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Introduction Général

1. INTRODUCTION GENERALE

Les insectes sont les premiers arthropodes a avoir peuplé la terre (Lecointre&Le Guyader,
2001), ils constituent le groupe d’étres vivants numériquement le plus important, avec
environtrois quarts des espéces animales décrites a ce jour (Gourmelon&Ahtiainen,
2007).Ilssont indispensables a 1’équilibre et au fonctionnement de tous les écosystémes, la
plupart sontinoffensifs, certains ont un intérét économique, par contred’autres tels que les
dipteres hématophages ont un impact sur la santé humaine et animale(Maquardt, 2005).La
famille des Culicidae est la plus importante de I’ordre des dipteres, elle comprend 2 sous
familles, 11tribus, 111 genres et 3556 especes (Banafshiet al.,2013).Les moustiques
appartiennent a cette familleet forment un large groupe d’insectes hématophages (Poupardin,
2011), quijouent un réle important en tant que vecteur de microorganismes pathogenes et
agents de nuisance (Merabeti&Ouakid, 2011).

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)a annoncé que le moustique est «l'ennemi
public numéro un», car il est responsable de la transmission de diverses maladies(WHO,
1996) telles que le paludisme humaintransmis par le genre Anopheles, qui reste un probléme
de santé mondial crucial touchant des centaines de millions de personnes chaque année
(WHO, 2017), et les arbovirus transmises par les moustiques du genre Culex et Aedes(Turellet
al., 2001 ; Farajollahiet al.,2011). L’avancée la plus importante en matiére de formulation de
stratégies de lutte a été constatée chez Aedesaegypti, une espece connue pour son potentiel de
transmission de plusieurs arbovirus émergents et ré-émergents ayant une grande importance
pour la santé publique, notamment le virus de la dengue (DENV), le virus du chikungunya
(CHIKV), le virus de la fievre jaune (YFV) et le virus Zika
(ZIKV)(Tabachnick,1991).D'autres espéces de moustiques, en particulier les espéces du
complexeCulex(Zittraet al., 2016),sont également des cibles importantes pour la lutte anti
vectorielle et la prévention des arbovirus, notamment le virus de la fievre de la vallée du
Rift(RVFV) et le virus du Nil occidental (WNV) (Solomon&Vaughn, 2002 ;Farajollahiet
al.,2011).

Culex pipiensest I’'une des plus importantes espéces en terme de distribution géographique
et capacité de transmettre des agents pathogenes(\Vinogradova, 2000).Cx. pipiens est ’espéce
de moustique la plus répandue en Algérie(Rehimi&Soltani 2002 ; Amara Korba et al., 2015)
et plus particulierement dans la région de Tébessa(Aissaoui &Boudjelida, 2014 ; Tine-

Djebbaret al., 2016).Elle existe sous deux formes ou biotypes qui présentent des différences a
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la fois comportementales et physiologiques mais morphologiquement sont identiques (Huang
et al., 2008). Il s’agit de Cx. pipiens forme molestus et de Cx. pipiens forme
pipiens(Farajollahiet al., 2011; Zittraet al., 2016). Plusieurs études suggerent que les deux
formes ont des préférences trophiques différentes,la forme pipienspique principalement les
oiseaux et la forme molestus se nourrit de mammiferes, y compris les humains, alors que les
hybrides peuvent, se nourrir des deux hotes (Fonseca et al., 2004). En Algérie, I’identification
moléculaire effectuée parAmaraKorba et al. (2016) a démontré la présence deCx.
pipiensforme  molestusavec une forte proportion (48,3%) par rapport aux

hybrides(molestus/pipiens) (36,8%) et Cx. pipiensformepipiensavec un taux de 14,9%.

Bien que des progres scientifiquesont été réalisés dans le développement de thérapies et de
vaccins pour les pathogénes transmises par les moustiques au cours des derniéres décennies,
des stratégies efficaces de lutte anti-vectorielle restent la principale méthode de lutte et de
prévention de ces maladies (Huanget al.,2017). Plusieurs méthodesde lutte envisagées et
adoptées,sont appuyées dans les premiers temps sur les insecticides chimiques(carbamates,
organophosphorés, etc...).L’utilisation de ces derniers a été accompagnéepar plusieurs
inconvénients, la perte massive de la biodiversité (Bianchi et al, 2006),la pollution des eaux,
contamination du sol et de I’air(Gueye et al.,2011),effet sur les organismes non visés
(Khanaviet al., 2011) dont la neurotoxicitéchez les vertébrés (Mathew&Thanuja, 2008), et le

phénomene de résistance signalé chez les moustiques (Konan et al.,2011).

Suite a ces conséquences néfastes et dans une vision de lutte intégrée, les moyens de lutte
anti-vectorielle se répartissent aujourd’hui selon plusieurs axes : la gestion environnementale
et la lutte physique(OMS,1982), la lutte génétique par une altération ou un remplacement du
matériel heréditaire des moustiques (Alpheyet al., 2002; Wilkeet al., 2009; Becker et al.,
2010; Resnik, 2012), etla lutte biologique qui peut étre obtenue par I’utilisation de
compétiteurs, prédateurs, parasites, pathogénes ou de toxines dérivées de ceux-Ci
(Woodring& Davidson,1996). De plus, I'utilisation des pesticides d’origine végétale constitue
une alternative de la lutte chimique(Tapondjouet al., 2005 ; Pavela, 2015a) et elle a montré
une efficacité contre les insectes y compris les moustiques (Pavelaet al., 2009a ; EI Akhalet
al., 2015; 2016 ; Benelliet al., 2016 ; Driset al., 2017 a,b ; Guenezet al., 2018).

Environ 2000 espéces de plantes ont été répertoriées pour produire des métabolites

secondaires utilisés dans les programmes de lutte biologique, dont344 especes vegétales ont
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montré une activité insecticide contre les moustiques (Sukumaret al., 1991). C’est ainsi des
recherches récentes ont porté sur les extraits aqueux et les huiles essentielles des plantes,
comme sources de composés ovicides, larvicides, adulticides et répulsifs contre les
arthropodes (Dineshet al., 2015; Madhiyazhaganet al., 2015; Muruganet al., 2015a, b, c;
Pavela, 2015b; Suresh et al., 2015; Jaganathanet al., 2016; Bouguerraet al., 2017, 2018 ;
Driset al., 2017 a, b ; Genezet al., 2018).

Un grand nombre d'huiles essentielles extraites de plantes, peuvent constituer des sources
larvicides potentielles de moustiques, en raison de leurs mélanges complexes en
monoterpénoides et en phénols apparentés (Lahlou et al., 2001 ; Bandeira et al., 2013). Il a
été rapporté que de nombreuses huiles essentielles de plantes possedent des propriétes
insecticides contre Cx pipiens(El Akhalet al.,2014, 2015, 2016 ; Driset al., 2017b;
Bouguerraet al., 2017, 2018). Cependant, le mécanisme d’action de ces produits n'est pas
encore connu.Plusieurs chercheurs ont signalé des perturbations de divers constituants
biochimiques des insectes lors de I'exposition a divers biocides d'origine végétale, en
particulier les métabolites secondaires des plantes tels que 1’Azadirachtaindica et

Artemisiaannua(Tine et al., 2011).

Les huiles essentielles exercent des effets physiques (Isman,1999) ou physiologiques
(Regnault-Roger &Hamraoui, 1995), ces derniers sollicitent simultanément plusieurs voies
par opposition a des pesticides chimiques n’ayant qu’une seule cible moléculaire (Thomas &
Ralf, 2014)ce qui peut retarder I’apparition de populations résistantes d’insectes (Feng
&lIsman, 1995). Ces huiles peuvent agir par plusieurs voies :antiappétants(Sadek,
2003;Pavela, 2004a), perturbations de la croissance des insectes (Pavela, 2004b ; 2005),
blocage de l'oviposition(Dimock&Renwick, 1991; Zhao et al., 1998), diminution de la
fécondité et de la fertilité (Pavelaet al., 2005) etla toxicité(Pavela, 2006).

Notre étude constitue une contribution dans le domaine de la lutte biologique, avec une
investigation comparée a plusieurs échelles des huiles essentielles de deux plantes Thymus
vulgaris et Origanumvulgare appartenant a la famille des Lamiaceae, largement étudiées pour
leur action toxique contre plusieurs espéces de moustiques (Benelli, 2015b ; Pavela, 2015a ;
El Akhelet al., 2014; 2015; 2016).

Le genre Origanum riche en huiles essentielles et en substances ameres (Baytop, 1999). Il

comprend environ 38 espéces répandues dans la région méditerranéenne, euro-sibérienne et
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irano-sibérienne (Kokkini, 1996). De son c6té, Thymus vulgarisappartenant au genre
Thymuscomprend environ 215 espéces, en particulier dans la région méditerranéenne, et
environ 11 especes en Algérie (Morales, 2002). Ces deux espéces sont caractérisees par leur
potentiels antioxydant, antiparasitaire, antifongique, antibactérien et antiviral (Stahl-
Biskup&Saez, 2002 ; El Akhelet al., 2014, 2015, 2016).

