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Abstract

Abstract

This study aims to determine the effect of essential oil extract of Ruta graveolens on the fly
Drosophila melanogaster and the mosquito Culiseta longiareolata.

First, we studied the toxic effect of essential oils extracted from the aerial parts of the Ruta
graveolens plant on Drosophila melanogaster and Culiseta longiareolata, using different
concentrations on the third instar larvae of Drosophila melanogaster and the eggs of Culiseta
longiareolata.

The effect of these oils on Drosophila melanogaster was examined on the larval mortality rate.
In addition, malformations in the wings in adults have been recorded.

As for the eggs of Culiseta longiareolata, the results showed an inhibition of their
transformation into larvae.

Toxicity tests were carried out in order to specify the doses of inhibition, including the LC50
which was selected to assess the effects of essential oils of Ruta graveolens on the main metabolites
(carbohydrates, proteins and lipids) which shows a lack of protein, carbohydrate and fat content in
larvae.

From this we conclude that the essential oils of Ruta graveolens are useful in the development or
synthesis of insecticides.

Key words: Ruta graveolens, Toxicity, Insecticides, Metabolism, Drosophila melanogaster,

Culiseta longiareolata, Essential oils.



Résumé

Résumé

Cette présente étude a pour but de déterminer I'effet des huile essentielles extrait de Ruta
graveolens sur la mouche Drosophila melanogaster et la moustique Culiseta longiareolata.

Dans un premier temps, nous avons étudié I'effet toxique des huiles essentielles extraites
des parties aériennes de la plante Ruta graveolens sur Drosophila melanogaster et Culiseta
longiareolata, en utilisant différente concentrations sur les larves de troisieme stade de
Drosophila melanogaster et I'oeufs de Culiseta longiareolata.

L'effet de ces huiles sur Drosophila melanogaster a été examiné sur le taux de mortalité
larvaire. En plus, malformations au niveau des ailes chez les adultes, ont été enregistre.

Quant aux oeufs de Culiseta longiareolata, les résultats ont montré une inhibition de leur
transformation en larves.

A été fait des tests de toxicité ont été effectués afin de préciser les doses d'inhibition, dont
la CL50 qui a été sélectionné pour évaluer les effets des huiles essentielles de Ruta graveolens
sur les principaux métabolites (glucides, protéines et lipides) ce qui montre un manque de
contenu en protéines, glucides et lipides chez les larves.

De cela, nous concluons que les huiles essentielles de Ruta graveolens sont utiles dans le
développement ou la synthése d'insecticides.

Mots clés: Ruta graveolens, Toxicité, Insecticides, Métabolisme, Drosophila melanogaster,

Culiseta longiareolata, Huiles essentielles.
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Introduction

1. Introduction

Les insectes constituent indiscutablement le taxon animal le plus diversifié avec 5 a 10
millions d’espéces estimées (Elbah, 2017). Les Arthropodes sont 1’un des embranchements
les plus importants du régne animal, avec plus d’un million d’espéce connue, dont les trois
quart sont des Insectes. Ces derniers constituent plus de 50% de la diversité de la planéte et
prés de 60% de celle du régne animal (Wilson, 1988). Cette classe d'insectes a réussi a
coloniser presque tous les environnements et s'adapter & de nombreux modes de vie
(Hamaidia & Berchi, 2018).

Depuis 170 millions d'année les diptére (les mouches et les moustiques) forment un

groupe d'insectes le pus écologiquement diversifié (Bouderhem, 2015).
Les moustiques sont des insectes suceurs de sang trés développés qui comptent parmi les
vecteurs importants de maladies humaines. Il existe environ 3000 espéces de moustiques dans
le monde (Cetin et al., 2012). Les moustiques ont toujours été considérés comme source de
nuisance pour I'nomme (Aouinty, 2006). Les moustiques habitent divers types d'habitats dans
des environnements urbains, périurbains et sauvages, ou ils entreprennent des activités de
recherche d'hotes et recherchent des substrats appropriés pour le développement de leur
progeniture (Gonzalez et al., 2020). Les moustiques sont des Arthropodes appartenant au
sous-embranchement des Antennates, a la classe des Insectes I'ordre des Dipteres et sous-
ordre des Nématocéres, regroupés dans la famille des Culicidae. Les Culicidae (Diptera :
Insecta) regroupent beaucoup d’especes qui ont ¢€té¢ identifiées parmi les ectoparasites
temporaires hématophages les plus importants (Dahchar, 2017). La famille des Culicidae est
divisée en trois sous-familles, les Toxorhynchitinae, les Anophelinae et les Culicinae. La
plupart des especes de moustiques appartiennent a la sous-famille des Culicinae, qui est
subdivisée en 11 tribus. Le genre Culiseta est un genre relativement petit comprenant environ
40 especes et sous-especes valides, qui sont répartis sur sept sous-genres. Dans Afrique
méditerranéenne, le genre Culiseta est représenté par 3 sous-genres et 6 espéeces (Boudemagh
et al., 2018). Cs. longiareolata est I'une des six espéces de Culiseta (Zittra et al., 2014).

Apres les moustiques, les mouches sont les insectes qui intéressent le plus I’hygiéniste.
On désigne vulgairement sous le nom de “’mouches’’ tous les diptéres a antennes courtes qui
possédent souvent une assez forte taille et un corps trapu. A cette catégorie appartiennent
diverses Muscidés, Calliphoridés, Sarcophagidés, Syrphidés, Stratiomyidés, Drosophilidés,
etc... (Elbah, 2017). Drosophila sont de petites mouches de I'ordre des Diptéres et de la
famille des Drosophilidae (Hales et al., 2015). La drosophile, ou mouche du vinaigre, est un

modele biologique treés apprécié depuis pres d’un siecle par les scientifiques du monde entier
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espéces de drosophiles ont été décrites dans le monde entier, réparties en 66 genres dont le
genre Drosophila (O’Grady, 2003). D. melanogaster, insecte cosmopolite, est une mouche
responsable de la pourriture grise des fruits via les champignons qu’elle transporte (Habbachi
etal., 2013).

Les plantes médicinales jouent un réle central dans la gestion humaine maladies et de
nombreux médicaments ont éte développés a partir de sources (Mahmoud et al., 2015).
Famille des rutacées dans l'ordre des Sapindales qui contient environ 160 genres et plus de
1600 espéces (Asgarpanah, 2012). Rutaceae généralement arbres ou arbustes, parfois a
épines ou aiguillons ; & composés amers triterpeniques, a alcaloides, et composés phénoliques
; a lacunes sécrétrices disseminées (points translucides) contenant des huiles essentielles
aromatiques (Attou, 2011). Ruta graveolens L. (Famille: Rutacées), communément appelée
rue ou sadab, est un plante médicinale ancienne et actuellement utilisée pour le traitement de
troubles multiples (Mahmoud et al., 2015).

Les huiles essentielles étaient largement utilisées comme parfums, mais elles sont
aujourd'hui largement utilisées dans l'industrie médicale en raison de la présence d'un grand
nombre de composants biologiquement actifs (Ahmad Malik et al., 2013).

