1963) .( Burker et al,1960) ont démontré la relation entre la fécondit&edes
aegyptiet la quantité de sang ingéré qui sont tous deus & contréle du volume corporel ,
déterminant d'une part 'oogénese et d’autre pamombre d’ceufs.

Le poids corporel chez les insectes dépendrgieméent de la présence de la nourriture
dans leurs habitats, des conditions environnemean&tl surtout des caracteres héréditaires de

chaque espece (Braquenier, 2009).

Les résultats obtenus au cours de netpérimentation montrent que les H.E de
Lippia citriodora (CL50) et (CL25) appliquées sur les larves hisieme, quatrieme
stades et adulte d€.pipiensprovoque une changement de différents paramédrésrgeur
du thorax, le poids et le volume corporel, parfies parametres augmente ,et parfois
diminuait . Des résultats similaires sur des larizdset nymphe deCulex pepiensapres
traitement par ’'Eucaliptus globulussont obtenus par (Khaled et Dib ,2015) ,alors lgse
résultats obtenus par (Kouider et Attia,2016) memit que les H.E dkaurus nobilis

(CL25 et CL50) appliquées sur les larves duatrieme stade deCulex pipiens
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n'affectent pas les parametres biométriques étudlié=ur propos (Hamaidia , 2014) avait été
publiée des résultats montre que le kinoprene Q@L3CL90) a diminué le volume corporel
de tous les stades considérés (L4, pupe etteajlu quoiqu’il n'ait pas affecté leurs
poids. Les deux agonistes RH-2485 et RH-0345 éslisontre le dernier stade larvaire de
Harmonia axyridis(Coleoptera : Coccinellidae)rovoquent, une chute de poids des larves,
des mues larvaires prématurées et des nymphosmapigtes des larves affectées (Caron
al, 2003). Le diflubenzuron (DFB), inhibiteur de la Hy&se de la chitine, affecte aussi les
parametres morphométriques chez les femelleBhy#onorycter blancardellgMarssaét et

al. ,1988), CydiapomonellaLepidoptéres) (Soltani&Soltani-Mazouni, 1998)xyajaponica
(Orthopteres) (Lim & Lee, 1982) dat. molitor (Coleopteres) (Soltani-Mazouni ., Khebbeb.,
Soltani N., 1999; Soltani ).

Les huiles essentielles ont des effets anéigoyps, affectant ainsi la croissance, la mue, la
fécondité et le développement des insectes etemsafRegnault-Roger et Hamraoui ,1995)

ont observe l'effet du linalool, du thymol et daarvacrol sur la fécondité et le nombre

d’ceufs pondus du bruche du haricot. Il y a eu dégai inhibition compléte de la pénétration
des larves dans les grains traités de linalodeeethymol. De plus, ce dernier produit s’est
avéré inhibiteur de I'émergence des adultes. r(krCoats ,1990) ont démontré que
'application des d-limonene, linalodl;myrcene eti-terpinéol a un effet sur la croissance

et le développement de la blatte germaniBlagtella germanicaCes monoterpenes

ont influencé significativement le temps requis lear nymphes pour atteindre le stade adulte.
L’application de doses élevées de d-limonene dinddool a dimi-nué |'émergence des

nymphes quoique la mortalité des femelles amg¢té affectée (Chiasson et Beloin,2007).
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L'utilisation des insecticides, de plus en plusledgntée pour la protection de

I'environnement, est a I'origine de nombreux caedistance chez les insectes

Dans cette étude, nous avons procédé a l'extragdsruiles essentielles de la plante
Lippia citriodora , et a I'évaluation de l'effet de la concentratiétale CL25(10.19) et
CL50 (18.37) pour les larves L3 et CL25(28.76) &€bC (36.2) pour les larves L4, trouvée
préalablement dans laboratoire sur le développedentarves de moustique L3 et L4 et des

adultes de I'espéde.pipiens, apres traitement et pendant la durée d’étude.

L'extraction des essences a été réaligge hydrodistillation de type Clevenger.
D'apres les résultats obtenus on remarquéeqemdement en HE est de I'ordre de (0,24 *
0.05) %.

Pour I'aspect de développement ; les résutiatenues pour les larves témoins et traitées
L3 et L4 par une concentrationCL25 et CL50 aféds48 et 72 heures - les huilles
essentielles deippia citriodora affecte les différents paramétres : la largeuthduax , la

largueurs des alilles, le poids et le volume corpawecours de la période testee.
Au terme de cette étude, nous espérons poursuivre :

* L'application des huiles essentielles ldgpia citriodora dans la production des
biocides ;

* Poursuivre cette étude afin de préciser la nateeeadmposés responsables de cette
activité ;

« Comme nous envisageons également de travailler é@luer I'activité larvicide des
autres espéces végétales récoltées ;

» L'étude des synergies entre les constituants daiokades huiles végétales.

* L'identification des mécanismes et des sites diaaes huiles de cette plante.

A l'avenir il serait intéressant de compléter ceateherche en évaluant des huiles
essentielles dd..citriodora sur d'autres mécanismes de résistance, essengallelas

enzymes de détoxification tels que les estérases
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