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Résumé

Abstract

Due to the problems associated with the use of chemical insecticides and their harmful
effects on health and the environment, it is necessary to use natural alternatives that play the

same role as synthetic insecticides and provide environmental benefits and economic.

This study aims to test the effect of essential oils of Lavandula dentata collected in the

region of Tebessa against a specific species of mosquito Culiseta longiareolata.

After extracting the essential oils of Lavandula dentata using a hydro-distiller apparatus,

we found a high yield, estimated at: 3.66 + 0.31% for leaves dried for 8 days.

Statistical results confirmed that lavender essential oils have a toxic and lethal effect, and
also affect vital indicators: this led to a decrease in the activity of the enzyme
acetylcholinesterase and an important increase in the activity of the catalase enzyme after
different treatment periods (24 h, 48 h and 72 h). The effect of these essential oils on the
quantities of biochemical compounds: a decrease in the proportions of proteins and sugars,
and a notable fluctuation in the proportions of fats.

Key words: Insecticides, Essential oils, Acetylcholinesterase, Catalase, Biochemical
metabolites , Culiseta longiareolata, Lavandula dentata.



Résumé

Résumé

En raison des problémes liés a l'utilisation des insecticides chimiques et de leurs effets
nocifs sur la santé et I'environnement, il est nécessaire d'utiliser des alternatives naturelles qui
remplissent le méme réle que les insecticides de synthese et offrent des avantages

environnementaux et économiques.

Cette étude vise a tester I'effet des huiles essentielles de Lavandula dentata cueillies a la
région de Tébessa contre un type spécifique de moustique appelé Culiseta longiareolata.

Apres avoir procédé a I'extraction des huiles essentielles de Lavandula dentata a l'aide
d'un appareil de hydro-distillateur, nous avons trouvée un rendement éleve, estimeé a : 3,66 +

0,31 %, pour des feuilles séchées pendant 8 jours.

Les résultats statistiques ont confirmé que les huiles essentielles de la lavande ont un effet
toxique et létal, et affectent également les indicateurs vitaux : cela a conduit a une diminution
de l'activité de I'enzyme acétylcholinestérase et une augmentation notable de l'activité de
I'enzyme catalase apres différentes périodes de traitement (24 h, 48 h et 72 h). L'effet de ces
huiles essentielles sur les quantités des composés biochimiques : une diminution des

proportions de protéines et de sucres, et une fluctuation notable des proportions de graisses.

Mots clés : Insecticides, Huiles essentielles, Acétylcholinestérase, Catalase, Métabolites

biochimiques, Culiseta longiareolata, Lavandula dentata.
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Introduction

Introduction

Toute la communauté scientifique s’accorde a souligner I’importance des Arthropodes
(Deghiche- Diab, 2016). Les arthropodes sont les invertébrés qui constituent le plus grand
groupe du régne animal. Celles-ci les animaux peuvent étre facilement reconnus et
différenciés en différents types en raison de leur distincte externe apparence corporelle ou
morphologie (Sebastian et Gautam, 2021). Les arthropodes, connu depuis I'Antiquité la plus
reculée et constituent, dans la classe des Insectes, un ordre tres important (Bouklihacene,
2012). Ces arthropodes occupent une place importante dans la faune terrestre comme dans la
faune aquatique et dans la lutte contre les maladies transmises par leurs piqures (Aouinty et
al., 2017).

Les insectes qui représentent a peu pres la moitié des especes vivantes décrites et les trois
quarts de celles du monde animal, occupent un large spectre thermique des zones désertiques,
ou les contrastes des températures entre saisons et entre le jour et la nuit sont extrémement
élevés, aux banquises les plus froides (Deghiche- Diab, 2016).

Les moustiques ont toujours été considérés comme source de nuisance pour I’Homme,
principalement en raison du fait qu’ils peuvent étre des vecteurs de maladies. Les femelles en
période de reproduction ont besoin de sang pour le développement des ceufs et certaines
especes ont une préférence marquée pour le sang humain (Fatma et al., 2017). Elles sont
responsables de plus de 17% de toutes les maladies infectieuses. Chaque année, on reléve plus
d’un milliard de cas et plus d’un million de décés dans le monde, imputables a des maladies a
transmission vectorielle (Soltani, 2015), jouent un rdle dans la transmission du paludisme, la
filariose et de multiples maladies arbovirales telles que la dengue, la fiévre jaune, la maladie a
virus Zika (Soltanbeiglu et al., 2020). Parmi les espéces connues dans la transmission des
maladies a ’Homme, celles appartenant aux genres Culiseta longiareolata (Fatma et al.,
2017). Elle est I’espéce de moustique la plus intéressante en Algérie, en particulier dans la
région de Tébessa (Bouabida et al., 2017).

La lutte contre ces insectes connait le plus souvent des échecs liés d’une part au probléme
de résistance et d’autre part aux facteurs anthropiques de 1’environnement (Aouinty et al.,
2017). Dans les campagnes de lutte anti-moustique, les matiéres actives des insecticides
utilises appartiennent aux organophosphoreés, pyréthrinoides et carbamates de synthese. Ces
préparations, bien qu'elles se soient révélées trés efficaces sur les moustiques culicidés,

présentent plusieurs inconvénients (Aouinty et al., 2006).
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Introduction

L’Algérie posseéde une des flores les plus diversifiées et les plus originale du bassin
méditerranéen. Le Sahara regroupe environ 500 taxons de plantes supérieures dont une partie
reste de nos jours utilisés par les autochtones comme plantes médicinales. Certaines plantes
sont connues pour leur capacité a synthétiser des métabolites secondaires a propriétés
insecticides. Ces metabolites pourront étre exploités dans le domaine de la lutte contre les
insectes ravageurs ou vecteurs d’agents infecticux (Fatma et al., 2017). Parmi lesquelles on
trouve de nombreuses espéces de la famille des lamiacées "Lavandula dentata™. En effet, la
plupart des plantes de cette famille constituent une source d'huiles essentielles et sont tres
utilisées (Bachiri et al., 2015).

Les huiles essentielles utilisées en aromathérapie sont des extraits naturels de plantes de
composition complexe obtenus soit par entrainement a la vapeur d’eau, par distillation séche
ou par un procédé mécanique. Elles sont utilisées depuis 1’antiquité pour leurs propriétés
(anti-infectieuses, antibactériennes, antifongiques, antivirales, antidouleurs...) (Marie et al .,
2019). L'application des huiles essentielles (HEs) dans le domaine de la lutte a augmenté au
cours des dernieres années en raison de leur disponibilité et leurs propriétés biologiques (Dris,
2019). La teneur en huile essentielle des feuilles de L. dentata obtenues par hydrodistillation
(Dris et al., 2017).

Notre travail comporte donc les étapes suivantes :

- Le premier chapitre comprend la présentation de I'insecte " Culiseta longiareolata "et la
présentation de la plante " Lavandula dentata ".

- Le deuxiéme chapitre concerne 1’extraction des huiles essentielles de L. dentata et I'effet
pupicide de ces huiles sur une espece de moustique Culiseta longiareolata.

- Le troisieme chapitre traite de I'impact de ces HEs sur les paramétres biochimiques
(glucides, lipides et protéines) et les biomarqueurs (I’acétylcholinestérase et la catalase) des
pupes.

- On termine a la fin par une conclusion sur I'effet d'huile essentielle de la plante Lavandula
dentata chez une espece de moustique Culiseta longiareolata et le mode d’action de cet

insecticide sur I’espéce ciblée.
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Il. MATERIEL ET METHODES
I1.1. Présentation de Culiseta longiareolata

Culiseta longiareolata est une espéce de la famille des Culicidae, la sous-famille des
Culicinae (khaligh et al., 2020) .1l est un moustique abondant, largement ornithophile,
impliqué comme ravageur et vecteur de divers parasites sanguins (Tsurim & Silberbush,
2016). Il se développe principalement dans de petits plans d'eau, et les adultes peuvent entrer

dans les maisons et attaquer les humains (khaligh et al., 2020).