Dans ce contexte, notre travail s’intéresse a évaluer les réponses des populations d’une
espéce de mouche, Drosophila melanogaster et d’une espéce de moustique, Culiseta
longiareolata a I’impact d’un nouvel bioinsecticide a base d’huiles essentielles d’une espéce
végétale Ruta graveolens sur:

1. L’aspect toxicologique pour déterminer les concentrations létales CL25 (concentrations
létale de 25% de la population), CL50 (concentrations létale de 50% de la population) et
CL90 (concentrations létale de 90% de la population) a 1’égard des larves du troisiéme stade
nouvellement exuvies de Drosophila melanogaster et les ceufs de Culiseta longiareolata.

2. Effet d’huiles essentielles d’une espéce végétale Ruta graveolens sur la composition

biochimique des larves L3 Drosophila melanogaster.
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Matériels et méthodes

2. Matériels et méthodes
2.1. Présentation de I’insecte (Drosophila melanogaster)
2.1.1. Généralité

La drosophile est un genre de petites mouches, appartenant a la famille des Drosophilidae,
dont les membres sont souvent appelés «fruits mouches» (Parvathi et al., 2009). Drosophila
dérivé du mot grec drosos signifie aimer la rosée (Perveen, 2018).

Drosophila melanogaster est le plus souvent connue sous le nom de mouche des fruits ou
souvent appelée mouche du vinaigre, du vin ou du marc (Perveen, 2018). Si cette espece
devait étre nommeée d'apres son principal attractif, il faudrait vraiment I'appeler la mouche de
la levure. Les produits chimiques volatils issus de fruits mdrs qui stimulent manifestement le
systeme olfactif de la mouche correspondent aux produits de fermentation de la levure
poussant sur le fruit et non a ceux du fruit lui-méme (Laturney & Billeter, 2014).

Drosophila melanogaster c'est un insecte diptere (c.-a-d. ordre d'insectes contenant les
deux ailes ou soi-disant vraies mouches) (Abolaji et al., 2013), C'est un petit insecte d'environ
3 mm de long (Sujit, 2014), Généralement jaune péle & brun rougeatre au noir, avec
les yeux rouges (Foughali & Mekerbi, 2015), avec des anneaux transversaux noirs au travers
de l'abdomen (Kissoum, 2016). Il est largement utilis¢ comme organisme modele en
génétique, biochimie, biologie cellulaire et développement la biologie. Au cours des dernieres
décennies, il a été utilise comme modeéle pour élucider les maladies humaines, et t6t pour

études toxicologiques (Abolaji et al., 2013).

Figure 01. Drosophila melanogaster (Photo originale).
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Figure 02. Drosophila melanogaster adultes (Photos originales).

[A: Male & ; B: Femelle @ (x3)]

- Position systématique

La position systématique de D. melanogaster selon (Meigen, 1830) est la suivante:

Régne: Animalia
Embranchement: Arthropoda
Sous Embranchement: Mandibulata
Classe: Insecta

Sous-classe: Pterygota
Infra-classe: Neopetera
Ordre: Diptera

Sous-ordre: Brachycera
Infra-ordre: Muscomorpha
Famille: Drosophilidae
Sous-famille: Drosophilanae
Genre: Drosophila

Espece: Drosophila melanogaster

2.1.2. Caractéristiques de Drosophila melanogaster

- La mouche des fruits est simple a travailler, avec un cycle de vie / temps de génération

relativement court de 12 jours et sa petite taille lui permet d'étre produite en grand nombre

(Mullan & Marsh, 2019).

- Les mouches des fruits sont robustes avec des besoins alimentaires simples et occupent peu

d'espace (Sujit, 2014).
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- Les mouches des fruits produisent un grand nombre de descendants pour permettre la

collecte de données suffisantes. L'examen et la collecte de données sont faciles car les
mouches peuvent étre rapidement et facilement immobilisées pour examen (Parvathi et al.,
2009).

- Le génome des mouches se compose de seulement quatre chromosomes, ce qui est un
nombre nettement inférieur aux 23 chromosomes du génome humain. Néanmoins, plus de
75% des geénes a l'origine de maladies humaines ont un orthologue chez les mouches (Vos &
Klein, 2021).

- La drosophile contient des systémes d’organes qui fonctionnent de maniere équivalente aux
organes des mammifeéres, tels que le systeme de la trachée (poumon chez les mammiféres), les
tubules de Malpighi (rein chez les mammiferes), le corps adipeux (foie chez les mammiferes),
I’intestin et les gonades (Lemaitre & Miguel, 2013).

2.1.3. Cycle de vie de Drosophila melanogaster

D. melanogaster se reproduit trés rapidement et sans interruption (Chaabane, 2016). Il
subit différents stades (ceuf, larve, pupe, adulte) dans un cycle de vie court d'environ 10 jours
(Vos & Klein, 2021). Chaque étape fournit une plate-forme unique pour étudier une grande
variété de maladies et d'affections (Allocca et al., 2018).

1. Stade embryonnaire: Aprés fécondation, les femelles pondent quelques centaines
d’ceufs (Sellami, 2010). L'ceuf de Drosophila melanogaster mesure environ 0,5 millimétre de
long (Sujit, 2014), allongés et blanchatres (25 a 35 par jour), présentant une forme semblable
a un ballon de rugby. Les ceufs sont déposés sur des fruits ou autres matieres humides en
fermentation (Chaabane, 2016). Le stade embryonnaire dure 24h. Apres émergence de la
larve de premier stade (Sellami, 2010).

2. Stade larvaire: Cette phase dure 5 jours a 25°C pendant lesquels la larve va croitre pour
multiplier sa taille jusqu'a 5 fois (Vaufrey, 2017). La larve, aprés 1'éclosion de I'ceuf, subit
deux mue, de sorte que la période larvaire se compose de trois stades (Sujit, 2014). Les deux
premiers stades durent chacun en moyenne 1 jour, alors que le troisieme stade nécessite
généralement 2 jours (Hales et al., 2015). les larves sont assez transparentes. Leurs corps
gras, sous la forme de longues feuilles blanchatres (Sujit, 2014). Durant les deux premiers
stades et au début du troisieme stade, la larve est dans le milieu d’¢élevage et se nourrit sans
cesse (Sellami, 2010). A la fin du 3éme stade, elle quitte le milieu d’élevage, remonte le long
du tube, s’immobilise et se transforme en pupe (Sellami, 2010).

3. Stade pupal (nymphal): Le début du stade pupal est marqué par la sortie des spiracles
antérieurs (Vaufrey, 2017). L'animal reste dans I'étui nymphal pendant 4 a 5 jours (Hales et
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2004).
4. Stade adulte: Les mouches adultes émergent de la nymphe cas dans un processus appelé
éclosion et devenir sexuellement mature en 8 a 12 heures, ce qui permet au cycle de vie de se
répéter (Hales et al., 2015).