Dans ce contexte, notre étude a été consacrée dans un premier chapitre a 1’extraction des
huiles essentielles de T. vulgaris et O. vulgare ainsi qu’a la détermination de leur composition
chimique par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM). De plus, l'effet larvicide de ces huiles sur une espéce de moustique, Culex pipiens,
la plus abondante dans la région de Tébessa (Tine-Djebbaret al., 2016) et la détermination des

parametres de létalité (CLso et CLgg) ont été étudiés.

Le deuxieme chapitre traite 1’impact de ces HEs sur la morphométrie (poids corporel), les
réserves énergétiques (glucides, lipides et protéines) et les acides nucléiques (ADN et ARN)
chez les larves du quatrieme stade de Culex pipiens a différentes périodes 24, 48, et 72

heures.

Le troisiéme chapitre a été consacré a 1’étude de la réponse des moustiques, par la
détermination d’unbiomarqueur de neurotoxicité (acétylcholinestérase), des biomarqueurs de
la détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et son cofacteur, le glutathion (GSH),

chez les larves témoins et traitées aux huiles essentielles a différentes périodes.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation de la région de Tébessa

La wilaya de Tébessa se situe a 1'Est de I'Algérie; s’étendant entre 34,75° et 36° de latitude
Nord, 8,5° et 7,25° de longitude Est, et présentant une superficie de l'ordre de 13878km?et une
altitude de 960 m au-dessus du niveau de la mer. La wilaya de Tébessa est limitée au Nord
par la wilaya de Souk Ahras, au Sud par la wilaya d'El Oued, a I'Ouest par la wilaya d'Oum El
Bouaghi et Khenchela, et a I'Est par la frontiere Algéro-Tunisienne (Fig.1). La wilaya de
Tébessa, située dans les hauts plateaux telliens, a un climat semi-aride avec un hiver assez

froid et faiblement neigeux.
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Figure 1.Présentation de la région deTébessa (MaplInfo-Pro, 2019)
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2.2. Présentation de la famille des culicidés

La famille des Culicidae constitue un grandgroupe de dipteres (Wood & Borkent, 1989;
Wiegmann et al., 2011), communément appelés «Moustiques», appellation issue d’'un mot
espagnol «musketas». Les Américains d'origine hispanique les appelaient «zancudos», ce
terme encore utilisé en Amérique du Sud et en Amérique centrale, qui signifie «aux longues
jambes».La monophylie des Culicidae estrapporté par plusieurs travaux antérieurs(\WWood &
Borkent, 1989; Harbach & Kitching, 1998; Wiegmann et al., 2011; Borkent, 2012). Cette
famille renferme approximativement 3500 espéces et 41 genres décrits a travers le monde.
Elle est actuellementdivisee en deux sous-familles: Anophelinae, avec environ 480especes et
Culicinae, avec environ 3 100 espécesdistribuées dans 11 tribus,Aedini, avec environ 260

espéeces, est la plus importante tribu (WRBU, 2016).
2.2.1. Cycle de vie des culicidés

Les moustiqgues possedent un cycle de vie complexe impliqguant un
basculementontogénique entre une phase immature aquatique et une phase adulte terrestre
(Wilbur, 1980).L'accouplement des moustiques a lieu en vol ou dans la végétation, dont les
femelles gardent la semence du méle dans leur spermathéque, une petite poche située dans
I'abdomen. Une fois fécondées, elles partent en quéte d'un repas de sang (Rageau et al., 1970).

Le moustique passe par quatre stades de développement (Fig. 2).

2.2.1.1. Buf : les femelles pondent les ceufs sur la surface dedifférents gites (bassins,
puits abandonnés, trous des rocher, mers, étangs, canaux, citernes, eau de pluie ...), dont I'état
de Il'eau est toujours stagnant et riche en matieres organiques. Ces gites sont permanents ou
temporaires, ombragés ou ensoleillés, remplis d'eau douce ou saumatre, propre ou polluée
(Paul, 2009). Les ceufs sont fusiformes, ils ont une taille de 0,5 a 1 mm. Aumoment de la
ponte, ils sont blanchatres et prennent rapidement, par oxydation de certains composants

chimiques de la théque; une couleur noire(Peterson, 1980).

2.2.1.2. Larve : Le développement des larves a ce stade est exclusivement aquatique, leur
déplacement est assuré par des mouvements frétillants caractéristiques, et leur évolution
comporte quatre stades, de taille variant de 2 mm a 12 mm (Boulkenafet, 2006). Les larves
sont clairement constituées de trois parties: une téte trés dure (chitinisée), pourvue d'une paire
d'antennes, un thorax plus large que la téte et un abdomen pourvu au niveau du huitiéme
segment d'un siphon respiratoire (Harbach & Peyton, 2000). Les larves de moustique sont

caractérisées par des soies courtes, un tégument lisse formé d'un certain nombre de strates et
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une taille courte, elles vivent environ 10 jours. La rapidité du développement des larves
dépend de la quantité de nourriture contenue dans l'eau du gite car elles se nourrissent de

microorganismes et de phytoplanctons (Peterson, 1980).

2.2.1.3. Nymphes : La nymphe ou pupe est en forme de virgule, mobile, présente un
céphalothorax fortement renflé avec deux trompettes respiratoires. L'extrémité abdominale est

aplatie porte deux nageoires sur le VII segment (Boulkenafet, 2006). Au niveau du
cephalothorax se distinguent les ébauches de divers organes : yeux, proboscis, pattes, ailes. La
nymphe, également aquatique, éphémeére (de 1 a 5 jours), ne se nourrit pas. Il s'agit d'un stade
de transition au métabolisme extrémement actif, au cours duquel l'insecte subit de profondes

transformations morphologiques et physiologiques préparant le stade adulte (Peterson, 1980).

2.2.1.4. Adultes (ou I'imago) : La nymphe commence sa mutation en s'immobilisant a la
surface de lI'eau. Une déchirure ouvre sa face dorsale et I'adulte se dégage lentement. 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. Les males émergent souvent avant les
femelles, car il leur faut davantage de temps pour développer leurs glandes sexuelles. L'adulte
pourra enfin voler de ses propres ailes, et son corps est rigide grace a la membrane chitineuse
mince.ll est composé de trois parties la téte, le thorax et I'abdomen bien différencié
(Boulkenafet, 2006).
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Emergence

Accouplement
Ponte : 5jours
apres le
repas sanguin

Adulte (x 40)

Longévité : 1Semaine a 30 jours

Stade nymphal (x 40) (Eufs : Nacelle (x 40)
Durée : 445 jours Eclosion : 2 a3 jours

Mue Eclosion

nymphale

4 Stades larvaires (x 40)
Durée : 12 a 14 jours

Figure 2.Cycle de développement des moustiques (Photo personnelle, 2019)

2.3. Présentation de Culex pipiens (Linng, 1758)

Culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le monde(Faraj et al., 2006). C'est un
moustique ubiquiste capable de s'adapter a différents biotopes; il se développe aussi bien dans
les milieux urbains que ruraux, dans les eaux polluées que propres(Resseguier, 2011). Dans
plusieurs régions, il est actif pendant toute I'année et atteint son maximum de développement
pendant les saisons chaudes(Faraj et al., 2006). Ses préférences trophiques sont trés variables
car il est plutdt ornithophile, mais il s'attaque volontiers aux humains et aux mammiferes
lorsqu'ils cohabitent (Savage & Miller, 1995). Cx. pipiens est connu comme étant vecteur de
plusieurs maladies notamment des arboviroses. On le considére comme I'un des principaux
vecteurs du virus de I'encéphalite de Saint-Louis et du virus West Nile (Farajollahiet al.,
2011).
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Cette espéce se caractérise chez la larve, par un Mentum qui contient 8 dents ou plus de
part et d’autre de la dent médiane (Fig. 3), les écailles du 8™ segment sont toutes sans épine
médiane (Fig. 4), I'antenne(Fig. 5)et la dent distale du peigne siphonale est formée de 3 a 5

denticules basaux (Fig. 6) (Brunheset al., 1999).

Figure 3.Mentum de Cx. pipiens (Gr : X 40)  Figure 4. Ecailles du 8°™ segment abdominal
(Photo personnelle, 2019). de Cx. pipiens (Gr : X 40) (Photo personnelle,

2019).

Figure 5.Antenne de Cx. pipiens (Gr : X 40) Figure 6.Dent distale du peigne siphonal
(Photo personnelle, 2019). de Cx.pipiens (Gr : X100) (Photo
personnelle, 2009).

10
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La position systématiquede Cx. pipiens Linée, (1758)est la suivante :

Embranchement |I

::C'““

Sous-classe | D|pteres
Sous-ordre Nematoceres

Famllle

Sous- famllle

Espece Culex pipiens L.,1758

2.4. Technique d’élevage

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des bassins et des fosses
d’accumulation des eaux usées localisés dans plusieurs citésde la ville de Tébessa(Fig. 7).Les
larves sont élevées au laboratoire dans des récipients en plastique contenant 150 ml d’eau
déchlorurée et nourries avec du mélange biscuit (75%), levure (25%)(Rehimi&Soltani, 1999).
L’eau est renouvelée chaque deux jour. Lorsque les larves atteignent le stade nymphal, elles
sont placées dans des récipients et déposées dans des cages ou elles se transformeront en
adulte.Les critéres pris en compte dans le choix des gites larvaires sont: la présence deslarves

de Culicidés dans un lot de gite, l'accessibilité, la pérennité et le non traitement par
lesinsecticides.