Culiseta longiareolata est I'espéce de moustique la plus intéressante en Algérie, en
particulier dans la région de Tébessa (Bouabida et al., 2017). Elle est capable de se
développer dans des gites différents. Cette espéce présente une grande aptitude a coloniser des
biotopes naturels ainsi que les gites artificiels, différents par leurs caractéristiques physiques
(Benhissen et al., 2018).

Culiseta longiareolata est I'espece la plus volumineuse (Tine-Djebbar et al., 2016). Elle
a une taille qui varie de 3 a 5 mm posséde un corps mince et des pattes longues et fines avec
des Ailes membraneuses, longues et étroites (Merkhi et Maifi, 2020).

Les ceufs de Culiseta Longiareolata ont une forme cylindro-conique, groupés en nacelle
porte environ 50 a 200 ceufs (fig 01). Les larves sont de types carnivores, caractérisees par un
peigne siphonal dont ses dents sont implantées irrégulierement (fig 02). (Chorfi et Sedira,
2016). Chez l'adulte, on remarque la présence au moins d'une tache d'écailles sombres sur
l'aile, le thorax avec trois bandes blanches longitudinales et lI'absence des soies longues et

™

fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite (fig 04) (Bruhnes et al, 1999).

T

% Jd

Fig 01 : Nacelle d’ceufs de Culiseta Longiareolata.
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|

Fig 02 : Larve de Culiseta Longiareolata. Fig 03 : Pupe de Culiseta longiareolata.

Fig 04 : a : Femelle et b : Male de Culiseta longiareolata.

11.1.1. Position systématique de Culiseta longiareolata

Tableau 01 : Position systématique de Cs longiareolata (Dris, 2019).

Regne Animalia
Sous-reégne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta
Espeéce Culiseta longiareolata
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11.1.2. Caractéristiques morphologiques du I’espéce Culiseta longiareolata

Morphologiquement les Culicidés sont caractérisés par des antennes longues et fines, des
ailes pourvues d’écailles (Bouskaya et Degachi, 2019). Les caracteres morphologiques
comprennent des rayures blanches et des points sur les jambes, la téte et le thorax (khaligh et
al., 2020).

Fig 05 : La téte de Cs Fig 06 : L’aile de Cs Fig 07 : Abdomen de Cs
longiareolata. longiareolata. longiareolata.

11.1.3. Cycle de développement de Culiseta longiareolata

Le cycle de développement des moustiques dure environ douze (12) a vingt (20) jours et
comprend quatre (4) stades : I'ceuf, la larve, la nymphe (pupe) et 'adulte. Cette métamorphose

se déroule en deux phases, une phase aquatique et une phase aérienne (Matoug, 2018).

Les moustiques sont des insectes holométaboles, leur cycle biologique comprend une
phase aquatique et une phase aérienne. Les adultes ou imago, sont aériens alors que les ceufs,
les larves et les nymphes constituent les stades pré-imaginaux et vivent dans I’eau douce le

plus souvent ou parfois saumatre (Dris, 2019).

Les adultes males et femelles se nourrissent de jus sucrés, de nectars et d'autres secrétions
végétales. Pourtant, une fois fécondées, les femelles partent en quéte d'un repas sanguin
duquel, elles retirent les protéines et leurs acides aminés, nécessaires pour la maturation des
ceufs. Ce repas sanguin prélevé sur un vertébré (mammifére, amphibien, oiseau), est ensuite

digéré dans un endroit abrité (Guillaumot, 2006).
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Vie aérienne

Vie aquatique

I.S-/‘/

Fig 08 : Cycle de développement de Culiseta longiareolata.

Euf (nacelle) : Suite a I’accouplement qui a eu lieu peu de temps aprés I’émergence des
adultes, les femelles fécondées déposent entre 200 et 400 ceufs, perpendiculairement a la
surface de 1’eau (Dris, 2019). Les ceufs, sous forme cylindrique et de couleur blanchatre au
moment de la ponte, deviennent grisatre ou noiratre apres quelque heures. Cette coloration
due a I’oxydation de certains composants chimiques de la théque au contact de 1’eau ou 1’air.
L’ceuf est pourvu d’un opercule qui s’ouvre vers le bas au moment de I’éclosion et la larve se
dégage de ce dernier grace a une épine chitineuse qui se situe au niveau de la téte (Rhodain
& Perez, 1985).
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Larve: Le développement des larves a ce stade est exclusivement aquatique, leur
déplacement est assure par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution
comporte quatre stades, de taille variant de 2mm a 12mm (Boulkenafet, 2006). Les larves
vivent environ 10 jours. La rapidité du développement des larves dépend de la quantité de

nourriture contenue dans I’cau du gite (Peterson, 1980).

Pupe (nymphe) : est en forme de virgule, mobile, présente un céphalothorax fortement renflé
avec deux trompettes respiratoires. La nymphe également aquatique, éphémere (de 1 a 5
jours), ne se nourrit pas. Il s’agit d’un stade de transition, au métabolisme extrémement actif,
au cours duquel I’insecte subit de profondes transformations morphologiques et
physiologiques préparant le stade adulte (ou I’imago): une déchirure ouvre la face dorsale de

la nymphe et ’adulte se dégage lentement (Helimi et Zoghlami, 2017).

Adulte (imago) : Le moustique adulte a un corps allongé, de 5 a 20 millimétres de long.
Globalement brun clair, avec des bandes antérieures claires sur les tergites abdominaux. Le
corps est composé de 3 parties: la téte, le thorax et I’abdomen. L’exosquelette est composé de
plaques rigides (sclérites) reliées entre elles par des membranes chitineuses minces. Chaque
segment du corps (métamere) est un anneau formé par : Le tergite sclérite (dorsal), le sternite

(ventral) et les pleurites (latéraux). (Guermit et Rhaim, 2019).
11.1.4. Moyens de lutte contre les moustiques
11.1.4.1. Lutte chimique :

Les opérations de démoustication visent essentiellement I’imago, les produits utilisés le
plus couramment sont les organochlorés, les organophosphorés, les carbanates, les
pyréthrinoides, le chlorpyrifos, le fénitrothion, le fenthion, I’iodofenphos, le naled, le
pyrimiphos-méthyl... (Tabti, 2017).

11.1.4.2. Lutte biologique :

La lutte biologique contre les moustiques ou autres espéces nuisibles ,consiste a introduire
dans leurs biotopes des especes qui sont leurs ennemis naturels, par exemple, des parasites,
des micro-organismes pathogenes ou des prédateurs ( virus, bactéries, protozoaires,

champignons, végétaux divers, nématodes , poissons ...) (Mansouri et Messabhia, 2018).
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11.1.5. Elevage au laboratoire

Durant le printemps (mars) de 2021, la récolte des larves et des oeufs de moustiques a été
conduite & Tébessa. Elle a porté sur des échantillons des gites d’Oued Khenig et Safsaf El
Ouesra, wilaya de Tébessa.

Fig 10 : Lieu de prélévement du site de Safsaf El Ouesra Tebessa.

L'élevage des larves est conditionné par différents facteurs, ce sont, principalement : la
lumiére, la température, la qualité de la nourriture, ainsi que la densité des larves par unité de

surface ou de volume d’eaux. Lors
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que les larves atteignent le stade nymphal, elles seront placées dans les cages ou elles subiront

I’émergence. Sur les cotés des cages. Nous avons déposé les dattes qui constituent le repas

sucré pour les adultes males. Les adultes femelles ont besoin, en plus, d’un repas sanguin
(fig13) (Benhamed, 2016).

Fig 11 : Tri, comptage et séparation les larves Fig 12 : Elevage au laboratoire.
et les pupes.