Pupe Maile &

Cycle de vie de
Drosophila
melanogaster  — )

)
l 24h

G —

‘ 24h
—~—
b .
N — .
Larve 3éme stade Larve 2éme stade Larve lére stade

Figure 03. Le cycle de vie de Drosophila melanogaster (Photo originale).

2.1.4. Technique d'élevage

Les drosophiles sont élevées sur un milieu de culture standard contenant de la farine de
mais, de la levure, un fongicide et de 1I’eau (Bourdet, 2014). Maintenu & 25 = 2 ° C et une
humidité relative de 65 + 5% sous une photopériode de 12 h de lumiére: 12 h d'obscurité
(Kissoum & Soltani, 2016). Elles sont élevées dans des tubes en verres et des flacons
(Elbah, 2017). Environ 80 adultes pondeurs sont transférés tous les 3 a 4 j sur un nouveau
milieu et renouvelés tous les 15 ou 21 j (Bourdet, 2014).
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Figure 04. Flacons d’élevage (Photo originale).

2.1.5. Role écologique

Cette petite mouche sert de nourriture a plusieurs espéces d'animaux insectivores. Elle
contribue a accélérer le processus de décomposition des végétaux sur lesquels elle ponde ses
oeufs (Ramade, 2003).
2.1.6. Moyens de lutte

La lutte contre la Drosophile est une combinaison de mesures incluant la surveillance, la
lutte culturale (mesures d'assainissement, récolte au moment opportun) et des traitements avec
des insecticides homologués (Foughali & Mekerbi, 2015).
1- La lutte biologique

Les moyens de lutte culturale sont importants pour la maitrise de ce ravageur.
- L'élimination des fruits tombés ou trop mdrs, la cueillette au moment opportun et
I'éradication des hétes sauvages permettent de réduire les populations (Foughali & Mekerbi,
2015).
- Retirer les fruits non vendables du champ. Ne pas laisser les fruits déclassés exposés
pendant plus d'une journée (Foughali & Mekerbi, 2015).
2- La lutte chimique
- Quand on détecte les mouches dans les piéges et que les fruits sont a un stade sensible (dés
gu'ils commencent a se colorer), il faut appliquer un insecticide (Foughali & Mekerbi, 2015).
- 1l faut protéger les fruits dés qu'ils commencent a se colorer jusqu'a la fin de la cueillette. Il
faudra peut-étre une autre application selon l'activité résiduelle du produit (Foughali &
Mekerbi, 2015).
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2.2. Présentation de I’insecte (Culiseta longiareolata)
2.2.1. Géneéralité

Culiseta longiareolata est une espéce de la famille des Culicidae, de la sous-famille des
Culicinae (F. G. Khaligh et al., 2020). C'est une espéce commune et abondante dans de
nombreux pays d'Europe, d'Afrique et aussi d'Asie (Hazratian et al., 2019). Il est largement
distribuée en Algérie, et en particulier dans le sud du pays. C'est un vecteur de la brucellose,
de la grippe aviaire et de I'encéphalite du Nil occidental (Hazratian et al., 2019). Un insecte
nuisible & métamorphose compléte. Ce moustique a une taille qui varie de 3 a 5mm. Il
posséde un corps mince et des pattes longues et fines avec des ailes membraneuses, longues et
étroites (Azzouz & Halib, 2017). Ces especes de moustiques sont se distingue facilement des
autres espéces de Culiseta, et ses caracteres morphologiques comprennent des rayures
blanches et des points sur les jambes, la téte et le thorax (F. G. Khaligh et al., 2020).

Les larves de cette espece se trouvent principalement dans tout type de gites artificiels, par
ex. barils de pluie et les puits, mais se rencontrent rarement dans les plans d'eau naturels. En
général, les femelles de cette espéce évitent de pondre dans des récipients d'eau avec des
prédateurs présents (Zittra et al., 2014). Les sites de reproduction de cette espece sont de
types tres différents; ils peuvent étre permanents ou temporaires, ombragés ou ensoleillés,
remplis d'eau douce ou saumatre, propres ou pollués (Merabti et al., 2020). Il est trouvé
commun dans les habitations humaines (Hazratian et al., 2019), bien qu'il attaque rarement
les humains (Cetin et al., 2012). Cependant, les femelles préférent se nourrir de sang d'oiseau
(Nabti & Bounechada, 2019).

Figure 05. Culiseta longiareolata [A: Male & ; B: Femelle @] (Photos originales).
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- Position systématique

La position systématique de Cs. longiareolata selon (Aitken, 1954) est la suivante:
Régne: Animalia
Sous-régne: Metazoa
Embranchement: Arthropoda
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
Espéce: Culiseta longiareolata
2.2.2. Caractéristiques de Culiseta longiareolata
- Cette espece est multivoltine avec un développement continu dans les pays chauds a large
distribution (Merabti et al., 2020).
- Cs. longiareolata a des fonctionnalités adaptatives et de survie uniques (Nabti &
Bounechada, 2019).
- Les premier et deuxieme stades de Cs. longiareolata sont concentrés dans zones peu
profondes des mares, tandis que les stades tardifs (larves de troisieme et quatrieme stades,
chrysalides) se trouvent au-dessus des zones plus profondes des mares (Cetin et al., 2012).
2.2.3. Cycle de vie de Culiseta longiareolata

Les Culicidae, ou moustiques comme communément connus, sont une famille d'insectes
Dipteres qui se reproduisent rapidement et abondamment (Nabti & Bounechada, 2019). Ces
sont des insectes holométaboles. Leur déeveloppement passe par une phase larvaire aquatique
avant le stade adulte aérien entrecoupé d'une courte phase nymphale (Poupardin, 2011).
1. Les ceufs: La prise d’'un repas de sang par une femelle induit la vitellogénése et la
maturation des ceufs, qui seront pondus dans un intervalle de 48 h a 72 h apres la prise du
repas de sang (Pageés, 2017). Les ceufs de Culiseta groupés en nacelle sont cylindro-coniques,

porte environ 50 a 400 ceufs. Au moment de la ponte ils sont blanchatres et prennent
9
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rapidement, par oxydation de certains composants chimiques de la théque ; une couleur noire

(Bouderhem, 2015). Les ceufs pondus a la surface de I’eau sont insubmersible grace a leur
arrangement en nacelle. Les ceufs peuvent éclore en moins de 2 a 3 jours apres leur ponte,
période nécessaire au développement embryonnaire (Dahchar, 2017).

2. Les larves: Les larves de moustiques sont toujours aquatiques colonisent les eaux
temporaires ou permanentes. Leur évolution s’accomplit en quatre stades (Dahchar, 2017).
leur déplacement est assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, de taille variant
de 2mm a 12mm (Bouderhem, 2015). Les larves vivent environ 10 jours. La rapidité du
développement des larves dépend de la quantité de nourriture contenue dans 1’eau du gite
(Azzouz & Halib, 2017).