11
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Figure 7.Sites de prélévement et technique d’élevage des moustiques (Photos personnelles,
2019)

2.5. Présentation des plantes étudiées

2.5.1. Thymus vulgaris(Linng, 1753)

Le genre Thymus est I'un des 220 genres, le plus diversifié de la famille des Labiées, avec
pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002).En
Algérie, les différentes especes qui existent sont réparties le long du territoire national, du
Nord Algeérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois a I'Oranais (Kabouche et al., 2005a).
Comme beaucoup de Labiées, Thymusest connu pour ses huiles essentielles aromatiques
etl’espece la plus connue est sans dodte, Thymus vulgarisL.,localement connu sous le nom de
Zaitra.

Le nom Thymus dérive du mot grec « Thymos » qui signifie (parfumer) a cause de I’odeur
agréable que la plante dégage (Pariente, 2001). T. vulgarisse présente toujours dans un état

sauvage en plaines et collines, comme la lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres

12
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plantes sauvages (Kaloustianet al., 2003). Cette plante spontanée pousse abondamment dans
les lieux arides, caillouteux et ensoleillés des bords de la mer a la montagne (Poletti, 1988).T.
vulgarisest trés répandu en Algérie(Richard, 1992).C’est une especeherbacée de 10-30 cm,
d'un vert blanchatre ou grisatre, tresaromatique; tiges ligneuses, dressées ou ascendantes, non
radicantes,tortueuses, formant un petit buisson tres serré; rameauxtomenteux-blanchéatres tout
autour; feuilles petites,lancéolées-rhomboidales ou linéaires, obtuses, enroulées par les
bords,non ciliées a la base, couvertes en dessous d'un tomentum dense etcourt ; fleurs rosées
ou blanchéatres, en tétes globuleuses ou en épis averticilles inférieurs écartés; calice velu, a

tube un peu bossu en avant ala base(Stahl-Biskup & Séez, 2002).

Figure 8. Thymus vulgaris (Photospersonnelles, 2019).

13
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La classification botanique de Thymus vulgaris L., 1753 est la suivante :

| Embranchement | Spermatophytes
Sous Magnoliophyta
Embranchement

Famille

Lamiaceae

Genre

| Espece |

I
I

Thymus vulgaris
(Linné 1753)

La plante utilisée est originaire de la région de Blida qui est située a environ 26 km au Sud-
Ouest d’Alger sur une vaste plaine du sahel Algérois en Iégere déclivité et qui débouche sur
des plages de sable fin (Fig. 9).

14
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36°40'

kilometers

Figure 9.Présentation de la région de Blida(MapInfo-Pro, 2019)

2.5.2.0riganumvulgare(Linné, 1753)

Le genre Origanum, appartenant a la famille des Lamiacées, riche en huiles essentielles et
substances ameres (Baytop, 1999), il comporte 38 espéces qui sont largement répandues dans
la région Euro-sibériennes et Irano-sibérienne(Kokkini, 1996). Cependant, laplupart des
espéeces, environ 75%, sont concentrées dans le pourtour méditerranéen, en particulier dans les

régions de I’Est (letswaart, 1980).

Le Zaatar ayant le non scientifique Origanumvulgare,est trés répandu en Algérie(Ruberto
et al., 2002). C’est une espece herbacée vivace etelle pousse de fagon naturelle sur des
terrains rocailleux secs, plutdt calcaires, entre des altitudes allant de 200 a 1000 m. Elle se
développe entre les arbres et les arbustes atteignant une taille allant jusqu'a 80 cm, les tiges
rouges a section carrée sont velues avec des feuilles arrondies, vertes, légerement dentées, les
fleurs sont roses ou violets et sont regroupées en petits panicules(Figueredoet al., 2006).Cette
espéce contient six sous-especes; O. vulgare L. subsp. glandulosum, O. vulgare L. subsp.
hirtum, O. vulgare L. subsp. gracile, O. vulgare L. subsp. virens, O. vulgare L. subsp. vulgare

L. et O. vulgare L. subsp. viride (letswaart, 1980).

Toutes les especes d’Origan renferment en quantité variable une huile essentielle fortement
aromatique  (Garland, 1980),les composants principaux des huiles essentielles

d’O.vulgaresontles composes phénoliques : Carvacrol et Thymol(Ruberto et al., 2002).

15
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Figure 10.0Origanum vulgare (Photospersonnelles, 2019).

La classification botanique d’OriganumvulgareL., 1753est la suivante :

Tracheobionta

Spermatophytes

Sous Magnoliophyta
Embranchement

Asteridae
Sous- classe

Lamlaceae
Fami I le

Origanum vulgare
(Linné 1753)
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La plante utilisée provient de la région de Sétif qui est située a 300 km a l'est d'Alger, a
65 km de Bordj Bou Arreridj et a 123 km de Constantine. Elle est située a 1100 m d'altitude

dans les plateaux du sud de la région (Fig. 11).
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Figure 11.Présentation de la région de Setif(MapInfo-Pro, 2019)

2.6. Présentation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits volatils obtenus a partir de certains végétaux par
distillation a la vapeur d’eau (Kalemba& Kunieka, 2003 ; Burt, 2004). Ce sont des composés
liguides qui seforment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du
métabolisme secondaire.Au point de vue chimique, il s’agit de mélanges extrémement
complexes. Environ 1% des espéces élaborent des essences. Certaines familles se
caractérisent par le grand nombre d’espéces a essences qu’elles renferment et en particulier
les Labiées (Thym, Menthe, Lavande, Origan, Sauge, etc...), les Ombelliféres (Anis, Fenouil,
Angeélique, Cumin, Coriandre, Persil, etc.), les Myrtacées (Myrthe, Eucalyptus), les Lauracées
(Camphrier, Laurier-sauce, Cannelle) (Werker, 1993).Les huiles essentielles peuvent étre
localisées dans tous les organes végétaux: les feuilles (Torilisarvensis) (Saad et al., 1995), les
racines (Heracleum persicum) (Mojab & Nickavar, 2003),le bois (Santalum album) (Howes et
al., 2004), les rhizomes (Zingiber officinale) (Geiger,2005), les écorces (Cinnamomum

verum) (Jham et al., 2005), les fruits (Daucus carota)(Glisic et al., 2007b), les graines
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(Daucus carota) (Ozcan & Chalchat, 2007) ou les fleurs(Ferulago angulata) (Akhlaghi,
2008).

Elles sont constituées de plusieurs dizaines, voire plusieurs centaines de composeés, esters,
cétones, phénols mais principalement terpéniques (Kurkin, 2003). Elles ne sont que tres peu
solubles ou pas dans I’eau. Par contre, elles sont solubles dans les solvants des lipides

(acétone, sulfure de carbone, chloroforme, etc.) et dans ’alcool(\Werker etal., 1993).

2.6.1. Composition chimique

La composition chimique de nombreuses huiles essentielles a été décrite dans plusieurs
études. Elle varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des
plantes, les organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Delaquis et al.,
2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004 ; Boti et al., 2006, Oussou, 2009).Les méthodes
d’analyses des huiles essentielles ont beaucoup €volué et il est maintenant possible d’isoler et
d’identifier des composes auparavant inconnus ; ceci permet le développement de nouveaux
mélanges pouvant avoir un effet additif ou synergique (Marriott et al., 2000 ; 2001).Dans le
domaine des huiles essentielles la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM) est aujourd’hui, la technique de référence pour la
séparation et la caractérisation des différents composés(Salzer, 1977 ; Longevialle, 1981 ;
Constantin, 1996).

Les huiles essentielles contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart
des molécules peu complexes, appartiennent a deux groupes : terpenes et terpénoides
(isopréniques, monoterpenes, sesquiterpénes, diterpenes et triterpénes) (Clarke, 2008 ; Baser
& Buchbauer, 2010) d’une part, et le groupe de composés aromatiques dérivés du
phénylpropane d’autre part. Elles peuvent également contenir des hydrocarbures (terpénes et
sesquiterpénes) et des composés oxygenes (alcools, esters,éthers, aldéhydes, cétones, phénols
et éthers de phénol)(Bruneton, 2009).