Fig 13 : Cage qui contenant les adultes. Fig 14 : Attrapez les moustiques avec des
tubes a essai.
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11.2. Présentation de la plante

11.2.1. Présentation de la famille Lamiacée

Les Lamiacées (anciennement appelée Labiées, terme de levre « du latin labium » ou de
gueule ouverte « en grec laimos » en raison de la forme de la corolle) constituent une
importante famille de plantes angiospermes dicotylédones, dans ’ordre des Lamiales. La
famille comprend entre 233 a 263 genres, regroupant entre 6900 a 7 200 espéces (Mostef
Della, 2015). Dont la localisation prédomine en région méditerranéenne. Le thym, la lavande
et le romarin sont les espéces les plus connues (Gainard, 2016). De nombreuses especes de
cette famille (sous-famille des Nepetoideae) sont des plantes aromatiques source d'HES trés
utiles pour l'aromathérapie, la parfumerie et I'industrie des cosmetiques. On y rencontre aussi
beaucoup d'especes melliferes et également des espéeces cultivées comme plantes
condimentaires et ornementales. Parmi les nombreux genres de Lamiaceae on peut citer :
Ajuga, Origanum, Lamium, Lavandula, Mentha, Rosmarinus, Salvia, Satureja, Melissa,
Ocimum, Teucrium, Stachys, Thymus, etc (Bachiri et al., 2015).

Les Lamiacées constituent une famille tres importante dans la flore algérienne et

comprennent 28 genres et 146 especes (Mostef Della, 2015).

11.2.2. Généralités sur Lavandula dentata

Les especes du genre Lavandula appartiennent a la famille des Lamiaceae (Guitton,
2011). Les lavandes sont des plantes annuelles ou le plus souvent des arbrisseaux ligneux,
touffus, et vivaces, hauts de 40 a 80 cm, sont érigées et portent de petites feuilles persistantes
de couleur vert pale (Souihi et al., 2017), opposées et lancéolées, qui peuvent étre entiéres ou
dentées. Ce sont des plantes aromatiques et médicinales (PAM) appartenant a la famille des
Lamiacées ou labiées, a la sous-famille des Nepetoideae, au genre Lavandula, espéce
Lavandula dentata (Bessenouci et al., 2018). Tiges quadrangulaires (Dris, 2019), les fleurs
ont une couleur violette caractéristique. Elles forment une sorte d'épi par 6 ou 10 (Elcy,
2007). Est composé d'environ 39 espéces, de nombreux hybrides, et prés de 400 cultivars
enregistrés (Bachiri et al., 2016).Originaire de Mediterranée occidentale, la lavande est
aujourd’hui Tres appréciee dans les jardins et les champs de culture du monde entier ou

presque (Elcy, 2007). Elle nécessite le plein soleil dans une position chaude et abritée, bien
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protégee des vents forts. Il prospere mieux dans les sols bien drainés, légers et riches et
déteste les sols lourds et gorgés d'eau. Son parfum aromatique a été rapporté pour étre plus
fort lorsqu'il est cultivé dans des sols calcaires. 1l est tolerant aux basses temperatures jusqu'a -
5°C (Lim, 2014).

Fig 15 : Les feuilles de Lavandula dentata.

La morphologie des feuilles dans le genre Lavandula est trés variable. La structure de
I’inflorescence est un caractere commun a I’ensemble des lavandes. Les fleurs de lavande
sont organisées en une inflorescence mixte ressemblant a un épi de cymes appelé encore
thyrse spiciforme. L’inflorescence principale ressemble donc a un épi plus ou moins lache.
L’inflorescence secondaire est une cyme (Guitton, 2010). La feuillées dans leur partie
inférieure, longuement nues au-dessus. Inflorescence en épi terminal dense, surmonté de
bractées violacées (Dris, 2019). Ce genre se différencie des autres genres des Lamiacées par
des étamines et un style totalement inclus dans le tube de la corolle et, spécifiquement pour
les lavandes européennes, 1’appendice obovale qui recouvre la pointe du calice (Ben
Abdelkader, 2012).

11.2.3. Caractéristiques botaniques

% Nom latin : Lavandula dentata L (Bachiri et al., 2017), Lavande Dentée (Lim,
2014).

% Nom arabe : LKhzama (/) (Bachiri et al., 2017), Duzan, Helhal, Lizer (Lim,
2014).

¢ Nom maroccana : Timzouria, hlhal marakchiya et Kohyla (Bachiri et al., 2015).
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+« Nom Catalan: Espigol, Espigol Dentat, Espigol Retallat, Gallanda, Lavanda (Lim,
2014).

% Nom Afrikaans: Franse Lavantel (Lim, 2014).

% Nom Inde: Astukhudas (Lim, 2014).

% Nom Italien: Spigo-Nardo (Lim, 2014).

« Nom Allemand: Franzosischer Lavendel, Gezéhnter Lavendel, Zahn-Lavendel (Lim,
2014).

% Nom Suédois: Kamlavendel (Lim, 2014).

% Nom Turc: Fransiz Lavantasi1 (Lim, 2014).

e Appareil végétative

Lavandula dentata L (Lamiaceae), lavande frangée, est un arbuste trés aromatique a
branches dressées, ligneux a la base, et produit de longues tiges florales (Claudia,
2020).atteignant 1 m de haut. Feuilles sessiles, étroites, linéaires, épaisses, a marge carrée
a dentée, collantes, de 3 cm de long et portées en verticilles sur la tige quadrangulaire
ligneuse (Lim, 2014). Les fertiles, largement obovales de couleur bleuatre (Bachiri et al.,
2015).

e Appareil reproducteur

Les fleurs bleu-violet sont regroupées en épis pédonculés de 2,5 a 5 cm de long
(Claudia, 2020), au sommet de longues tiges folioles grises minces et longues et se
composent de bractées papyracées bleu-violet et de minuscules fleurs bleu-violet plus
pales. L'épi est surmonté d'une touffe de grandes bractées stériles, voyantes, qui sont la
partie la plus visible de I'inflorescence (Lim, 2014). Cette lavande fleurit deux fois dans
I’année, une premicre fois au printemps (entre février et juin) puis une seconde fois au
I’automne (entre septembre et novembre). Le fruit est un tétrakéne (Mellouk, 2017).
L’inflorescence principale ressemble donc a un épi appelé encore thyrse spiciforme
(Damerdji, 2014) plus ou moins lache. L’inflorescence secondaire est une cyme (Dris,

2019).
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Fig 16 : Photographies des inflorescences représentatives du genre
Lavandula dentata (Benabdelkader, 2012).

La position systématique de L, est la suivante :

11.2.4. Position systématique de Lavandula dentata

Tableau 02 : Position systématique de Lavandula dentata (Linné, 1753)

Domaine Biota

Régne Plantae

Sous — Regne Viridaeplantae
Infra — Regne Streptophyta
Clade Tracheophyta
Clade Spermatophyta
Sous - Classe Magnoliidae
Super- Ordre Asteranae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Sous — Famille

Nepetoideae

Tribu

Ocimeae

Sous-Tribu Lavandulinae
Genre Lavandula
Espece Lavandula dentata
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11.2.5. Origine Répartition géographique

L'origine: 1l est originaire du sud et de I'est de I'Espagne, de I'Afrique du nord-ouest, de
I'Ethiopie, de I'Erythrée, d'Israél, de la Jordanie et de la péninsule arabique (Claudia, 2020). Il
est naturalisé ailleurs autour de la Mediterranée et en Australie occidentale, en Nouvelle-
Zélande et en Californie (Lim, 2014).

Habitat: (lavande dentée) habite les garrigues, les lieux secs et les sols siliceux (silicicole,
calcifuge) contrairement a la lavande vrai qui ne pousse qu’en terrain calcaire (Dris, 2019). A
I’état sauvage, cette labiée borde la Méditerranée a climat tempéré et doux, dans le sol est
pauvre et rocheux (Damerdji, 2014).

En Algérie, elle est tres commune dans le Tell et pousse sur les sols secs et siliceux.

On la trouve sur les sommets arides, les pelouses et le maquis (Anonyme, 2012).