3. Les nymphes: La nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un
céphalothorax fortement renflé avec deux trompettes respiratoires (Bouderhem, 2015). La
nymphe, également aquatique, éphémere (de 1 a 5 jours) (Azzouz & Halib, 2017). La
nymphe est mobile mais qui ne se nourrit pas (Pageés, 2017), mais durant ce stade le
moustique subit de profondes transformations morphologiques et physiologiques. A la fin de
cette période, la nymphe donne un adulte, male ou femelle (Dahchar, 2017).

4. Les adultes (ou I’imago): La métamorphose se produit dans la nymphe qui va donner
I’adulte ailé, male ou femelle, les adultes males émergent avant les adultes femelles (Pageés,
2017), car il leur faut d’avantage de temps pour développer leurs glandes sexuelles. L’antenne
du méle est velue, chez la femelle est glabre (Dahchar, 2017). L’adulte qui vient d’émerger
est plutdt mou en général, avant de s’envoler, il reste a la surface jusqu’a ce que ses ailes et
son corps sechent et durcissent. L’adulte pourra enfin voler de ses propres ailes (Bouderhem,

2015). 11 est composé de trois parties la téte, le thorax et I’abdomen bien différencie (Azzouz
& Halib, 2017).

10
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Figure 06. Le cycle de vie de Culiseta longiareolata (Photo originale).
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2.2.4. Technique d'élevage
A l'état de I'ceufs

Les ceufs qui ont été collectés dans les gites sont conservés dans le laboratoire, ou ils sont
élevés dans des conteneurs contenant une quantité d'eau (150mL) conservee a une

température de 25° C.

Figure 07: Site d’élevage de Culiseta longiareolata (photo originale).
2.2.5. Moyens de lutte

La lutte contre les moustiques peut dépendre de diverses stratégies (Nabti & Bounechada,
2019):
1- La lutte biologique
- Récemment, des méthodes respectueuses de l'environnement ont été développées pour
controler les moustiques. Par exemple, l'amélioration des outils de contrdle et le
développement de répulsifs et toxiques les produits a base de composants botaniques peuvent
cibler différents stades de vie des moustiques (Nabti & Bounechada, 2019).
2- La lutte chimique
- Le plus courant au cours des derniéres décennies a été l'utilisation d'insecticides synthétiques
car peu codteux et produits disponibles (Nabti & Bounechada, 2019).
- Les insecticides chimiques tels que les organophosphates, les organochlorés, les carbamates
et les pyréthroides sont I'arme principale contre les deux adultes. et les stades larvaires des

moustiques vecteurs (Hazratian et al., 2019).
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2.3. Présentation de plante (Ruta graveolens)
2.3.1. Géneralité

Ruta graveolens appelée habituellement rue fétide, rue officinale, herbe de grace, rue des
jardins ou rue commune. C'est un arbrisseau de la famille des Rutaceae et du genre Ruta
(Doerper, 2008). Le Ruta est connu aussi par rue (nom francais) et par « Pttn » (nom grec)
(Benkiki, 2006). Le mot graveolens arrive du latin ‘gravis' qui signifie fort et de verbe "olere"
qui veut dire sentir, ce a dire odeur forte et désagréable (Boumediene & Agha, 2014). Le rue
est une plante herbacée vivace, originaire de la région mediterranéenne. Il est maintenant
cultivé dans de nombreuses régions du monde (Asgarpanah, 2012). Ruta graveolens est bien
connu pour ses utilisations aromatiques et meédicinales (Parray et al., 2012). La rue est

toxique a fortes doses (Iserin, 2001).

Figure 08. Ruta graveolens (Rue) (Photo originale).

2.3.2. Description botanique

Ruta graveolens est un petit sous-arbuste a feuilles persistantes ou une plante vivace semi-
ligneuse 0,6 a 0,9 m de haut et presque aussi large (Asgarpanah, 2012). C'est une plante tres
ramifiée. Ses feuilles d’un vert terne (Doerper, 2008). Les feuilles de 7,6 a 12,7 cm de long
sont disséqué penné en forme de forme oblongue ou cuillére segments (Asgarpanah, 2012).
Ruta graveolens se caractérise par une odeur forte, acre et pénétrante émise par les huiles
contenues dans les poches schizolysogenes a la surface des feuilles (Doerper, 2008). Les
fleurs sont petites et de couleur jaune (Malik et al, 2017). Ses fleurs ont les mémes nombres
sépales et pétales qui vont de 4 a 5 et de 8-10 étamines. La floraison s'étend de mai a ao(t

(Doerper, 2008). Les fruits sont secs, durs et arrondis, 4 ou 5 lobés au sommet brun grisatre
13
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et rugueux. Les graines sont ovoides, arrondies sur le dos, aplaties a I'avant (Parray et al.,

2012). La plante est hermaphrodite et entomogame (Doerper, 2008).

Figure 09. Feuilles et fleur de Ruta graveolens (Asgarpanah, 2012).

- Position systématique

La position systématique de Ruta graveolens selon (linné, 1753) est la suivante:

Domaine: Biota.

Régne: Plantae.
Sous-Régne: Viridaeplantae.
Infra-Régne: Streptophyta.
Classe: Equisetopsida.
Clade: Tracheophyta.
Clade: Spermatophyta.
Sous-Classe: Magnoliidae.
Super-Ordre: Rosanae.
Ordre: Sapindales.
Famille: Rutaceae.
Sous-Famille: Rutoideae.
Genre: Ruta.

Espece: Ruta graveolens.
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2.3.3. Utilisations de plante

La plante Ruta graveolens a de nombreuses utilisations:

a) Medicales

la rue est prescrite pour régulariser I'apparition des regles, car elle a un effet stimulant sur
les muscles de l'utérus. En Europe, elle sert a soigner des pathologies aussi diverses que
I'hystérie, I'épilepsie, le vertige, la colique, les parasites intestinaux, I'empoisonnement et les
affections des yeux. Dans ce dernier cas, on utilise la rue en infusion, que I'on applique sur les
yeux cernés ou fatigués, mais eégalement pour «améliorer la vue» (Iserin, 2001).

On prescrit aussi la rue contre la sclérose en plaques et la paralysie de Bell. la rutine a pour
particularité de renforcer les parois des vaisseaux sanguins et d'abaisser la tension (Iserin,
2001).

Il a été démontré que les extraits de rue ont une puissante activité anticancéreuse,
manifestée par de puissants effets antiprolifératifs et anti-survie sur les cellules cancéreuses
(Mancuso et al., 2015).

- Utilisations médicinales en médecine traditionnelle
1. L'utilisation locale de ce médicament avec du miel est un bon traitement pour la paralysie,
les tremblements, les articulations douleur et troubles nervins (Parray et al., 2012).
2. La décoction de Ruta graveolens lorsqu'elle est utilisée comme lavement soulage la colite,
les flatulences et les flatulences colite (Parray et al., 2012).
3. L'infusion de feuilles de Ruta graveolens est utilisée sous forme de goutte nasale pour
traiter la paralysie infantile (Parray et al., 2012).

b) Alimentaire

En gastronomie, la rue est utilisée pour son ardme piquant typique et le goQt trés amer de
ses parties aériennes, principalement pour aromatiser certaines préparations de viande et
d'ceufs et pour préparer une boisson alcoolisée traditionnelle (grappa alla ruta) populaire dans
le nord de I'ltalie et en Croatie (Mancuso et al., 2015).