2.6.1.1. Terpenes

Les composés de type terpénique sont largement rencontrés dans les HEs, ils sont formés
d’un multiple pair ou impair d’unités de 2-méthylbuta-1,3-diéne ou appelé encore isopréne
(CsHg). On distingue ainsi selon le nombre d’entités isoprénes le groupe des monoterpénes
(C1oH1), les sesquiterpenes (CisHag), les diterpénes (CxoHsp), les tétraterpenes de huit

isoprénes qui conduisent aux caroténoides et les polytérpénes (CsHg)n ou n peut-étre de 9 a 30
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(Hernandez-Ochoa, 2005). Aussi, parce que les terpénes proviennent de 1’isopréne, ils sont

également nommeés isoprénoides ou terpénoides.

a. Monoterpénes

Les monoterpenes sont les molécules les plus représentatives, constituant 90% des HEs et
permettent une grande variété de structure, ils sont formés par le couplage de deux unités
isopreniques (CioHig). Ces composés peuvent étre: monoterpenes acycliques (myrcene,
ociméne), monoterpénes monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymene) ou monoterpenes

bicycliques (pinénes, camphéne, sabinéne)(de Padua et al., 1999 ; El Haib, 2011).

b. Sesquiterpenes

Les sesquiterpénes sont formés par 1’assemblage de trois unités isopréniques (CisH24),
I’extension de la chaine augmente le nombre de cyclisation qui permet une grande variété de
structures : acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques (EI Haib,
2011). Les plantes contenant ces composants sont: Angeélique, Bergamote, Cumin des preés,
Céleri, Citronnelle, Coriandre, Eucalyptus, Geranium,Geniévre, Lavande, Citron, Mandarine,
Menthe, Pastille de menthe, Petit grain, Pin, Romarin et Thym (Bakkali et al., 2008). lls
contiennent plus de 3000 molécules comme par exemple : g-caryophylléne, a-humuléne, a-
bisabolol, farnesol (Brunton, 1999; Hernandez-Ochoa, 2005).

2.6.1.2. Composés aromatiques dérivés de phénylpropane

Les composés aromatiques sont des dérivés de phénylpropane (C6-C3) et leur production
est moins fréquente que les terpenes. Généralement, il s’agit d’allyle de propénylphénols et
parfois des aldéhydes caractéristiques de certaines huiles essentielles, telle celle de girofle
(Eugénol) (Ghestem et al., 2001). On peut également rencontrer dans les HEs des composés
en C6-C1, plus rares, comme le safrole, la vanilline (assez fréquente)et I’anthranilate de
méthyle (Belaiche, 1979; Bruneton, 1999).lls sont davantagefréquents dans les huiles
essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sontcaractéristiques de celles de la

cannelle, du basilic, del'estragon, etc (Bruneton, 1993).

2.6.2. Méthodes d’extraction
Les huiles essentielles sont obtenues par divers procédés (Burt, 2004). De nouvelles
techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été développées, comme

I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse température et sous haute
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pression (Santoyo et al., 2005) ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes

(Kimbaris et al., 2006).Les procédés d’extraction les plus courants sont :

2.6.2.1. Hydrodistillation : Le matériel végétal est mélangé dans un ballon avec de I'eau
et porté a ¢bullition. La vapeur d'eau chargée de substances volatiles s’échappe et se condense
a I'intérieurd'un réfrigérant. L huile est recueillie avec 1’eau dans un bécher avant d’étre isolée
et sechée avec le sodium anhydre.L'hydrodistillation reste la technique d’extraction la plus
utilisée et la plus rapide pourl’obtention des meilleurs rendements, sans altération des huiles

essentielles fragiles.

2.6.2.2. Entrainement a la vapeur : Sur un ballon contenant de I’eau mise en chauffage,
on monte unalambic dans lequel on place la biomasse pesée. La vapeur d’eau traverse le
matériel végétalen entrainant les produits volatils vers la colonne de condensation. La vapeur
condensée est lemélange d’cau et de ’huile essentielle. Celle-ci est recueillie dans une burette
contenant del’eau distillée. L’huile est séparée de 1’eau par décantation. Ce procédé a

l'avantaged’améliorer la qualité de l'extrait en minimisant les altérations.

2.6.2.3. Percolation : Dans cette technique, la vapeur d'eau genérée est envoyee de haut
en bas dansl'extracteur. Elle présente I'avantage d'étre trés rapide mais le distillat est chargé de

substancesnon volatiles donnant ainsi des "essences de percolation”.

2.6.2.4. Enfleurage est appliqué aux fleurs. Celles-ci sont mises en contact avec de la
graisse absorbante qui se sature en essences au bout de quelques jours. La graisse enrichie en
essencespeut étre utilisée en cosmétique. Les essences contenues dans la graisse sont
également extraitesavec de I'alcool.L'extrait alcoolique avec les essences de fleurs est ensuite

concentré par évaporation.

2.6.2.5. Extraction par micro-onde: Elle utilise une source de rayonnement micro-onde.
Le matérielvégétal est immergé dans un solvant perméable aux micro-ondes. Celles-ci
provoquent unréchauffement de I'eau contenue dans le matériel végétal et par distension fait
éclater les poches aessences. Les produits libérés sont dissous dans le solvant. Ce procédé est
plus rapide que lessystemes classiques d'extraction et les huiles obtenues sont de bonne

qualité.
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2.6.3. Activités biologiques des huiles essentielles

L'activité biologique d'une huile essentielle dépend desa composition chimique, des
groupes fonctionnels des composés majoritaires etde leurs effets synergiques (Dorman &
Deans, 2000; Ultee et al., 2002). Lescomposés chimiques de plus grande efficacité sont les
phénols(thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinéne-4-ol et linalool),
lesaldéhydes, les cétones et plus rarement les terpenes (Cosentinoet al., 1999; Dorman
&Deans, 2000). En effet, les alcools agissent généralement en dénaturant les protéines,
commesolvants ou comme agents de déshydratation. Les aldéhydes peuvent induire des
réactionsde transferts d'électrons et réagir avec des composés nitrés vitaux pour la bactérie

tels queprotéines et acides nucléiques (Dorman & Deans, 2000).

2.6.3.1. Activité antibactérienne

Les mécanismes par lesquels les HEs exercent leur activité antibactérienne sont mal
connus. Du fait de la complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une
idée précise sur le mode d’action des HEs. Il est probable que leur activité antibactérienne ne
soit pas attribuable & un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau

cellulaire (Dorman & Deans, 2000).

Les terpenes ainsi que les flavonoides agissaient sur les cellules bactériennes eninduisant
une rupture de la paroi et de la membrane microbienne et par conséquence lalibération du
contenu cellulaire a Dextérieur en provoquant la mort cellulaire (Tsuchiya et
al., 1996). Les HEs peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN, I’ARN, des protéines et des
polysaccharides (Johansen et al., 1997). Certains auteurs suggérent que ces produits naturels
pénétrent a l'intérieur de la cellule microbienne et sont susceptibles d'interférer avec son

métabolisme cellulaire (Marino et al., 2001).

Plusieurs études ont expliqué que l'effet synergique entre deux ou plusieurs constituants
chimiques pourraient avoir un réle principal dans I'activité biologique des HEs (Elshafie &
Camele, 2016), ce qui permet la réduction de développement de la résistance de tout
microorganisme pathogene. Par conséquent, certains composants tels que le carvacrol,
terpinéne et p-cymeéne sont plus efficaces quand ils sont combinés (Adebayo et al.,
2012).Cette action synergique est due au p-cymene qui joue le r6le de médiateur pour le
transport du carvacrol, a travers les composants de la paroi cellulaire et la membrane

cytoplasmique.
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2.6.3.2. Activitéantifongique

L’activité antifongique est estimée a la grande complexité de la composition des HEs, les
phénols sont plus antifongiques que les aldéhydes et elle décroit selon le type de la fonction
chimique (Rasooli & Abyaneh, 2004;Teixeira Duarte et al., 2005).En effet, les composés
terpéniques des huiles essentielles et plus précisément les phénols et les aldéhydes réagissent
avec les enzymesmembranaires et dégradent la membrane plasmique des cellules (Giordani &
Kaloustian,2006). lls ont constaté également que les alcools et les lactones sesquiterpéniques
avaientune activité antifongique.D’autre part, Viollon & Chaumont (1994) ont décrit I’effet
antifongique du thymol etdu carvacrol sur Cryptococcus neoformans, champignon
opportuniste rencontré au cours duSIDA. De plus, Arras & Usai (2001) ont rapporté la méme
activité du carvacrol, composémajoritaire de Thymus capitatus sur le champignon Penicillium
digitatum. Cependant, ’effetdes composés quantitativement minoritaires n’est pas forcément

négligeable (Tantaoui-Elaraki et al., 1993).

2.6.3.3. Activitéanti-oxydante

Le stress oxydatif, qui survient lors de déséquilibre entre la production des radicaux
libres et d'enzymes anti-oxydantes, est en relation avec lapparition des maladies telle
quel'alzheimer (Butterfield & Lauderback, 2002). Les HEsde cannelle, muscade, clou de
girofle, basilic, persil, origan et thym possédent de puissantscomposés antioxydants (Edris,
2007). Le thymol et le carvacrol sont encore une fois lescomposés les plus actifs. Leur activité
est en relation avec leur structure phénolique car lescomposés de ce type ont des propriétés
oxydo-réductrices et jouent ainsi un rdle importanten neutralisant les radicaux libres et en
décomposant les peroxydes (Braga et al., 2006).L'activité anti-oxydante des huiles
essentielles est également attribuables a certains alcools,éthers, cétones, aldéhydes
monoterpéniques (tinalool, 1,8-cinéole, géranial/néral, citronellal, isomenthone, menthone) et
quelques monoterpénes: a-terpinéne, y-terpinéne et a-terpinoléne (Edris, 2007).La tendance
des HEs ainhiber I'oxydation d’acide linoléique est due principalement a la présence ou
I’absence des composés phénoliques et ce résultat a été approuvé par plusieurs travaux
(Mighri et al., 2010; Aidi Wannes et al., 2010).