Lararduly
it Siowre burs

Themiviime

Chmetosiackys

Fig 17 : Carte montrant 1’aire de répartition des sections du genre Lavandula

(Guitton, 2010). Les pays sont de la couleur de la section majoritairement présente. Pour
certaines sections dont la répartition est plus restreinte, une zone de couleur indique les
principales zones de présence. : Pterostoechas, Bleu foncé : Lavandula et Stoechas,
Noire : Chaetostachys, Bleu claire : Subnudae. VVert : Dentatae, Rouge : Sabaudia et

Orange : Hasikenses.
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11.2.6. Domaines d’usage

La lavande est employée en herboristerie, en aromathérapie. Elle est considérée comme
une plante médicinale pour 1’action de son huile (Dris, 2019). La production d’essences
aromatiques par cette plante a un grand intérét économique (Guitton, 2010).Les huiles
essentielles des especes Lavandula sont utilisées par, les cosmétique, les fabricant d'aliments
(Dans la fabrication alimentaire I'nuile essentielle de lavande, est utilisée dans les boissons
aromatisantes ,glaces, bonbons, produits de boulangerie et chewing-gum (Imelouan et al.,
2009), et les producteurs de médicament, et efficace contre les brdlures et pigQres d'insectes
(Dob, 2007), ont également des propriétés phytotoxiques et insecticides qui peuvent étre
utiles dans l'industrie agrochimique (Mostef Della, 2015). Lavande est généralement utilisée
dans la préparation des parfums et les savons, la recherche de nouvelles molécules et des
chémotypes nouveaux pour I’industrie pharmaceutique et agro-alimentaire (Souihi et al.,
2017).Pour éviter le risque d’effets secondaires des médicaments ou le développement d’une
résistance a de tels remédes de la part des microbes, 1’utilisation de ces substances naturelles
comme biopesticides pourrait aider a atténuer I’impact négatif des intrants chimiques sur les
réseaux trophiques, la santé humaine, et I’environnement global (Bachiri et al., 2017). Pour
les taxonomistes l'utilisation d'huiles essentielles comme caracteres pour la classification est
limités par les problémes inhérents de variabilité naturelle, bien qu’a des niveaux
taxonomiques inférieurs, cela peut étre utilisé pour aider a reconnaitre cultivars (Imelouan et
al., 2009). Plusieurs activités ont été signalées pour Lavandula L, telles que les
antimicrobiens, les antioxydants et les anti-inflammatoires (Justus et al., 2018).

11.2.7. Compositions chimiques de I'huile essentielle

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de monoterpénoides (Cdix) (92,72%)
et sesquiterpénoides (C15) (1,72%). En outre, peut présenter de petites quantités de diterpénes,
d'arylpropanoides, de molécules plus petites, telles que des alcools, des aldéhydes et une
chaine courte de cétones®** (Justus et al; 2018). L. dentata contenait du 1, 8-cinéole
(41,28%), du sabinéne (13,89%), du bicyclo [3.1.0] hexan-3-Ol, 4-méthyléne-1-(1-
Méthyléthyl) (6,76%), myrtenal (5,1%) et a-terpinolene (4,05%) comme composés
principaux. Les autres constituants importants étaient le verbénol (2,1%), lI'oxyde de linalol
(2,49%), l'oxyde de linalol Cis (2,66%), le bicyclo [3.1.1] heptan-2 one, 6, 6-diméthyl
(2,36%) myrténol (2,75%) et bornéol (2,84%) Le Camphre (1,48%) (Imelouane et al.,
2009).
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a- Terpinoléne 1-Bommn¢ol

Fig 18 : Structure chimique de quelques composés majoritaires de I’HE de L. dentata (Dris, 2019).

11.2.8. Activités biologiques étudiées des huiles essentielles de Lavandula dentata

e Activité antibactérienne

La partie aérienne de L. dentata dont la richesse en huiles essentielles est démontree
précédemment a une activité tres efficace sur les bactéries Gram (+) (Staphylococcus
aureus). Et plus ou moins modérée sur les Gram (-) (E. coli, K. pneumoniae et P.
mirabilis) ; cette activité inhibitrice dépasse largement 1’effet de I’antibiotique de

référence a partir du volume 15 pl de ’huile essentielle (Bachiri et al., 2016).

e Activite anti-microbienne
Lorsqu'elles ont été soumises a un traitement avec I'HE de L. dentata, toutes les espéces
bactériennes ont été impactées sur leur prolifération. Pour Staphylococcus aureus, la
concentration minimale inhibitrice (CMI) était de 54,7 ug.mL™, ainsi que pour Escherichia
coli, Candida albicans et Streptococcus pyogenes. Pour ces espéces, cette valeur (54,7 pg.mL’
1) a également été trouvée pour la concentration bactéricide minimale (MBC). Pour S. aureus,
la valeur de CBM était plus élevée, 218,8 ug.mL™. L'espéce Pseudomonas aeruginosa a
montré le moins de sensibilité au traitement. Ainsi, il n'a montré aucune concentration
bactéricide, mais le traitement par HE de L. dentata pouvait encore inhiber la croissance a une

concentration de 437,5 pg.mL™ (Justus et al., 2018).

e Activité antioxydante
Le potentiel antioxydant est lié a la composition chimique des HE et les différences de
composition chimique des HE au sein des espéces peuvent étre dues a des variations des
facteurs édaphiques et environnementaux, des méthodes et des parties de la plante utilisées
pour l'extraction et les conditions de stockage de I'HE. L'activité antioxydante la plus élevée

de I'HE de L. dentata obtenue par la méthode DPPH était avec la concentration la plus élevee
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testée (20 pg.mL 1), et la faible activité antioxydante de la DPPH & La concentration de 10
ug.mL-1 (Justus et al., 2018).
Remarque: DPPH (2,2-difénil-1-picril-hidrazila).

e Activite anti-inflammatoire
L’extrait de L. dentata ont montré des anti-intestinaux inflammatoire dans le modele
TNBS de la colite du rat. Le bénéficiales effets de ces traitements pourraient s'expliquer par
leurs propriétés anti-oxydantes, leur capacité a réguler a la baisse la réponse immunitaire et
a ameliorer la barriére épithéliale intestinale, ce qui pourrait valider leur utilisation en
médecine traditionnelle comme médicaments anti-intestinaux inflammatoire (Algieri et al,
2016).

11.3. Extraction des huiles essentielles par hydro-distillation
La distillation permettant d'extraire I'huile essentielle de la plante, est la méthode la plus
ancienne et également la plus utilisée (Belmont, 2013), dans un appareil de type Clevenger
(Bachiri et al., 2017). On trouve l'huile essentielle dans toutes les parties des plantes
aromatiques (les fleurs, les feuilles, les organes souterrains, les fruites, les graines, le bois et
les écorces (Lahrech, 2010).

L’hydrodistillation consiste a porter a ébullition un mélange d’une partie de la plante et
de I’eau sous 1’action de la chaleur. Les cellules éclatent et libérent des composés organiques
odorants et volatils. La vapeur d’eau formée, entraine les composés organiques a 1’état gazeux
vers le réfrigérant. La condensation de ce mélange gazeux, provoque sa séparation en deux

phases liquides :

- Une phase liquide huileuse et trés odorante, appelée huile essentielle, contenant la

majorité des composés odorants ;

- Une phase aqueuse, odorante, appelée eau aromatique, qui n’en contient que trés peu
(Haouam et Achouri, 2019).

La matiére végétale « Lavandula dentata » destinée a 1’hydrodistillation pour 1’obtention
des huiles essentielles a été prélevée entre Février et Avril 2021. La plante utilisée est
originaire de la région de Tébessa. La plante fraichement collectée a été séchée a I'ombre dans

un endroit sec et aéreé.
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Les huiles essentielles (HEs) sont extraites a partir de Lavandula dentata.
L'extraction a été réalisée au niveau du laboratoire biochimie a 1’Université de Tébessa. Une
masse de 100g de matériel végétal et 1000ml d'eau distillée est soumise & une
hydrodistillation en utilisant un montage d'hydrodistillation de type CLEVENGER durant
2 heures (Fig 19). Enfin, I’huile essentielle est récupérée apres filtrées en présence de sulfate
de sodium (Na2S0O4) pour éliminer les traces d’eau résiduelle. Elles sont ensuite récupérées et
stockées & 4°C (Dris, 2019). L’huile essentielle pure obtenue est récupérée, puis stockées
dans des flacons en verre taré et mise a basse température (Fig 20) (Laghouiter et al,
2015). La quantité d’huile obtenue est pesée pour le calcul du rendement. Les huiles
essentielles se conservent entre 12 et 18 mois aprés leur obtention car avec le temps, leurs

propriétés tendent & decroitre (Carette, 2000).