2.3.4. Composition chimique du Ruta graveolens

La rue de jardin renferme de nombreux composés appartenant a différentes classes
chimiques: alcaloides, coumarines, flavonoides et une huile essentielle. Les chercheurs ont pu
identifier dans Ruta graveolens L. plus de 100 composés. La nature et les teneurs de ces
composés sont trés variables selon 1’espéce, le stade de développement et la distribution

géographique (Belaid & Bellil, 2017).
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2.3.5. Huiles essentielles
a. Définition

L'huile essentielle est un extrait naturel et pur provenant de plantes aromatique. Elle
concentre 1’essence de la plante, autrement dit son parfum. Il s’agit de substances odorantes,
volatiles, de consistance (Lakhdar, 2015).

Selon PAFNOR (I’Association Frangaise de Normalisation), ce sont des produits
généralement odorants, obtenus soit par entrainement a la vapeur d’eau, de végétaux ou de
parties de végétaux, soit par expression du péricarpe frais de certaines citrus. Cette définition
excluant les essences obtenues par d’autres procédés d’extraction. huileuse, trés concentrées,
offrant une forte concentration en principes actifs (Lakhdar, 2015).

b. Activités biologiques étudiées des huiles essentielles de Ruta graveolens

L'huile essentielle de Ruta graveolens contient de nombreuses activités biologiques, dont
les suivantes:
Antifongique

Les extraits de Ruta graveolens et les huiles essentielles ont également des applications
bien documentées dans l'agriculture et la protection des cultures. lls sont utilisés comme
fongicides (Mancuso et al., 2015).

Antiparasitaires

La Ruta graveolens a été utilisée en médecine folklorique pour le traitement de plusieurs
maladies inflammatoires, comme les rhumatismes, ainsi que pour traiter la leishmaniose
cutanée. Au Brésil. Des études antérieures ont montré que R. graveolens présente une activité
antiparasitaire contre Leishmania amazonensis et contient plusieurs métabolites
biologiquement actifs, tels que les alcaloides et les coumarines (Aleixo de Carvalho et al,
2019).

Anti-inflammatoire

Les parties aériennes de R. graveolens ont été fonctionnellement utilisés comme drogue
brute traditionnelle en cataplasme contre les douleurs rhumatismales. L'extrait méthanolique
de R. graveolens réduit l'afflux cellulaire, 1'cedéme, la libération de médiateurs et stress
oxydatif associé a un état arthritique, et adonc le potentiel d'étre utilisé comme anti-arthritique
agent (Asgarpanah, 2012).
Antimicrobienne

L'une des études suggere que les extraits de R. graveolens ont montré une activité
inhibitrice contre les bactéries Gram-positives telles que Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes et Bacillus subtilis (Pavié et al., 2019).
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Activité antioxydant
Ruta graveolens est une espéce trés riche en métabolites secondaires (flavonoides,

coumarines, alcaloides, huiles essentielles...) ce qui explique son pouvoir antioxydant (Belaid

& Bellil, 2017).

2.4. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée (El haib,
2011). Cette méthode est genéralement indiquée pour les huiles essentielles dont les
constituants chimiques sont thermorésistants. Cependant, 1’inconvénient majeur de cette
méthode est la non maitrise de la température du récipient contenant le mélange (eau +
organes végétaux) et la modification de la couleur, de I’odeur et de la composition de 1’huile
essentielle au cours de la distillation (Lakhdar, 2015).

L’extraction de huile essentielle de plante Ruta graveolens été fait au niveau de laboratoire
de Tébessa, nous avons utilisées un appareil de type Clevenger pour I' hydrodistillation. La
plante Ruta graveolens frais a été acheté sur le marché local en février 2021. Aprés séchage
dans un endroit sec et aéré a 1’abri de la lumiére du soleil (Esseid, 2018). 100g de la plante
séche est introduite dans un ballon a bi ou tri cols, et imprégné d'eau, I'ensemble est porté a
ébullition pendant 2 a 3 heures. Les vapeurs d'eau chargées d'huile essentielle, en traversant le
réfrigérant, se condensent et chutent dans une ampoule a décanter, I'eau et I'huile se séparent
par différence de densité (Attou, 2011). L’huile essenticlle obtenue de couleur jaune et a
odeur trés agréable, est séchée par du sulfate de sodium anhydre (Esseid, 2018). Il est placée
dans une petite bouteille en verre hermétiquement fermée recouverte d'une feuille

d'aluminium pour la protéger de la lumiére, puis conservée a 4 ° C.
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Figure 10. Montage de I'nydrodistillation de type Clevenger (photo originale).

Figure 11. Huile essentielle de Ruta graveolens (Photo originale).
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2.5. Rendement des huiles essentielles

On appel rendement le rapport entre le poids de I'huile essentielle extraite et le poids de la
plante a traiter. Le rendement en pourcentage (R) est calculé par la formule suivante (Attou,
2011):

R=Pn / Pr x 100

PH : poids de I'huile essentielle extraite en g.
PP : poids de la plante traitée en g.
Le rendement « HE/matiere premiere végétale » peut étre tres variable selon les plantes.

En général les huiles essentielles ont un faible rendement (Nowicki, 2019).

2.6. Test de toxicité

Nous avons préparé des concentrations de I’huile essenticlle de Ruta graveolens diluée
dans I’acétone seront utilisées dans les essais toxicologiques par 1’application topique des a
1’égard des larves L3 Drosophila melanogaster dans des gobelets contenant 50 mg de milieu
de culture.

Des gobelets contenant 150 mL d’eau déchlorurée en contact avec 25 ceufs de Culiseta
longiareolata ainsi préparées des solutions dans des tube épandeur contenant 1 ml d’éthanol
diluée pour chaque concentration donné le nombre des ceufs non clos ont été comptées aprés
48h heures d'exposition.

2.7. Extraction et dosage des principaux constituants biochimiques

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon (Shibko et al., 1966) et les
principales étapes sont résumées dans la figurel2. Les échantillons sont placés dans des
tubes eppendorf contenants 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et broyés a l'aide
d'un homogénéiseur a ultrason. Aprés une premiere centrifugation (5000 trs / min a 4°C, 10
mn), le surnageant | obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de
(Duchateau & Florkin, 1959). Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme
(1V/1V) et apres une seconde centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant

Il et le culot I, le surnagent 1l sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldworthy et al.,
1972) et le culot I, dissout dans la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon
(Bradford, 1976).
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Figure 12. Extraction des glucides, protéines et lipides totaux selon Shibko et al.