2.6.3.4. Activitéinsecticide
Les huiles essentielles de plantes ont démontré un potentiel insecticide contre plusieurs

especes d’insectes. Elles sont des mélanges complexes de différentes molécules. Leurs effets
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biologiques pourraient résulter soit d’une synergie de toutes les molécules, soit refléter
uniquement celles de la molécule principale (Zoubiri& Baalionamer,2011). C’est ainsi des
recherches récentes ont porté sur les extraits aqueux et les huiles essentielles des plantes,
comme sources possibles de composes ovicides, larvicides, adulticides et répulsifs des
arthropodes (Govindarajan et al., 2011; Pavela et al., 2014; Dinesh et al., 2015;
Madhiyazhagan et al., 2015; Murugan et al., 2015a, b, c; Pavela, 2015a; Suresh et al., 2015;
Benelli et al., 2016b; Jaganathan et al., 2016). L'activité insecticide des huiles essentielles sur
les larves de moustiques a suscité un vif intérét dans la littérature scientifique (Shaalan et al.,
2005 ; do Nascimento et al., 2013; Liu et al., 2015; Pavela, 2015a; Dris et al., 2017a, b ;
Guenez et al., 2018).

2.7. Extraction des huiles essentielles

Lematériel végétal destiné a I’hydrodistillation pour I’obtention des huiles essentielles a été
prélevé entre mars et mai 2016. Les plantes fraichement collectées, ont été séchées a I’ombre
dans un endroit sec et aéré. L'extraction des huiles essentielles a été réalisée au niveau du
laboratoire de physiologie animale (Université de Tébessa). Une biomasse de 50g de
matériel végétal et 500 ml d'eau distillée est soumise a une hydrodistillation en utilisant
un montage d'hydrodistillationClevenger durant 3 heures (Fig.12). L'huile essentielle
recueillie par décantation a la fin de la distillation, est ensuite conservée a 4°Cdans des

petits flacons bien fermés, en verre ombré.

Le rendement en huile essentielle est calculé en fonction du rapport entre le poids de

I’huile extraite et le poids de la matiere seche de la plante selon la formule suivante :

R =Pg/Pa %100

R: Rendement en huile (%).
Pa: Poids de la matiere séche de la plante en g.
Pg: Poids de I’huile en g.
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Figure 12. Montage de I’hydrodistillateur de type Clevenger (photo personnelle, 2019).

2.8. Analyse chimique des huiles essentielles

L’analyse chimique des HEs a été réalisée par la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). Cettetechnique a été
faite au centre de recherche scientifique et technique en analyses
physicochimique (CRAPC) a Bou Smail (Tipaza, Algérie) (Fig. 13 et 14).

L'analyse (CPG-SM) a été effectuée avec un chromatographe HP Agilent 2890 plus (CPG)
équipé d'une colonne HP-5MS (longueur de 30 m x diametre interne de 0,25 mm et épaisseur
de film 0,25 mm). La température du four a colonne a été réglée a 60°C pendant 8 minutes,
puis augmentée a 250°C a une vitesse de 2°C/ min. Les températures de l'injecteur et du
détecteur ont été maintenues respectivement a 250 et 270°C. Le gaz porteur était de I'hélium,
I'écoulement a travers la colonne était de 1 ml /min et le rapport de division a été réglé a 50:1
avec injection de 0,2ul d'échantillon d'huile (Tableaul). L'analyse CPG-Spectrométrie de
masse (SM) a été effectuée avec un spectromeétre de masse "Quadrupolaire™ qui fonctionnait a
70V. L'identification des constituantsest basée sur la comparaison des temps de rétention avec
ceux des normes de référence correspondantes et en utilisant la bibliotheque NISTEO02 et
WILEY7n (Jennings & Shibamoto, 1980)et ainsi par la comparaison de leurs indices de
rétention (IR) calculés par rapport a une série d’alcanes (C8-C28) avec interpolation linéaire
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sur les deux colonnes, avec ceux des composes de référence contenus dans la table de
ADAMS(Adams, 2007). Le pourcentage des composésa été calculé en fonction de la surface
des pics chromatographiques.

Tableau 1.Les conditions d'analyse parCPG-SM.

HP-5MS (5% Phényl 95% diméthylpolysiloxane)
Type de colonne
30m*0,25mm* 0,25um

Volume d’injection 0,2ul
Température d’injection 250°C
Température d’interface 270°C
Mode d’injection Split
Gaz vecteur Hélium

Figure 13.Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-
SM) (a :prélevement del’HE ; b : préparation de I’injection ;C : injection de I’'HE) (photo
personnelle, 2019).
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Figure 14.Protocole de l'analyse chimique d'une huile essentielle.

2.9. Traitement et essai toxicologique

Unessai toxicologique a été mené chez Cx. pipiens, afin de mettre en évidence ’efficacité
des huiles essentielles de Thymus vulgaris et d’Origanumvulgare et de définir les
concentrations sous létaleset Iétales (CL1g, CLys, CLs et CLgg).Aprés un Screening test, I’essai
est conduit en utilisant différentes concentrationsa partir des solutions meres : 25, 50, 100,
150 et 200ppm pour T. vulgaris et 6,25; 12,5; 25 et 50ppm pour 1’0O.vulgare dans des
récipients contenants 150 ml d’eau(Fig. 15). Cinq répétitions ont été réalisées pour chaque

concentration, comportant chacune 20 larves du quatriéme stade nouvellement exuviées.

Par ailleurs, une série témoin négatif (les individus ne subissent aucuntraitement)

et une série témoin positif (les larves recoivent 1ml d'éthanol) est conduite en

paralléle. Aprés 24h de traitement, selon les recommandations de 1’organisation mondiale de
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la santé(WHO, 2005), les larves sont rincées puis placées dans de nouveaux récipients
contenant de I’eau propre et de la nourriture. Le suivi de mortalité des individus témoins et
traites a été effectué au cours de différentes périodes : 24, 48 et 72h apres traitement. Les
mortalités observees sont corrigés par la formule d’Abbott, (1925),qui permet d’éliminer la
mortalité naturelle et de connaitre la toxicité réelle du biopesticide. La détermination des

concentrations souslétales et Iétales a été faite grace a un logiciel Graph Pad Prism 6.

Une fois les concentrations sous létales et létales sont déterminées, la CLos et la CLsg ont
été appliquées sur les larves 4 nouvellement exuviées de Cx. pipienspour tester leurs impacts

sur certains parametres.

Figure 15.Essais toxicologiques (Photos personnelles, 2019).

2.10. Dosages des biomarqueurs

L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) et des glutathion S-transférases
(GSTys) et le taux du glutathion (GSH) ont été déterminés chez les larves du quatrieme stade
de Cx. pipiens témoins et traitées a la CL,s et la CLspavec les deux plantes, Thymus vulgaris et
Origanumvulgare a différentes périodes apres traitement : 24, 48 et 72 heures. Par ailleurs, les
protéines totales des différents échantillons ont été doséesselon la méthode de Bradford, afin

de pouvoir calculer I’activité spécifique des enzymes et le taux du glutathion.

2.10.1. Dosage de I’acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase une enzyme clés du systeme nerveux des insectes,catalyse la
réaction d’hydrolyse de 1’acétylcholine en choline et acide éthanoique (acétique). Cette
enzyme est indispensable au bon fonctionnement des synapses cholinergiques (Haubruge &
Amichot, 1998).
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Les larves du quatrieme stade de Cx. pipienstémoins et traitées (CL,s et CLsg) prélevées a
différentes périodes (24, 48 et 72 heures) sont pesées, ensuite homogénéisées dans 1ml de la
solution detergente D [38,03 mg EGTA (acide éthylene glycol-bis, p-aminoéthyl éther
NNN’N’ tétra-acétique), Iml Triton X 100%, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml
tampon tris (10mM, pH 7)] qui solubilise les membranes. Aprés centrifugation (5000 trs/ min
pendant 5 min), le surnageant est récupéré et servira comme source d’enzyme. L’essai est

conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus avec une série témoin.

Le dosage de I’AChE est réalisé selon la méthode d’Ellman et al. (1961) sur une fraction
aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg
DTNB, 15 mg COzHNa (bicarbonate de sodium), 1 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de
tampon tris (0,1 M, pH 7). Apres 3 a 5 minutes, 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé
extemporanément [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutes. 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 100 pl de la solution détergente remplace les 100 ul de surnageant. L’activité

spécifique de I’ AChE est calculée selon la formule suivante :

ADo/mn Vt/ d »
= — X —
1.36 X 10* ~ Vs mg de proteines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/min/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
1,36 x 10*: coefficient d’extinction molaire du DTNB (M™* cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris (0,1 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.

2.10.2. Dosage des glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases (GST) sont un groupe de protéines multifonctionnelles jouant
plusieurs réles dans la détoxification des xénobiotiques. Elles sont des enzymes
principalement cytosoliques qui catalysent la conjugaison des molécules électrophiles avec le
glutathion réduit (GSH) (Habig et al., 1974). Ces substances potentiellement toxiques

deviennent plus solubles dans I’eau et moins toxiques (Grant & Matsumura, 1989). Les
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GSTsjouent un role important dans la résistance aux insecticides et interviennent dans le

métabolisme des organophosphorés et des organochlorés (Zibaee et al., 2009b).