Page 21



Matériels et méthodes

Sortie de I’eau

Réfrigérant

Entré d'eau

Support

Ballon a fond rond
contenant le matériel
végeétal (Lavandula
dentata)

Chauffe ballon

Huile essentielle

Eau aromatique

Fig 19 : Montage de I’hydro-distillateur de type Clevenger.
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Fig 20 : Conservation de I’huile essentielle.

11.4. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids

de la matiére séche de la plante (Afnor., 1986).

Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

R = (PB/ PA) x 100

_—

~——

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

PA : Poids de la matiére seche de la plante en g
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I1.5. Test de toxicité

L' HEs de Lavandula dentata dissoutes dans I'éthanol sont appliquées (1ml) sur des pupes
de C. longiareolata.

Aprés des essais préliminaires, nous avons déterminé des gammes des concentrations
d’huile essentielle de Lavandula dentata. Les différentes gammes (50, 75, 100, 125 et 150)
ppm. Cing répétitions comportant chacune 25 pupes, ont été réalisées pour chaque
concentration. Une série témoin négatif (les individus ne subissent aucun traitement) et une
série témoin positif (les pupes recoivent 1ml d'éthanol) sont conduites en parallele. Le
traitement a été appliqué dans des pots contenant chacun 150 ml d’eau déchlorurée et de la
nourriture pendant 24 heures, selon les recommandations de ’organisation mondiale de la
santé (OMS, 1963). Apres cette période, les pupes sont rincées puis placées dans de nouveaux
récipients contenants de I'eau propre.

Les mortalités ont été enregistrées apres 24 heures d’exposition aux HEs puis corrigées
selon la formule d'Abbott (1925), afin d'éliminer la mortalité naturelle. Les pourcentages de
mortalités corrigées subissent une transformation angulaire selon les tables de (Bliss (1938) in
Fisher & Yates (1957). Les données ainsi normalisées font I'objet d'une analyse de la
variance a un critére de classification et un classement des doses par le test HSD de Tukey.
Enfin, la régression non linéaire exprimant le pourcentage de la mortalité corrigée en fonction
du logarithme de la dose a permis d’estimer les concentrations 1étales (CL50) ainsi que leurs
intervalles de confiance (95% IC).

11.6. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode (d’Ellman et al,.
1961) qui consiste a fournir a 1’enzyme un substrat, ’acéthyltiocholine (ASCh) dont
I’hydrolyse libére de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La thiocholine, en présence
de DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont
I’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm. Les pupes témoins et traitées aux huiles
essentielles (CL50) de Cs longiareolata, sont homogénéisées dans 1 ml de solution détergente
[38,03 mg éthylene glycol tris beta aminoéthyl éther NNN’N’ (EGTA); 1ml de Triton X-100 ;
5,845 g de chlorure de sodium (NaCl) et 80 ml tampon Tris 10 mM, pH 7] puis centrifugées
(5000trs/Smn). Le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme. Le dosage de
I’activité de I’AChE est réalisé¢ sur une fraction aliquote de 100 ul a laquelle on ajoute 100 pl

de DTNB [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3HNa (bicarbonate de sodium), 10 ml tampon tris (0,1
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M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 ul de substrat
acétylthiocholine [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. L’essai est conduit avec 2
répétitions comportant chacune 10 individus avec une série témoin. La lecture des
absorbances s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412 nm
contre un blanc ou la solution détergente remplace le surnageant. L’activité spécifique est

calculée selon la formule suivante :

ADo / mn Vt .
X= X /mg de protéines

1,36x10* Vs

X : micromole de substrat hydrolysé¢ par minute et par mg de protéines (uUM/min/mg de
protéines).

*

A Do: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.

1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris
(0,2 M, pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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11.7. Dosage de la catalase

Le dosage de la catalase (CAT) est réalisé selon la technique de Claiborne (1985). Cette

technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de I’ecau oxygénée
(H20,) en une molécule d’oxygéne (O,) et deux molécules d’ecau (H,O) en présence de la

CAT aune longueur d’onde UV de 240 nm, selon la réaction suivante :

Catalase
HzOz ————— — 2Hzo + Oz

Les pupes téemoins et traitées de Culiseta longiareolata, sont prélevees a différentes
périodes (24, 48 et 72 heures), I’essai est conduit avec 3 répétitions comportant 10 individus.
Les pupes sont homogénéisées dans 1ml de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4), puis
centrifugées a 15000 trs/mn, pendant 10 mn. Le surnageant récupéré servira comme source
d’enzyme. Le dosage de [IDactivit¢ de la catalase s’effectue dans une cuve de
spectrophotometre en quartz a 250°C, sur une fraction aliquote de 50 pl du surnageant dilué
de facon a se situer entre 1 et 1,5 mg de protéines/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la cuve, a
laquelle on ajoute 750 pl de tampon phosphate (100 Mm, pH 7,4). Apres agitation, la lecture
est effectuée au spectrophotometre. L’activité décroit rapidement, il est donc important de
mettre toujours le méme temps entre le pipetage du surnagent et le moment ou on place la
cuve dans le spectrophotomeétre. La lecture des absorbances s’effectue apres 15 secondes
d’attente toutes les 5 secondes pendant 30 secondes a une longueur d’onde de 240 nm contre
un blanc avec 800 pul de tampon phosphate (100Mm, pH 7,4), et 200 ul de H202. L’activité

spécifique est calculée selon la formule suivante :

Domax-Domin .
- mg de protéines

0.04

X : micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (uM/mn/mg de protéines).
Do max : densité optiqgue maximum obtenue.

Do min : densité optique minimum obtenue.

0,04 : coefficient d’extinction molaire du H,O, (cm-1. mM-1).

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Les pupes pesées
témoins et traitées
de Cs longiareolata
+1ml de tampon
phosphate puis

broyage par
sonificateur

La lecture des _ _
absorbances Centrifugation

s’effectue apres 15s (15000 trs/ mi.n
d’attente toutes les 5s pendant 10min)
pendant 30s

50 pl surnageant
diliee + 750 pl tampon
phosphate

Fig 21 : Dosage de I'activité du catalase (Claiborne 1985).
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11.8. Dosage des compositions biochimiques

L'extraction des différents métabolites a été realisée selon le procédé de (Shibko et al.,
1966), et les principales étapes sont résumées dans la figure 22. Les échantillons (les pupes
traitées et témoins de Culiseta longiareolata) sont placés dans des tubes eppendorf contenants
1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 % et broyés. Aprés une premiere centrifugation
(5000 trs / min a 4°C, 10 mn), le surnageant 1 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 Il, le surnagent Il sera utilisé pour le dosage des
lipides (Goldworthy et al., 1972) et le culot Il, dissout dans la soude (0,1 N), servira au
dosage des protéines selon (Bradford, 1976).

11.8.1. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon (Duchateau & Florkin, 1959). Cette
méthode consiste a additionner 100ul du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml du
réactif d'anthrone et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, une coloration verte se
développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans
I'échantillon, la lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm. La gamme
d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mére de glucose (Img/ml) (Tableau 03)

Tableau 03 : Dosage des glucides totaux chez les moustiques : réalisation de la gamme
d'étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution meére 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
Quantite de glucose (ug) 0 20 40 60 80 100

11.8.2. 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 auxquelles on évapore
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totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités, et
mis pendant 10 mn dans un bain de sable a 100°C. Apreés refroidissement, on prend 200 ul de
ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfo-phospho-vanillinique. Aprés 30 mn a
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.

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 et on ajoute 1 ml d'éther chloroforme
(1V/1V) (Tableau 04).

Tableau 04 : 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) | 100 80 60 40 20 0
(1V/1V)

Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250

11.8.3. 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). Celui-ci révele la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotométre 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

(BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 05).