2.7.1. Dosage des protéines totales
Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de (Bradford, 1976) dans une

fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie

(BBC) G 250 (Merck). La solution de BBC, se prépare comme suit: On homogénéise 100 mg

de BBC, dans 50 ml d'éthanol 95°, on y ajoute ensuite 100 ml d'acide orthophosphorique a

85% et on compléte a 1000 ml avec I'eau distillée. La durée de la conservation du réactif est

de 2 a 3 semaines a 4°C. Celui-ci révéle la presence des protéines en les colorants en bleu.

L'absorbance est lue au spectrophotometre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme

d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de beeuf (Sigma) titrant 1

mg/ml (Tableaul).
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Tableau 01. Dosage des protéines totales chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

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

2.7.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon (Duchateau & Florkin, 1959). Elle
consiste a additionner 100 ul du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml du réactif
d'anthrone et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 mn, une coloration verte se
développe dont lintensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans
I'échantillon, la lecture de l'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La
préparation du réactif d'anthrone se fait comme suit : peser 150 mg d'anthrone, ajouter 75 ml
d'acide sulfurique concentré et 25 ml d'eau distillée. On obtient une solution limpide de
couleur verte qui est stockée a I'obscurité. La gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une
solution mere de glucose (1mg/ml) (Tableau?2).
Tableau 02. Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

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

2.7.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de (Goldsworthy et al., 1972)
utilisant le réactif sulfo-phospho-vanillinique. Le dosage des lipides se fait sur des prises
aliquotes de 100 ul des extraits lipidiques ou de gamme étalon aux quelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agites, et

mis pendant 10 mn dans un bain de sable & 100 °C. Apreés refroidissement, on prend 200 pl de
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I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotometre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec I'acide Sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. Le réactif est préparé comme suit :
Dissoudre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau distillée et ajouter 195 ml d'acide
ortphosphorique a 85%. Ce réactif se conserve pendant 3 semaines a 4 °C et a l'obscurité. La
solution mere des lipides est préparée comme suit : on prend 2,5 mg d'huile de table
(tournesol 99% triglycérides) dans un tube eppendorf on ajoute 1 ml d'éther chloroforme
(1V/1V) (Tableau3).
Tableau 03. Dosage des lipides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme

d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) ml | 100 | 80 60 40 20 0
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 | 150 |200 |250
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3. Résultats
3.1. Rendement en huile essentielle de Ruta graveolens

L’huile essentielle de Ruta graveolens obtenue par un hydrodistillateur de type Clevenger
est de couleur jaune, claire avec une odeur agréable et avec un rendement de 0.81+0.10% de
la matiere seche de la partie aérienne de la plante.
3.2. Essai de Ruta graveolens a I’égard des larves L3 de D. melanogaster

Les études toxicologiques ont permis de déterminer 1’efficacité d’huiles essentielle de Ruta
graveolens sur les larves L3 de D. melanogaster évaluee a partir de la mortalité enregistrée

chez les individus cibles avec un effet cumulé 24, 48, 72 h.

Les tests de toxicité sont appliqués sur les larves L3 de D. melanogaster avec des différentes
concentrations d’huiles essentielle de Ruta graveolens: 2.5, 5, 10, 20 et 30ul. La mortalité
observée est corrigée a partir d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le (Tableau
01) avec des taux variant de 2.00% (2.5 ul) a 97,00% (30 pul) avec une relation concentrations
— réponse. Apres une transformation angulaire des pourcentages de mortalités, Les données
ont fait I’objet d’une analyse de la variance a un critére de classification (Tableau 02) qui

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

Tableau 04. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) appliquées sur les larves de
Drosophila melanogaster (24 h): Mortalité corrigée % (m + SD, n = 4 répétitions comportant

chacune 10 individus).

Concentration 25 5 10 20 30
(ul)
R1 0 20 44 80 100
R2 4 8 48 84 96
R3 4 12 48 76 96
R4 0 16 40 76 96
m+SD 2.00+2.31 14.00 +5.16 | 45.00+ 3.83 79.00 + 3.83 97.00 + 2.00
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Tableau 05. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) chez les larves de Drosophila
melanogaster. Analyse de la variance a un critere de classification aprés transformation

analyse des mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE Dadl CM Fobs pr**
Traitement 26564.8 4 6641.2 508.26 0,000
Erreur résiduelle 196.0 15 13.1
Total 26760.8 19

*** différence trés hautement significative (p<0.001) SCE : Somme des carrés
Des écarts; Ddl: degrée de liberté, CM: carré moyen; F obs: F observée; p: niveau de Significative.

L’huile essentielle de Ruta graveolens a été appliquée sur des larves du stade L3 a
concentration létales, CL25, CL50, et la CL90 (qui provoque la mortalité de 25%, 50 %, et 90
% de population ciblée). Les concentrations CL25, CL50 et CL90 déterminées sont
respectivement 6,941 de I’intervalle (5,719-8,257) et 10.85 de I’intervalle (9,511-12,35) ; et
26,5 de I’intervalle (20,61-34,96), avec un Slope de 0,2112.

Tableau 06. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) appliquées sur les larves de
Drosophila melanogaster (48 h): Mortalité corrigée % (m + SD, n = 4 répétitions comportant

chacune 10 individus).

Concentration

W) 25 5 10 20 30

R1 8 28 48 80 100

R2 4 20 44 84 100

R3 8 20 52 84 100

R4 8 24 48 84 100
m+SD 7.00+£2.00 | 23.00+3.83 | 48.00+3.27 | 83.00£2.00 | 100.00 +0.00

24



Résultats

Tableau 07. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) chez les larves de Drosophila
melanogaster. Analyse de la variance a un critere de classification aprés transformation
analyse des mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE Ddl CM Fobs prxx
Traitement 24587.20 4 6146.80 922.02 0,000
Erreur résiduelle 100.00 15 6.67
- 24687.20 G

*** différence trés hautement significative (p<0.001) SCE : Somme des carrés

Des écarts; Ddl: degrée de liberté, CM: carré moyen; F obs: F observée; p: niveau de Significative.

L’huile essentielle de Ruta graveolens a été appliquée sur des larves du stade L3 a
concentration létales, CL25, CL50, et la CL90 (qui provoque la mortalité de25%, 50 %, et 90
% de population ciblée). Les concentrations CL25, CL50 et CL90 déterminées sont
respectivement 5,8 de I’intervalle (3,882-8,127) et 9,563 de I’intervalle (7,412-12,16) ; et
25,99 de ’intervalle (16,97-45), avec un Slope de 0.3172.

Tableau 08. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) appliquées sur les larves de
Drosophila melanogaster (72h): Mortalité corrigee % (m = SD, n = 4 répétitions comportant

chacune 10 individus).

Concentration

(uh) 2.5 5 10 20 30

R1 8 32 48 92 100

R2 8 28 56 84 100

R3 8 24 48 88 100

R4 8 24 52 88 100
m+SD 8.00+0.00 | 27.00+3.83 = 51.00+ 3.83 | 88.00+ 3.27 | 100.00 +0.00
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Tableau 09. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) chez les larves de Drosophila
melanogaster. Analyse de la variance a un critere de classification aprés transformation

analyse des mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE Ddl CM Fobs pr**
Traitement 24491.20 4 6122.80 765.35 0,000
Erreur résiduelle 120.00 15 8.00
Total

*** différence trés hautement significative (p<0.001) SCE : Somme des carrés

Des écarts; Ddl: degrée de liberté, CM: carré moyen; F obs: F observée; p: niveau de Significative.