Les larves du quatrieme stade de Cx. pipiens témaoins et traitées a la CLys5 et la CLsg, sont
prélevées a différentes périodes (24, 48 et 72 heures), pesées puis broyées dans 1 ml de
tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6). L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé (14000
trs/min a 4°C pendant 30 min), le surnageant récupéré servira au dosage de I’activité des
GSTs.La détermination de I’activité des glutathion S-transférases (GSTSs) est réalisée selon la
méthode de Habig et al. (1974). Cette méthode est basée sur la réaction de conjugaison entre
la GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur, le
glutathion (GSH) qui est mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un
spectrophotometre visible/UV.Le dosage consiste a faire réagir 200 ul du surnageant avec 1,2
ml du mélange CDNB (1mM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol,
100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les
minutes pendant 5 minutes & une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200
pl d’eau distillée remplacgant la quantité de surnageant.L.’essai est conduit avec 3 répétitions

comportant chacune 20 individus avec une série témoin.

L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante:

_ ADo/mn X E/ mg de protéines
9,6 Vs
X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de protéines).
ADo : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM'1 Cm'l).
V1t : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.3. Dosage du glutathion

Le glutathion (GSH) est un composé thiol constitué¢ d’une succession de trois acides
aminés : I’acide glutamique, la cystéine et la glycine. Il joue un rdle antioxydant. Dans les
conditions normales, le glutathion se trouve, soit sous forme réduite et libre (GSH) soit sous
forme oxydée (GSSG) ou bien lié a des proteines (GSS-prot) ou a des résidus appropriés

comme le coenzyme A.La fonction thiol Ilui confére ses principales propriétés
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biochimiques.Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker &
Cory (1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB)
par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.Le
dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution d’éthyleéne
diamine tétra-acétiqgue (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de
protéger les groupements thiols du glutathion, ’homogénat doit subir une déprotéinisation par
I’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25 g ASS, 100 ml eau distillée] ou 0,2 ml del’ ASS
sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres agitation est plongé dans un bain de
glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn pendant 5 mn.Unefraction aliquote de 500
ul de ’homogénat récupérée est ajoutée a 1 ml du tampon tris/ EDTA (0,02 M, pH 9,6)
[63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M) [3,96 g
DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances s’effectue a une longueur
d’onde de 412 nm aprés 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc
ou les 500 pl de surnageant sont remplacés par 500 pl d’eau distillée.L.’essai est conduit avec

3 répétitions comportant chacune 20 individus avec une série témoin.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

<. ADo vd vt y de brotéi
= X— X —
13’ 17°Vh " Vs mg de proteines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM / mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH) (mM™*cm™).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.
V1t : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris/ EDTA + 0,025 ml DTNB].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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2.11. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée selon le procédé de Shibkoet al.
(1966). Un pool de larves temoins et traitées a la CLs et la CLs, est placé aprés la pesée dans
un tube eppendorf contenant 1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20% et broyé 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 11, le surnagent Il sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le
culot 1l dissout dans de la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford
(1976). L'essai est conduit avec 3 répétitions, chacune comprend 20 larves du quatrieme stade.

Les différentes étapes sont résumées dans la figure 16.

2.11.1. Dosage de 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) G250 (Merck) (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 de
I'eau distillée). La durée de la conservation du réactif est de 2 a 3 semaines a 4 °C. Celui-ci
révele la présence des protéines par une coloration bleue. 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 (Sigma) (BSA) titrant 1 mg/ml (Tableau 2).

Tableau 2. Dosage des protéines totales chez les larves de 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
Reactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.11.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a éte réalise selon Duchateau&Florkin (1959). Cette
méthode consiste a additionner 100 ul du surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml du
réactif d'anthrone (peser 150 mg d'anthrone, ajouter 75 ml d'acide sulfurique concentré et 25

ml d'eau distillée) et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10min, une coloration verte se
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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 mere de glucose (1mg/ml) (Tableau 3).

Tableau 3.Dosage des glucides totaux chez les larves de moustiques: réalisation de la gamme
d'étalonnage.

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

2.11.3. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthyet al.(1972),en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (dissoudre 0,38 g de vanilline dans 55 ml d'eau
distillée et ajouter 195 ml d'acide orthophosphorique a 85%). Ce réactif se conserve pendant 3
semaines a 4°C et a l'obscurité.La solution mere de 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). Le dosage des lipides se fait sur des prises aliquotes de 100 pl
des extraits lipidiques ou de gamme étalon auxquelles on évapore 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. Apres refroidissement, on prend 200 ul de ce melange auquel on
ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 mn a l'obscurité, la densité
optique est lue dans un spectrophotométre a une longueur d'onde de 530 nm (Tableau 4). Les
lipides forment & chaud avec lacide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide

orthophosphorique, des complexes roses.

Tableau 4.Dosage des lipides totaux chez les larves de moustiques: réalisation de la gamme
d'étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Quantité de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250

Moustique (Larve 4)

1ml de TCA a (20%)

Y

I Broyage
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2.12. Détermination del’indiced’épuisement des réserves nutritives
Les valeurs du contenu en glucides, lipides et protéines (pg/individu) sont converties en
joules (Clements, 1992) et I’indice d’épuisements des réserves nutritives est calculé selon la

formule suivante :
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NDI (%) = [(C - T)/(C + T)] x 100

NDI (Nutrition Depletion Index): Indice d’épuisements des réserves nutritives
C : réservesnutritives totales chez les témoins.

T :réservesnutritives totales chez les traités.

2.13. Extraction et dosage des acides nucléiques

L’extraction des acides nucléiques a été réalisé selon la méthode de Shibkoet al., (1966),
les larves 4 sont déposées dans des tubes eppendorf contenant 500 pl d’eau distillée
additionnés de 2 pl de phénylméthylsilfonylfluoride (PMSF) (45mg/iml éthanol), puis

stockées au congélateurs a -20°C jusqu’au jour du dosage (Fig. 17).

2.13.1. Dosage de ’ADN

L’ADN a été quantifié selon la méthode de Schneider (1957) qui utilise le diphénylamine
comme réactif (1g de diphénylamine ; 100 ml d’acide acétique glacial ; 2,75 ml d’acide
sulfurique) et une solution meére de thymus de veau comme standard (Sigma) (1mg/ml)
(Tableau 5).

Tableau 5.Dosage de I’ADN : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5
ADN standard (pl) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ul) 500 480 460 440 420
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1

Aprés chauffage au bain marie pendant 20 minutes a 90°C, il se développe alors une
coloration rosatre. Le dosage de I’ADN a été effectué sur des fractions aliquotes (100 pl) des
extraits biologiques a laquelle est additionné 1ml de réactif de diphénylamine. Les
absorbances sont lues dans un spectrophotométre a une longueur d’onde de 602 nm contre un
blanc de gamme.

2.13.2. Dosage de ’ARN

L’ARN a été quantifié selon la méthode de Burton (1956), qui utilise I’orcinol comme
réactif (0,59 de FeCls; 1g d’orcinol et 100 ml d’HC1 96%) et une solution mére (1 mg/ml) de
levure de boulanger comme standard (Sigma) (Tableau 6).
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Tableau 6.Dosage de I’ARN : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Les tubes apres agitation, sont chauffés au bain marie a 90°C pendant 10 min. 1l se forme
une coloration bleue claire. Le dosage de I’ ARN a été effectué sur des fractions aliquotes (100

ul) des extraits biologiques auxquels sont additionnés 1,5 ml de réactif d’orcinol. Les

Tubes 1 2 3 4 5
ARN standard (pul) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ml) 15 1,48 1,46 1,44 1,42
Orcinol (ml) 15 15 15 15 15

absorbances sont lues dans un spectrophotométre a une longueur d’onde de 660 nm contre un

blanc de gamme.
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Broyage des larves 4

1 ml de saccharose (0,25 M) + la soude NaOH (0,006N))

|

L’homogénat (0,625 ml) + 0,125ml Acide perchlorique PCA ( 6,97 M)15min (0°C)

Centrifugation
(4000 tours / min, 15 min).

4/\>

Culot (1) +1,25 ml PCA (0,5 M).