Tableau 05 : 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
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[ Les pupes pesées témoins et traitées de Cs longiareolata ]

1ml de TCA

Broyage

Centrifugation (5000 trs/min
pendant 10min

Récupération

Surnageant 1 [ Culot 1

1ml Ether/Chloroforme

Aliquot (100ul)

TR T B
L 4
R
L J

Anthrone (4ml) Centrifugation (5000trs/min
/ pendant 10min
Chauffer 80°C (10 min) Récupération
\ / [ Surnageant 2 ] [ Culot 2 J
4 N\
Glucides (Duchateau & [ . ]
Aliguot (100l 1ml NaOH (0.1)
Florkin. 1959) jSuctiioon) [ )
Agitation
[ Evaporation totale ] Dosage aliquot
(100 pl)
1ml d’acide Agitation
suliucigue Protéines

(Bradford, 1976)

[ Dosage aliquot (200 pl) ]

10 min au bain de sable Agitation
[ Lipides (Goldsworthy et al., 1972) ]

Fig 22 : Dosage des metabolites primaires selon (Shibko et al., 1966) modifié par (Soltani &
Soltani - Mazouni, 1992).
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11.9. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont €té exprimés par la moyenne £ I’écart-type (SD). L’analyse
statistique a été réalisée grace au logiciel SPSS (version 23), tels que I’analyse de la variance
a un et deux critéres de classification, ainsi on a utilisé le logiciel GRAPH PAD PRISM

(version 7) pour déterminer les concentrations létales.
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111. Résultats

111.1. Rendement en huile essentielle de Lavandula dentata

L’huile essentielle de Lavandula dentata obtenue par un hydro-distillateur de
type Clevenger est de couleur jaune, claire avec une odeur agréable et avec un

rendement de 3.66 +0.31% de la matiére seche de la partie aérienne de la plante.

I11.2. Essais pupicide des huiles essentielles de Lavandula dentata a I’égard
Culiseta longiareolata

Les ¢tudes toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité d’huiles essentielle
de Lavandula dentata sur les pupes de Culiseta longiareolata évaluée a partir de la

mortalité enregistrée chez les individus cibles avec un effet cumulé.

Les tests de toxicité sont appliqués sur les pupes (2- 3 jours) Culiseta
longiareolata avec des différentes concentrations d’huiles essentielle de Lavandula
dentata : 50et 75, 100, 125, et 150 ppm jusqu’a 24 h. La mortalité observée est
corrigée a partir d’une mortalité naturelle. Elle est mentionnée dans le (Tableau 06)
avec des taux variant de 15.60% (50ppm) a 100 % (150ppm) avec une relation
concentrations — réponse. Aprés une transformation angulaire des pourcentages de
mortalités, Les données ont fait ’objet d’une analyse de la variance a un critére de
classification (Tableau 07) qui révéle un effet- concentrations trés hautement
significatif (p< 0,001).

Tableau 06 : Effet d’huile essentielle de Lavandula dentata (ppm) appliquées sur les
pupes de Culiseta longiareolata : Mortalité corrigée % (m + SD, n = 5 répétitions
comportant chacune 25 individus).

Concentration 50 75 100 125 150
(ppm)

R1 10 40 60 80 100

R2 15 50 70 78 100

R3 18 55 50 80 100

R4 15 42 65 85 100

R5 20 45 50 80 100

mzSD 15.60+£3.78 | 46.40+6.11 | 59+8.94 80.60+2.61 | 10000
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Tableau 07: Effet d’huile essentielle de Lavandula dentata (ppm) chez les pupes de
Culiseta longiareolata. Analyse de la variance a un critere de classification aprés
transformation analyse des mortalités enregistrées (%).

Sou_rce: de SCE Ddl CM F obs pr**x
variation
Traitement 20905.8 4 5226.5 188.82 0,000
Erreur résiduelle 553.6 20 27.7
Total 21459.4 24

*** 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 Lavandula dentata a été appliquée sur des pupes 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 59.99 de Dintervalle (39.24-77.72) et 81.7 de
I’intervalle (65.42-97.67); et 151.5 de l’intervalle (111-256.1), avec un Slope de
3.557.
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Fig 23 : Courbe présentant les pourcentages de mortalités des pupes de Culiseta
longiareolata nouvellement exuvieés traitées par différentes concentrations des

huiles essentielles de Lavandula dentata.
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Fig 24 : Diagramme en barre présentant les pourcentages de mortalités des pupes de
Culiseta longiareolata nouvellement exuvieés traitées par différentes concentrations

des huiles essentielles de Lavandula dentata.

111.3. Anomalies morphologiques

L’examen des pupes et des adultes apres traitement avec la CL50 d’huile
essentielle de L. dentata montre des aberrations morphologiques variées chez Culiseta
longiareolata. On note un blocage de I'exuviation nymphale et imaginale qui se
manifeste par une incapacité totale ou partielle des nymphes et des adultes a se
dégager correctement des exuvies. De plus, une réduction de leur taille, la perte des

pattes et la réduction de la taille des larves.

Fig 25 : Perte les pattes de Culiseta longiareolata (photo personnelle).
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Fig 26 : Malformation des ailes chez Culiseta longiareolata (photo personnelle).

Fig 27 : Réduction de la taille Culiseta longiareolata (photo personnelle).

111.4. Effet de ’HE de L. dentata sur I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase

L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase a été estimée chez les séries témoins
et traitées. Les résultats obtenus montrent une diminution trés hautement significative
de P’activité de 1’acétylcholinestérase chez les séries traitées aprés 24h, 48h et 72h
(p=0.000) par rapport aux séries témoins (figure 25).
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Fig 28 : Effet d’HEs de Lavandula dentata (CL50) sur I’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase (uM/min/mg de protéines) chez les pupes de Culiseta
longiareolata (m £ SD ; n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus.

(*** : trés hautement significative p < 0,001 entre les séries témoins et traitées)

111.5. Effet des HEs sur I'activité spécifique de catalase

L’activité spécifique de la catalase a été estimée chez les séries témoins et traitées.
Les résultats obtenus marquent une augmentation tres hautement significative
(p=0.000) de I’activité de catalase chez les séries traitées a la CL50 de Cs

longiareolata aprés 24h, 48h et 72h comparativement aux séries témoins.
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Fig 29 : Effet d’HEs de Lavandula dentata (CL50) sur I’activité spécifique de la
catalase (UM/min/mg de protéines) chez les pupes de Culiseta longiareolata (m +
SD; n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus (*** : trés hautement
significative p < 0,001entre les séries t€émoins et traitées).
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111.6. Effet des HEs sur les compositions biochimiques
111.6.1. Effet des HEs sur le contenu en glucides totaux

Les résultats obtenus indiquent une réduction hautement significative du contenu
en glucides apres 24h & 48h de traitement par rapport aux témoins (p= 0,0057 ;
p=0,0055). Cette diminution est significative aprées 72h (p=0,033).

400771  mmm Témoin = CLSo

g
()
@]
@]

]

*
+
.| *

1

o | 1 1
24 heures 48 heures 72 heures

Contenu en glucides (pg/individu)
>
1

Temps (heures)

Fig 30 : Effet des huiles essentielles de Lavandula dentata (CL50) sur le contenu de
glucides (pg/individu) chez les pupes nouvellement exuviées de Cs longiareolata
(m+SD, n=3) (* : Différence significative (p < 0,05) entre les séries témoins et
traitées, ** : Différence hautement significative (p < 0,01) entre les séries témoins et
traitées).

111.6.2. Effet des HEs sur le contenu en lipide totaux

La comparaison multiple montre une augmentation non significative du contenu en
lipides (pg/individu) chez Culiseta longiareolata apres 24h de traitement par la CL50
de ’'HE de L. dentata (p>0,05) comparativement au témoin. Cette augmentation
devient significative apres 48h (p= 0,011). Par contre aprés 72h on a une diminution

trés hautement significative de lipides par rapport au témoin (p= 0,000).
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Fig 31 : Effet des huiles essentielles de Lavandula dentata (CL50) sur le contenu de
lipides (pg/individu) chez les pupes nouvellement exuviées de Cs longiareolata
(m£SD, n=3) (* : Différence significative (p < 0,05) entre les séries témoins et
traitées, (*** : tres hautement significative p < 0,001 entre les séries témoins et

111.6.3. Effet des HEs sur le contenu en protéine totales

Le contenu en protéines (ug/individu) chez les pupes de Cs longiareolata diminue
significativement pendant les périodes testés (24h, 48h, 72h) chez les séries traitées
par rapport aux témoins (p=0,000 ; p=0,0106 et p=0,024).
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Fig 32 : Effet des huiles essentielles de Lavandula dentata (CL50) sur le contenu
de protéines (pg/individu) chez les pupes nouvellement exuviées de Cs
longiareolata (m+SD, n=3) (* : Différence significative (p < 0,05) entre les séries
témoins et traitées, (*** : trés hautement significative p < 0,001 entre les séries
témoins et traitees).
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V. Discussion
1V.1. Rendement des huiles essentielles

La méthode d’obtention des huiles essentielles reste une étape trés importante qui peut agir
directement sur la qualité et la quantité des huiles essentielles. Le succes de cette étape est
interprété par le calcul des rendements (Bruneton, 1987). Le rendement en huile essentielle
du Lavandula dentata est 3,66 +0,31%de la matiére seche de la partie aérienne « feuilles» de
la plante. Ces résultats sont supérieurs a ceux signalés dans certaines régions de I'Algeérie et de
Maroc. Le bon rendement d’huile essentielle obtenu dans cette étude, peut-étre di au climat
semi-aride qui caractérise la région de Tébessa et il est bien connu que les rendements
maximaux sont obtenus dans les régions a climat sec (Ouibrahim, 2014).