L’huile essentielle de Ruta graveolens a été appliquée sur des larves du stade L3 a
concentration létales, CL25, CL50, et la CL90 (qui provoque la mortalité de 25%, 50 %, et 90
% de population ciblée). Les concentrations CL25, CL50 et CL90 déterminées sont
respectivement 5,266 de ’intervalle (3,41-7,586) et 8,754 de I’intervalle (6.651-11.33) ; et
24,19 de I’intervalle (15,52-43,52), avec un Slope de 2.162.
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Figure 13. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) appliquées sur les larves de
Drosophila melanogaster (24h, 48h et 72h): Mortalité corrigée % (m = SD, n = 4 répétitions
comportant chacune 10 individus).



Résultats

3.3. Essai de Ruta graveolens a I’égard des ceufs de Culiseta longiareolata

Les études toxicologiques ont permis de déterminer 1’efficacité d’huiles essentielle de Ruta
graveolens sur les oeufs de Culiseta longiareolata Evalué par le nombre d'ceufs qui n'ont pas
éclos apres 48 h.

Les tests de toxicité sont appliqués sur les nacelles de Culiseta longiareolata avec des
différentes concentrations d’huiles essentielle de Ruta graveolens: 2.5, 5, 10, 20 et 40 pl
jusqu’a 24 h. les ceufs qui n'ont pas éclos observée est corrigée a partir d’une éclos naturelle.
Elle est mentionnée dans le (Tableau 07) avec des taux variant de 8.00% (2.5 ul) a 100.00 %
(40 pl) avec une relation concentrations — réponse. Aprés une transformation angulaire des
pourcentages de mortalités, Les données ont fait 1’objet d’une analyse de la variance a un
critere de classification (Tableau 08) qui révele un effet- concentrations trés hautement
significatif (p< 0,001).

Tableau 10. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) appliquées sur les oeufs de
Culiseta longiareolata: Mortalité corrigée % (m £ SD, n = 4 répétitions comportant chacune
25 individus).

Concentration

() 2.5 5 10 20 40

R1 4 16 32 64 100

R2 8 24 40 72 100

R3 12 20 48 80 100

R4 8 16 32 76 100
m+SD 8.00+3.27 | 19.00+ 3.83 | 38.00+7.66 | 73.00+6.83 | 100.00 + 0.00

Tableau 11. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (pl) chez les ceufs de Culiseta
longiareolata. Analyse de la variance a un critere de classification apres transformation

analyse des mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE Ddl CM Fobs pr**
Traitement 23476.8 4 5869.2 224.59 0,000
Erreur résiduelle 392.0 15 26.1
Total 23868.8 19

*** différence trés hautement significative (p<0.001) SCE : Somme des carrés

Des écarts; Ddl: degrée de liberté, CM: carré moyen; F obs: F observée; p: niveau de Significative.
28



Résultats
L’huile essentielle de Ruta graveolens a été appliquée sur des larves du stade L3 a
concentration létales, CL25, CL50, et la CL90 (qui provoque la mortalité de25%, 50 %, et 90

% de population ciblée). Les concentrations CL25, CL50 et CL90 déterminées sont
respectivement 6,845 de I’intervalle (4,289 -10,01) et 11,77 de I’intervalle (8,839 -15,47) ; et
34,83 de I’intervalle (20,87 -70,34 7), avec un Slope de 2.026.
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Figure 14. Effet d’huile essentielle de Ruta graveolens (ul) appliquées sur les ceufs de
Culiseta longiareolata: Mortalité corrigée % (m £ SD, n = 4 répétitions comportant chacune
25 individus).

3.4. Anomalies morphologiques

L’examen des individus apres traitement montre des aberrations morphologiques variées
chez les larves de Drosophila melanogaster et les pupes et les adultes et les ceufs de Culiseta
longiareolata: On note un blocage de I'exuviation nymphale et imaginale qui se manifeste par
une incapacité totale ou partielle des larves L1 a se dégager correctement des exuvies. De
plus, d’autres malformations se manifestent, telles que malformation des deux ailes ainsi que

la réduction de leur taille et la réduction de la taille des pupes et des ceufs.
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Figure 15. Anomalies morphologiques chez les larves, les pupes et les adultes de

Drosophila melanogaster et les ceufs de Culiseta longiareolata.
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3.5. Effet sur la biochimie
3.5.1. Effet sur le contenu en protéines chez les larves L3 de Drosophila melanogaster

Le contenu en protéines (ug/larve) chez Drosophila melanogaster augmente significativement
pendant les périodes testés (24h, 48h, 72h) pour les séries témoins et traitées. La comparaison
entre les deux séries pour la méme période, montre une diminution significative de ce contenu
chez les larves L3 de Drosophila melanogaster 1jour (p=0,044), 2 jours (p=0,041) et 3 jours
(p=0,036)
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Figure 16. Effet des huiles essentielles de Ruta graveolens (CL50), sur le contenu en
protéines (ug/individu) chez les larves L3 de Drosophila melanogaster (m + SD; n = 3
répétitions comportant chacune 10 individus), Différence significative (p<0.05).

3.5.2. Effet sur le contenu en glucides chez les larves L3 de Drosophila melanogaster

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du contenu en glucides
(ng/larve) de 24h a 72h pour les deux séries et chez les deux espéces. La comparaison des
deux séries pour la méme période montre que le contenu de ce métabolite marque une

diminution significative au cours 1jour (p= 0,032), 2 jours (p= 0,028) et 3 jours (p=0.032).
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Figure 17. Effet des huiles essentielles de Ruta graveolens (CL50), sur le contenu en
glucides (ug/individu) chez les larves L3 de Drosophila melanogaster (m + SD; n = 3

répétitions comportant chacune 10 individus), Différence significative (p<0.05).
3.5.3. Effet sur le contenu en lipides chez les larves L3 de Drosophila melanogaster

Le contenu en lipides (ug/larve) chez les larves L3 de Drosophila melanogaster augmente de
24h a 72h aussi bien dans la série témoin que la série traitée. En comparant les deux séries, on
constate que I’huile essentielle de Ruta graveolens diminue significativement le contenu en
lipides durant tous les périodes testés, (p=0,018) au cours du ljour, (p=0,023) au cours du

2jours, (p=0,032) au cours du 3 jours.
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Figure 18. Effet des huiles essentielles de Ruta graveolens (CL50), sur le contenu en lipide

(ug/individu) chez les larves L3 de Drosophila melanogaster (m + SD ; n = 3 répétitions

comportant chacune 10 individus), Différence significative (p<0.05).
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4. Discussion

4.1. Rendement en huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux: feuilles, fleurs,
écorces, racines, rhizomes, fruits et graines (Hernandez Ochoa, 2005). Le rendement en huile
essentielle extraite de Ruta graveolens est 0.81+0.10% de la matiére seche de la partie aérienne
de la plante. Celles-ci les résultats sont supérieurs a ceux rapportés a Annaba situé dans l'est
Algérie (0,18+0,01%) par (Haddouchi et al. 2013). Cette différence de le rendement pourrait étre
dd a une différence de conditions climatiques entre les deux sites et la période de récolte (Ndomo
et al., 2009). Le méme R. La plante graveolens a été récoltée en Italie a un rendement de 0,74%
(De Feo et al., 2002) et un rendement variant entre 0,30 % et 0,10 % signalé dans la région de
Jemmel en Tunisie (Ben Hadj Fredj et al., 2007).