Surnageant (1)
1 Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).
Culot (2) +2,25 mI NaOH (0,3 N). T Sumageant (2)
Incubation (37°C, 60min) Fraction soluble dans I’acide
+ 0,250 ml PC& (6,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min).
l Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).
Culot (3) +1,25 mI PCA (0,5 M) Surnageant (3)
+ ARN
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min). Burton
M Surnageant (4) (1956)
Culot(4) +1ml de PCA (0,15 M).
Incubation (90°C, 20min)
+ 0,625 ml PCi\ (0,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min).
Centrifugation (4000 tours/min, 15min) N
Culot (3) +1,25va PCA (0,5 M) Surnageant (5) ADN
Centrifugation (4000 tours/min, 15min) + Schneider
Surnageant (6 (1957)
Culot (6)

Figure 17. Extraction des acides nucléiques :ADN, ARNSselon Shibko et al.(1966).
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2.14. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne + I’écart-type. Les quantités des
métabolites (protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir des courbes d’étalonnage
dont I’équation de la droite de régression exprime I’absorbance en fonction de la quantité du
standard utilisé (albumine, glucose et I’huile de tournesol). Le test (t) de Student et I’analyse
de la variance a un critére de classification, ont été appliqués.Le test HSD a permis de classer
les moyennes en groupes selon leurs effets.Les analyses statistiques ont été effectuees en
utilisant le GraphPad Prism 6 et le logiciel MINITAB (version 17, USA).
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Composition chimique et activité larvicide des huiles essentielles

1. Introduction

Les plantes représentent une source immense de molécules chimiques complexesexploitées
par ’homme dans 1’industrie agro-alimentaire, cosmétique etpharmaceutique. La plupart des
végétaux renferment des huiles essentielles ; ils sont alorsappelés «plantes aromatiques». Ces
huiles essentielles se trouvent dans de nombreusesparties de la plante : le bois, les feuilles, les
fruits, les écorces, les graines et les racines(Ozcan & Chalchat, 2007). Cesont des mélanges
complexes constitués de plusieurs dizaines, voire plus d’une centaine decomposés,
principalement des terpénes et des composes aromatiques (Saad et al., 1995 ; Mojab &
Nickavar, 2003 ; Howes et al., 2004 ; Geiger, 2005 ; Jham et al., 2005 ; Glisic et al., 2007b ;
Ozcan & Chalchat, 2007 ; Akhlaghi, 2008).

L’Algérie, avec son climat trés varié et sa situation géographique particuliere bénéficie
d’uneflore trés riche et diversifiée répartie sur tout le territoire algérien. En effet, le Nord
algérien présente une large gamme d’espéces endémiques adaptées au climat de la zone et
appartiennent aux différentes familles : Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, etc. (Quézel &
Santa, 1962 ; 1963). Ces plantes endémiques constituent un importantréservoir de substances
actives ce qui peut conduire & la découverte de nouvelles molécules d’intéréts scientifiques
(Zenasni, 2014).

L’utilisation des plantes aromatiques et médicinales (PAM) dans différents domaines est
due a leurs propriétés thérapeutiques et organoleptiques (Paolini, 2005). Ainsi, ces plantes
renferment un nombre tres élevé de composés chimiques de propriétés physico-chimiques trés
variées et qui ont des activités biologiques différentes : antimicrobienne(Basli et al., 2012 ;
Rodrigues et al., 2017) ; antifongique(Belhattab et al., 2004), antioxydante(Kouri et al., 2007;
Mechergui et al., 2010), etinsecticide (Khalfi et al., 2008).

Environ 2000 espéces de plantes ont été répertoriées pour produire des métabolites
secondaires utilisés dans le programme de lutte biologique, seulement 344 espéces vegétales
ont montré une activité insecticide contre les moustiques (Sukumar et al., 1991). C’est ainsi
des recherches récentes ont porté sur les extraits aqueux et les huiles essentielles des plantes,
comme sources de composés ovicides, larvicides, adulticides et répulsifs des arthropodes
(Govindarajanet al., 2011; Dineshet al., 2015; Madhiyazhaganet al., 2015; Muruganet al.,
20154, b, c; Pavela, 2015b; Suresh et al., 2015; Benelliet al., 2016b; Jaganathanet al., 2016).
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Les huiles  essentiellesexercent  des  effets physiques(lsman,1999) ou
physiologiques(Regnault-Roger & Hamraoui, 1995),etsollicitent simultanément plusieurs
voies par opposition a des pesticides chimiques n’ayant qu’une seule cible moléculaire
(Thomas & Ralf, 2014),ce qui peut retarder le phénomeéne de résistance chez les insectes
(Feng & Isman, 1995). Ces huiles exercent de nombreux effets sur les arthropodes selon leur
pouvoirantiappétant(Sadek, 2003; Pavela, 2004a), en tant que régulateurs de croissance des
insectes (Pavela, 2004b ; 2005), inhibiteur de l'oviposition(Dimock&Renwick 1991; Zhao et
al., 1998),de la fécondité et de la fertilité (Pavelaet al., 2005) etleur activité toxique(Pavela,
2006).Le pouvoir larvicide de ces produits a ete largement étudié(Rageau & Delaveau,
1980),par I'utilisationd’un test d’évaluation de la sensibilit¢ des larves aux insecticides

standardisée par I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS).

Dans ce chapitre, notre étude vise a déterminer la composition chimique des huiles
essentielles de deux plantes, Thymus vulgaris et Origanumvulgare appartenant a la famille
des Lamiaceae, largement étudiées pour leurs actions toxiques contre plusieurs especes
d’insectes(Khalfi et al., 2008 ;Moharramipour et al., 2008 ;Popovi¢ et al., 2013 ; Benelli,
2015b ; Pavela, 2015a),ainsi qu’a la détermination de leur activités toxiquesvis-a-vis des
larves du quatrieme stade de Cx. pipiens, I’espéce de moustique la plus abondante en Algérie

etparticuliéerement dans la région de Tébessa (Tine-Djebbaret al., 2016).

40



Composition chimique et activité larvicide des huiles essentielles

2. Résultats

2.1. Rendement et caractéristiques organoleptiques des HEs

L’extraction par hydrodistillation de la mati¢re séche de la partie aérienne des deux plantes
étudiées,T. vulgariset O.vulgarea fourni des huiles essentielles ayant des colorations
variables, de fortes et persistantes odeurs et avec un rendement de 1,58 % et 1,71 %

respectivement (Tableau 7).

Tableau 7.Rendement et caractéristiques organoleptiques des HEs extraites de T. vulgaris et

O. vulgare.

Thymus vulgaris 1.58% Ilqwde clair, | amere et liposolubl
incolore agréable chaude e

Origanum 1,71% jaune rougeétre od,eur piquante liposolubl

vulgare agréable e

2.2. Composition chimique des HESs extraites de T. vulgaris et O. vulgare

2.2.1. Thymus vulgaris

L’identification des différents constituants de I'huile et la détermination de la concentration
de ses composés ainsi que leur temps de rétention a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Tableau 8 et Fig. 18). Celle-ci a
révélé que I'huile essentielle de T. vulgarisest constituée de dix-huit composés représentant

99,99% de la totalité des constituants détectés et appartenant a trois familles (Fig. 19).

La fraction monoterpénique prédomine avec un taux de 97,70 % et elle est constituée
majoritairement de monoterpénes oxygeénés (93,52%) représentés par le thymol (4.923%),
l'acétate de linalyle (2.434%), l'ascabine (1.741%) comme composés majoritaires et une

minorité de monoterpénes hydrocarbonnés (4,17%).

Quant aux sesquiterpénes qui représentent un taux de 2,05%, ils contiennent deux familles,

les oxygénésavec un taux de 0,58% et les hydrocarbonés représentés par un pourcentage de
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1,47%.La fraction non terpénique de cette huile est représentée essentiellement par des

alcools secondaires avec un taux de 0,24% de la totalité de ’huile.

Abundance|

TIC: THYMUS.D\data.ms|
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Figure 18.Chromatogramme CPG-SM de I’huile essentielle extraite de T. vulgaris

(abondance en fonction du temps de rétention en minutes).
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0,58 1,47 0,24

Monoterpénes Monoterpénes Sesquiterpénes Sesquiterpénes Alcool
Oxygénés Hydrocarbonés Oxygénés Hydrocarbonés  Secondaire

Familles des composés

Figure 19.Répartition (%) des familles de constituants présentes dans 1’huile essentielle de T. vulgaris.
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Tableau 8. Composition chimique de I’huile essentielle extraitedeT. vulgaris analysée par CPG-SM.

N°. Composés chimiques Ig?;r?tsi:rf :'zgelr?teigr? Pourcentages (%0)
Monoterpéenes 97,70
Monoterpenes Oxygénés 93,52

1 Linalool 21,363 1100 82,88
2 Camphre 23,315 1145 0,80
3 Bornéol 25,060 1169 0,17
4 a-terpinéol 26,901 1190 0,34
5 Linalyl acétate 31,301 1259 2,43
6 Thymol 34,906 1290 4,92
7 Ascabin 61,938 1764 1,74
8 Eucalyptol 15,170 1029 0,21
Monoterpenes Hydrocarbonés 4,17
9 a-thujéne 8,780 924 0,15

10 a-pinene 9,136 927 0,21

11 Camphéne 9,965 943 0,43

12 R-myrcéne 12,640 991 0,23

13 a-terpinéne 14,259 1016 0,13

14 Cymene 14,871 1025 2,08

15 y-terpinene 17,209 1059 0,92
Sesquiterpenes 2,05
Sesquiterpenes Oxygénés 0,58

16 Caryophyllene oxide 51,629 1581 0,58
Sesquiterpenes Hydrocarbonés 1,47

17 Caryophyllene 41,740 1417 1,47
Alcool Secondaire 0,24

18 locten-3ol 12,182 980 0,24
Total 99,99

2.2.2. Origanumvulgare

L’analyse del’huile essentielle extraited’O.vulgare par CPG-SM a permis 1’identification

de vingt-cing (25) composés représentant 99,87% de totalité desconstituantsdétectés (Tableau

9 et Fig. 20). Le pourcentage, le temps de rétention et ’indice de rétentionont ét¢ mentionnés

dans le Tableau 9.La figure 21 montre la presence de trois familles différentes des

constituants.