D’aprés Dris et al, (2017), le rendement des huiles essentielles de L. dentata marque des
variations d’une région a une autre dans la willaya de Tlemcen, il est de : 0,40 a 0,79% dans
la région d’Enjajra, 0,31-0,59% dans la région de Souk-El-Khémis, 0,33-0,47% dans la
région de Sidi-Dris, 0,25-0,46% dans la région de Tafessout, 0,31-1,04% dans la région de
Honaine, 0,75-0,98% dans la région de Ouled-Sid-Echeikh, 0,28-0,55% dans la région de
Souk-Eltnine et de 0,24-0,46% dans la région de Beni-Saf. On rapporté 1,41% pour les
extraits de 1’est du Maroc, et dans d’autre région aux Maroc 2,60 %=0,01 (Bachiri et al.,
2015). Et D’apres Dris, (2019) qui trouve un rendement de 1,18%.

Le rendement différent de I’HEs de Lavandula dentata d’une région a I’autre est dii a des
facteurs internes (génes de plante), et facteurs externes associés aux conditions de croissance
et au développement des plantes (Maffeir et Sacco, 1987 ; Bruneton, 1999). Aussi les facteurs
écologiques "climat"”, I’origine de la plante. Dépend également 1’organe végétal (Dris, 2019).
IV.2. Toxicité des HEs

La toxicologie est 1’étude des effets nocifs d’une substance chimique naturelle ou
synthétique sur les organismes vivants. Les tests toxicologiques sont adoptés pour tester la
sensibilité des pupes, vis-a-vis des insecticides utilisés en campagnes de lutte (OMS, 1963),
ils sont nécessaires d’évaluer les concentrations 1étales (CL50).

L’huile essentielle est un produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu
a partir d’'une matiére végétale botaniquement définie (Marie et al., 2019). Les huiles
essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par les plantes comme
moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits contiennent en moyenne 20
a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes (monoterpénes,

sesquiterpenes,...) (Bastien, 2008).L’activité biologique des huiles essenticlles dépend de
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leur composition chimique qui, elle, est déterminée par plusieurs facteurs, intrinseques : le
génotype, et extrinséques : le biotope, les conditions de récolte des plantes, les méthodes
d’extraction (Bachiri et al., 2017). L’HEs possédent une activité insecticide sont déja
identifiés, pour la lutte anti-moustique (Fatma et al., 2017). L’utilisation des extraits de
plantes comme insecticides est connue depuis longtemps dans certaines régions d’Afrique
noire (Bastien, 2008).

La toxicité évaluée a partir du taux de mortalité enregistrée aprés traitement, dépend des
doses administrées. Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles extraites
de la plante L. dentata a 1’égard des pupes de C. longiareolata, dont les résultats montrent
une activité pupicide de I'HEs appliquées avec une relation dose-réponse, on note que les HEs
sont toxiques et efficace.

Les tests de toxicité de I’extrait brut de A. judaica réalisés sur les larves du premier stade
de C. longiareolata nouvellement émergées montrent une relation dose-effet. En effet, la plus
forte dose (D4 : 5 g/L) a entrainé une mortalité de 88,47% apres deux heures d’exposition.
100 % de mortalité ont été obtenues apres quatre heures d’exposition. La faible dose testée
n’a entrain¢ 100 % de mortalité qu’apres 96h.

Tout comme pour les larves L1, une augmentation du pourcentage de mortalité des larves
L2 traitées a été notée avec 1’augmentation des doses de ’extrait testé. Les 100 % de
mortalité sont obtenues apres 24 h d’exposition pour les deux fortes doses : D4 et D3 (1,25 et
2,5¢g/L).

Les résultats des essais de toxicit¢ de I’extrait brut de la plante ont révélé un bon effet
larvicide avec une relation dose- réponse. Sur les larves, une progression de la mortalité en
fonction des doses a été observée. Les 100 % de mortalité ont été obtenus aprés quatre (04)
heures d’exposition pour les L1 et les L3 et ce avec la plus forte dose. Pour les L2, la
mortalité de 100 % a été obtenue apres 24 h d’exposition. Le fort pouvoir insecticide de cette
plante est lié a la richesse de cette plante en métabolites secondaire (Fatma et al., 2017).

La relation dose-réponse a été déterminée pour I'huile essentielle de L. dentata appliquée
sur les larves de quatriéme stade nouvellement muées de Cx pipiens et Cs. longiareolata (R2=
0,98) (Fig.2). La mortalité a été notée 24 h apres le traitement. Les contréles positifs n'ont
montré aucun effet du solvant éthanolique contre Cx. pipiens et Cs. longiareolata. Avec
LC50a été calculé comme étant 113,38ppm et 77,09ppm et LC90 eétait de 150,38 ppm et
104,45ppm pour Cx. pipiens et Cs. longiareolata, respectivement. Aprés le traitement, les
larves intoxiquées ont montré un changer de comportement en s'enfoncant au fond du bocal et

en restant immobile jusqu'a leur mort. Les huiles essentielles végétales de L. dentata et leurs
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composants actifs (une-terpinoléne et camphre) pourraient étre développés comme agents de

lutte contre les larves de moustiques (Dris et al., 2017).

IVV.3. Effet des HESs sur I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase.

L'acétylcholinestérase est I'une des enzymes importantes dans de nombreux organismes
vivants, y compris les humains et les vertébrés, et est localisée dans le systéme nerveux et
dans les muscles. (Wiesner et al., 2007). L’ AChE est importante pour le développement de
médicaments anti-Alzheimer, pour la compréhension générale de la toxicité de
organophosphates et pour la conception d'insecticides plus sdrs et plus spécifiques (Kryger
et al.,, 1998). L’AChE étant considérée comme un biomarqueur d'exposition de la
contamination aux pesticides. Les AChE sont impliquées dans la transmission synaptique et
leur fonction principale est I'hydrolyse de I'acétylcholine, le médiateur des synapses
cholinergiques dans le systeme nerveux. L'inhibition de l'activité de I'AChE provoque une
accumulation du neurotransmetteur; son action est renforcée et elle provoque finalement
décés. L'activitt AChE est considérée comme un biomarqueur d'exposition aux
organophosphorés et pesticides carbamates ainsi qu'a d'autres contaminants tels que les
métaux, les détergents synthétiques, certains composants des fiouls et des toxines algales
(Souch et al., 2015). lls se fixent en effet sur le site actif de ’enzyme, a la place de
I’acétylcholine ; au cours de la liaison de ces insecticides a ’enzyme, I’AChE des insectes
est inactivée par phosphorylation ou carbamylation des résidus de la sérine dans le site actif
(Dris, 2019).

L’analyse des résultats obtenus aprés dosage de 1’activité enzymatique de I’AChE des
pupes chez C. longiareolata, traitées par les HEs de L. dentata, a la CLso a différents temps
24, 48 et 72 heures, révele une diminution significative de 1’activité de 1’AChE
comparativement aux témoins. Cette diminution est probablement due a 1’inhibition de cette

enzyme par les HEs.