4.2. Toxicité des huiles essentielles de Ruta graveolens

La relation concentration-réponse a été déterminée pour 1’huile de Ruta graveolens appliquee
aux larves L3 de D. melanogaster et les ceufs de Culiseta longiareolata. La mortalité a été notée
apres 24h, 48h et 72h et pour les ceufs de Culiseta longiareolata aprés 48 h. Les témoins positifs
n’ont montré aucun effet de solvant acétone contre larves L3 de D. melanogaster et les ceufs de
Culiseta longiareolata, les résultats montrent une activité larvicide de I'huile essentielle appliquée
avec une concentration-relation de réponse.

Plusieurs travaux ont montré les propriétés larvicides de certaines huiles essentielles. L'étude
de (Tabanca et al. 2012) montre que la I'huile essentielle de Ruta graveolens avait une DL50 de
21,25 (19,6 a 23,7) ppm et une DL90 de 34,35 (30,3 a 41,1) ppm un effet toxique contre les
larves d'A. aegypti. De plus, (Boutoumi et al. 2009) ont également montré que I'huile essentielle
Ruta montana avait une activité larvicide sur le Larves de Culex pipiens pour une dose de 1,6%
de I'extrait, les pourcentages de mortalité étaient de 99% pour les moustiques Culex pipiens apres
30 min. Les travaux de (Dris et al. 2017), montre que I'huile essentielle de Lavandula dentata L.
(Lamiaceae) a un effet larvicide sur les larves de moustiques, les valeurs CL50 et CL90 par
rapport aux larves du quatrieme stade étaient de 77,09 et 104,45 ppm pour le Cs. longiareolata et
113,38 et 150,38 ppm pour Cx. pipiens. De plus, (Tchoumbougnang et al. 2009) ont rapporté
que le les huiles essentielles de quatre plantes possédent des propriétés larvicides, car elles
pourraient induisent une mortalité de 100 % chez les larves d'A. gambiae & une concentration de
100 ppm pour C. citratus, 200 ppm avec T. vulgaris, 350 ppm pour O. gratissimum et 400 ppm
pour O. canum. Les travaux de (Bouabida & Dris, 2020) que la méme plante a un effet arvicidel
pour I’espéce Cs. Longiareolata.

4.2. Effet de I'HE de Ruta graveolens sur la composition biochimique du corps

Les protéines, les glucides et les lipides ont été estimés dans le corps entier des larves L3 de
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D. melanogaster. L’application de la concentration 1étale (CL50) a 24 h=;;;;;;;;;; de I’ HE de
Ruta graveolens.

Les niveaux de protéines ont été affectés par le traitement (CL50) de Huile essentielle de Ruta
graveolens et provoque une réduction significative a 24 h par rapport a la série témoin.
Concernant les niveaux de glucides, une diminution significative a été observée avec la CL50
testées a 24 h (p = 0,012) et 48 h (p=0,010) et & 72 h (p=0,021). Pour terminer, la teneur en
lipides était également significativement réduite chez les traités a 24 h (p=0,033) et 48 h
(p=0,040) et & 72 h (p=0,023) respectivement par rapport au témoin. La présente étude indique
qu'en raison de l'exposition a 1’huile essentielle de Ruta graveolens les constituants biochimiques
ont été réduits. La diminution des niveaux de protéines peut étre due a I’adaptation de l'insecte
pour compenser le stress causé par les insecticides (Zamani et al., 2010). Une autre raison
possible pour laquelle les animaux ont besoin d'un beaucoup d'énergie pour surmonter la situation
de stress et ce besoin de I'énergie peut avoir conduit a la simulation du catabolisme des protéines
(Ribeiro et al., 2001). Une diminution similaire de la teneur en protéines a également été observé
par (Tarigan et al. 2016) ont découvert que la cardamome, la cannelle et I'HE de muscade
réduisent les niveaux de protéines, de glucides et de lipides dans Tribolium castaneum et
Callosobruchus maculatus.

Les réserves de lipides et de glucides sont également affectées par les plantes huiles
essentielles. Ces deux réserves jouent un réle important lors de la stade larvaire, car libere la haute
énergie nécessaire a la métamorphose (Saket al., 2006). Des résultats similaires montrent une
réduction des lipides et taux de glucides chez les larves de G. pyloalis traitées avec A. annua
(Khosravi et al., 2010).
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5. Conclusion

Ces dernieres anneées, la législation est devenue plus stricte, lors de I'application de
pesticides synthétiques, la recherche de pesticides végétaux en fait partie des stratégies
pouvant satisfaire a la fois les besoins des consommateurs et les besoins des consommateurs
alentours.

Ce modeste travail de recherche vise a promouvoir les plantes aromatiques utilisé dans les
meédicaments algériens.

L’HE de Ruta graveolens présentent un rendement de 0,81+0,10% de la matiére séche de
la partie aérienne.

Cette HE est été testé sur les larves L3 de D. melanogaster et les ceufs d’une espéce de
moustiques d’importance vétérinaire Culiseta longiareolata. Leur action est été évaluee sur
plusieurs aspects : Toxicologique, biochimiques.

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales (CL25, CL50
et CL90=) de I’huile extraite de Ruta graveolens sur les larves L3 de D. melanogaster pendant
trois périodes testées (24h, 48h et 72h).

L’HE extraite de Ruta graveolens, affectent les réserves énergétiques des larves L3 de D.
melanogaster. Les résultats révelent une diminution significative du contenu en protéines,
glucides et lipides chez les individus étudiés.

L'huile essentielle de Ruta graveolens est une alternative intéressante pour lutter contre les
larves L3 de D. melanogaster et les ceufs d’une espéce de moustiques Culiseta longiareolata
Ce résultat ouvre des perspectives intéressantes pour son application dans la production du
bio pesticide. L’HE montre une activité insecticide avec une relation concentration — réponse.
Nous envisageons de poursuivre cette étude afin de préciser la nature des composés
responsable de cette activité par fractionnement mené en paralléle avec les tests biologiques.
La voie donc reste ouverte vers la découverte de nouvelles plantes et par la suite de nouvelles
molécules a effet phytosanitaire. Il serait trés important d'étendre les investigations a d'autre

espece des plantes pour voir I'effet de ces bios pesticides sur d'autres insectes nuisibles.
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