D'aprés Bouabida et al, (2016), Les résultats obtenus chez les séries témoin de C.
longiareolata et Culex pipiens montre que l'activité de I'AChE augment d'une manier
significative a 48 heures puis diminue par la suit a 72 heur chez les deux espéces. Pour les
séries traite a la DL50 de C. longiareolata et Culex pipiens, marque une augmentation non
significative. D'autre part, similaire a la résultantes obtenus par Dris, (2019), qui montre que
I’activité enzymatique de I’AChE des larves 4 chez C. longiareolata et C. pipiens, traitées
par les HEs de L. dentata, de M. piperita et de I’O. basilicum a la CLso a différents temps 24,
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48 et 72 heures, révele une diminution significative de [I’activitté de I’AChE
comparativement aux témoins. Cette diminution est probablement due a I’inhibition de cette
enzyme par les HEs. Le traitement avec certaines huiles essentielles ou leurs constituants

purifiés a provoqué des symptdmes qui prouvent leur mode d'action neurotoxique.

111.5. Effet des HEs sur I'activité spécifique de catalase.

L’oxygéne est indispensable a la vie des organismes aérobies qui en utilisent la majeure
partie comme substrat de la chaine respiratoire pour la production d’ATP. Ce métabolisme
induit la production d’espéces réactives dérivées de 1’oxygene (EROs) et de I’azote (ERAs) en
équilibre avec les systemes antioxydants. Le stress oxydant, défini comme le résultat d’un
déséquilibre entre la production de composés pro-oxydants et leur élimination par les
antioxydants, joue un rdle central dans de nombreuses pathologies telles que I’athérosclérose
(Uno et al. 2010). Les catalases sont des enzymes dont la fonction principale est la
décomposition du peroxyde d'hydrogene en oxygene moléculaire et en eau. Ces enzymes,
présentes dans pratiquement tous les organismes aérobies, se trouve principalement dans les
peroxysomes, mais aussi dans le cytoplasme (Chanceetal.,1979). D'aprés Njomen et al,
(2006), le catalases dégrade le peroxyde d'’hydrogine (H202) en eau dioxygéne suivant la
réaction:

(H202) — 2H20 + 02

Les résultats obtenus chez les pupes C. longiareolata révéle une augmentation
significative de 1’activité de la catalase chez les traités comparativement aux témoins. Cette
augmentation de 1’activité traduit une mise en place du processus de détoxication qui est une
forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Dris, 2019).

On constate en comparant les résultats obtenus avec les résultats obtenus d'apres
Bouabida et al, (2016), qui a montré une augmentation significative de 1’activité de la
catalase des séries traitées comparativement aux témoins chez les larves de quatriémes stade
de 2 espéeces de moustique Cs longiareolata et Cx pipiens traités par le spiromesifene a deux
doses létales : DL50 et DL 90, en outre L’analyse des résultats obtenus aprés dosage de
I’activité enzymatique du catalase des larves du quatri¢me stade (L4) chez Cx pipiens, traitées
par les HE de M. piperita et de L. dentata a une dose létale : CL50 a différents temps 24, 48 et
72 heures, révéle une augmentation significative comparativement aux témoins (Cheriet et
Kouchkouch, 2016).
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IV.5. Effet des HEs sur les compositions biochimiques (glucides, lipides, protéines)

Chez les insectes, I’hémolymphe subit des modifications métaboliques diverses, au cours
du développement (larve, pupe et adulte). En effet, ces fluctuations sont liées aux différents
états physiologiques de I'insecte tels que la mue, la nymphose et la diapause. (Nowosielski et
al., 1965)

Les glucides en tant qu’éléments énergétiques, jouent un role essentiel dans la physiologie
des insectes et les taux de glycogeéne et de tréalose dans les tissus et ’hémlymphe sont
étroitement liées aux événements physiologiques comme la mue et la reproduction (Wiens et
al., 1968)

Les lipides, principale source d’énergie chez les insectes sont transportés du corps gras site
de leur synthese et stockage vers les organes utilisateurs notamment les ovaires via

I’hymolymphe pour étre utilisé lors de la vitellogénese (Keely, 1985)

Les protéines jouent un réle fondamental dans 1’organisme de toutes les espéces vivantes
connues (Malher & Cordes, 1968). Chez les moustiques autogenes, les protéines stockées
aux stades larvaires et qui proviennent de la digestion des couches procuticulaires profondes
de I’ancienne cuticule sont utilisées pour la formation des ceufs. Cependant; chez les
moustiques anautogenes, le repas sanguin représente la principale source de protéines

nécessaires Briegel, 1985.

Le dosage des principaux constituants réalisé dans le corps entier des pupes, témoins et
traités chez Cs longiareolata, révéle une modification des composants biochimiques comme
les glucides, les protéines et les lipides apres traitement par I’huiles essentielle de Lavandula
dentata a différents temps 24, 48 et 72 heures. Nos résultats obtenus indiquent une réduction
hautement significative du contenu en glucides apres 24h, 48h et 72h de traitement par rapport
aux témoins. D’aprés (Bouabida & Dris, (2020). Les protéines, les glucides et les lipides ont
été estimés dans I'ensemble du corps des larves de quatrieme stade de Cs. longiareolata a
différents fois suivant la concentration sublétale et Iétale a 24 h (CL25 : 6,96 ppm et CL50 :
10,11 ppm) de Ruta graveolens HE ,concernant les niveaux de glucides une diminution de
dévers a été observee avec les deux concentrations testées a 24 h, 48h et72h et la teneur en
lipides était également fortement réduit chez les traités a 24 h (p = 0,033 et p = 0,021) et 48 h
(p = 0,040 et p = 0,026) et a 72 h (p = 0,023 et p = 0,011) respectivement par rapport au

témoin. Les niveaux de protéines, ont été affectes par le traitement (LC25 et LC50) de I'huile
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essentielle de Ruta graveolens a réduction du dévers a été observée a 24 h (p = 0,023 et p =
0,013) et 48 h (p = 0,03 et p =0,016) et a 72 h (p = 0,034 et p = 0,024) par rapport a la série

témoin.

D’aprés (Bouabida et al., 2017). Les niveaux de glucides, de lipides et de protéines ont été
estimes dans les extraits du corps entier a partir du quatrieme stade larvaire en utilisant deux
concentrations létales (LC50 et LC90). La comparaison des valeurs moyennes montre que la
teneur en protéines a diminué concordant avec les deux concentrations (LC50 et LC90)
(contrble vs LC50 P = 0,014 et contréle vs LC90 P <0,001). Aucun effet du produit sur la
teneur en glucides n'a été signalé avec les deux doses appliquées (P>0,05). Enfin, la teneur en
lipides a été réduite concordant avec les deux concentrations testées (contrdle vs LC50 P =
0,027 et controle vs LC90 P = 0,009).

Page 46



Conclusion




Conclusion

Conclusion

La lutte contre les insectes est devenue un impératif en raison de son grand impact

d'abord sur la santé humaine et d'autre part sur I'environnement

L’huile essenticlle de Lavandula dentata extraite par un hydro-distillateur de type
Clevenger qui est de couleur jaune claire avec une odeur agréable et avec un rendement

d’extraction de 3,66 +0,31% de la matiére séche de la plante "les feuilles".

Aprés avoir appliqué les huiles essentielles de la Lavandula dentata sur les pupes de
I’espece Culiseta longiareolata, nous avons constaté que cela avait un effet fatal et que la

lavande est donc considérée comme un poison contre les moustiques.

Notre étude est pour but application la CL50 de les HEs de Lavandula dentata sur les
pupes d’une espéce de moustique Cs longiareolata afin d’évaluer leur effet sur deux

biomarqueurs enzymatiques 1’AChE et la catalase et sur les compositions biochimiques.

Les résultats indiquent que les HEs de Lavandula dentata provoquent un effet
neurotoxique traduisant par une diminution de I’activité de 1’acétylcholinestérase. Egalement
une augmentation de I’activité de catalase, une diminution du taux de protéine et de glucide

et une perturbation de contenu en lipide.

Les huiles essentielles présentent donc des propriétés insecticides car les résultats obtenus

ouvrent des perspectives intéressantes pour son application dans la production des biocides.
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