Les monoterpenes représentent la famille la plus abondante avec un pourcentage de

97,85%, et elle est constituée de 82,16% de la forme oxygénée, avec le Carvacrol comme
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élément majoritaire (77,63%) et la formehydrocarbonnée avec un taux del5,69%. La
deuxiéeme famille représentée parles sesquiterpénesavec un pourcentage de 1,20%,est
constituée des sesquiterpenes oxygenes (0,25%) et des sesquiterpenes hydrocarbones

(0,95%).La troisieme famille de 1’alcool secondaire qui est minoritaire, réveleun taux de

0,82%.

Abundance
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Figure 20. Chromatogramme CPG-SM de I’huile essentielle extraite d’O. vulgare (abondance en
fonction du temps de rétention en minutes).

0 182,16
80
70
60
50
40

30
20 15,69

Pourcentage (%)

10
0 —

Monoterpénes Monoterpénes Sesquiterpénes Sesquiterpénes Alcool
Oxygénés Hydrocarbonés Oxygénés Hydrocarbonés  Secondaire

0,25 0,95 0,82

Familles des composés

Figure 21.Répartition (%) des familles de molécules présentes dans I’huile essentielle d’O. vulgare.
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Tableau 9. Composition chimique de I’huile essentielle extraite d’O. vulgare analysée par CPG-SM.

N°. Composés chimiques Igtr: r?tsiodne Irr(é]tc:e 'ﬁ;gﬁ Pourcentages (%)
Monoterpenes 97,85
Monoterpenes Oxygénés 82,16

1 Trans-sabinéne hydrate 17,950 1094 0,05

2 Linalool L 20,552 1100 1,94

3 Bornéol 25,001 1168 0,18

4 Terpéne-4-ol 25,757 1177 0,16

5 Carvacrol Méthyl Ether 30,403 1245 0,16

6 Thymol 34,929 1285 2,04

7 Carvacrol 36,495 1300 77,63
Monoterpenes Hydrocarbonés 15,69

8 a-thujene 8,778 920 0,20

9 a-pinéne 9,164 927 1,87

10  Camphene 9,954 943 0,06
11 R-myrcéne 12,653 993 0,63
12 RB-pinéne 11,612 970 0,08
13 a-phellandréne 13,434 1005 0,08
14  p-Cyméne 14,966 1023 5,41
15  y-terpinéne 17,371 1058 6,79
16  o-terpinoléne 19,227 1088 0,13
17  (+)- Sylvestrene 15,121 1028 0,44
Sesquiterpenes 1,20
sesquiterpénes Oxygénés 0,25
18  Spathulénol 51,512 1579 0,25
sesquiterpénes Hydrocarbonés 0,95
19  o-Gurjunéne 41,126 1407 0,10
20 | (+)-Aromadendréne 42,987 1437 0,17
21 | Viridifloréne 46,462 1493 0,14
22 A-Cadinéne 48,216 1523 0,07
23 Trans-Caryophylléne 41,801 1418 0,47
Alcool secondaire 0,82
24 | a-terpinéne 14,272 1017 0,75
25 | 1-Octen 3ol 12,166 977 0,07
Total 99,87%

2.3.Efficacité larvicide des HEs a I’égard de CX. pipiens

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité des huiles essentielles

extraites de T. vulgariset O. vulgare,évaluée a partir de la mortalité enregistrée chez les

individus traités apres différentes périodes 24, 48 et 72 heures.
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2.3.1. Toxicité de ’HE de T. vulgaris

Différentes concentrations : 25, 50, 100, 150, 200 ppm ont €té appliquees sur les larves du
quatrieme stade nouvellement exuviées. Des séries témoins négatifs (eau seulement) et
témoins positifs (eautlml d’éthanol) sont réalisées en paralleles. Aucune mortalité n’a été
observée dans les deux séries témoins. Les mortalités corrigéesmentionnées dans le
Tableau 10 marquent une augmentation significative en fonction des concentrations
appliquées et des périodes testées. Elles enregistrent des taux variant de 11,67% (25ppm) a
plus de 90% (200 ppm) a 24 h, de 11,75% (25ppm) a plus de 90% (200ppm) a 48h, et de
10,26% pour la dose la plus faible (25ppm) jusqu’a 100% pour la dose la plus élevée
(200ppm) a 72heures.

Le classement des doses par le test HSD de Tukeyrévéle 1’existence de 4 groupes a 24, 48

et 72 heures (Tableau 10). La courbe dose-réponse exprimant le taux de mortalité corrigée en
fonction du logarithme des concentrations appliquées (Fig. 22) a permis I’estimation des
valeurs des différentes concentrations sous létales (CL;o et CLys) et létales (CLsy et Clgp)
ainsi que leurs intervalles de confiance et le Hill Slope (Tableau 11).
Tableau 10.Effet del’HE extraite de T. vulgaris(ppm) appliquée sur des larves du quatrieme
stade de Cx. pipiens, sur le taux de mortalité corrigéea 24, 48, et 72 heures (m + SEM, n=3
répétitions comportant chacune 20 individus). Les lettres représentent le classement des doses
selon le test HSD de Tukey.

Temps (heures) 25ppm 50ppm 100ppm 150ppm 200ppm
24 11,67 £2,22a | 3500+10,00b | 58,33+222c 83,33+2,22d 98,33 +2,22d
48 11,75+ 4,33a | 37,37+491 b 59,39 £2,92 ¢ 88,07 +2,57d 98,33 +2,22d
72 10,26 £3,33a | 43,07+4,15 b 65,53 +1,93¢ 89,56 +3,63d | 100,00+ 0,00d
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Figure 22.Effets de I’'HE de T. vulgaris, appliquée sur les larves 4 de Cx. pipiens: Courbe dose
réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des
doses

Tableau 11. Efficacité de’HE extraite de T. vulgaris (ppm) appliquée sur des larves du

quatrieme stade de Cx. pipiensa 24, 48 et 72 heures aprés traitement:analyse des probits.

Périodes R? HillSlope Concentrations sous létales (ppm) Concentrations létales (ppm)
(heures) CLy ClLs Clsg Clgo
(95% 1C) (95% 1C) (95%I1C) (95% IC)
24 0,96 2,08 25,06 42,46 72,04 207,01
(12,16-51,52) | (26,54-64,92) | (52,82-98,25) | (112,71 -380,18)
48 0,96 2,11 24,32 40,83 68,61 190,54
(11,45-51,52) | (24,94-66,83) | (49,40-95,30) | (102,32 - 366,43)
72 0,97 2,17 22,59 37,49 62,12 169,82
(11,45-4456) | (23,98-58,47) | (45,92-84,05) | (94,84 - 306,90)

2.3.2. Toxicité del’HE d’O. vulgare

L’huile essentielle a été testée sur les larves 4 de Cx. pipiens a des doses variant de 6,25 a
50ppm. Les mortalités enregistrées au cours des tests de toxicités varient de 18,33% a la dose
la plus faible (6,25ppm) a 100% a la dose la plus forte (50ppm) a 24h, de 20,26% (6,25ppm)
jusqu’a 100% (50ppm) a 48h et de 25% (6,25ppm) jusqu’a 100% (50ppm) a 72 heures
(Tableau 12).La mortalité naturelle enregistrée chez les séries témoins positifs et négatifs est
nulle. Le traitement révéle un effet larvicide avec une relation dose-réponse.

Le classement des doses par le test HSD de Tukey met en évidence 4 groupes chacun est
représenté par une dose et cela a 24, 48 et 72 heures (Tableau 12).La courbe dose-réponse

exprimant le pourcentage de mortalités corrigées en fonction du logarithme de la dose
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appligquée (Fig. 23) a permis la détermination des valeurs des différentes concentrations sous
|étales et |étales ainsi que leurs intervalles de confiance et le HillSlope (Tableau 13).
De plus, on note que l'origan est la plante la plus efficace a I'égard des larves de Cx.

pipiens comparativement au thymus.

Tableau 12.Effet de’HE d’O. vulgare(ppm) appliquée sur des larves du quatrieme stade de

Cx. pipiens, sur le taux de mortalité corrigée a 24, 48 et 72 heures (m £ SEM, n=3 répétitions

Temps (heures) 6,25 ppm 12,5 ppm 25 ppm 50 ppm
24 18,33+ 7,77 a 43,33 +4,44b 78,33+11,11c 100,00+ 0,00d
48 20,26 £ 6,49 a 42,28 +5,14 b 77,89+1140c 100,00+ 0,00d
72 25,00+£3,33a 46,66 + 4,44 b 80,00 £13,33¢c 100,00+ 0,00d

comportant chacune 20 individus). Les lettres représentent le classement des doses selon le
test HSD de Tukey.
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Figure 23.Effets de I'HE d’O. vulgare, appliquée sur les larves 4 de Cx. pipiens: Courbe dose
réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du logarithme des
doses.

Tableau 13. Efficacité des HEs extraites d’O. vulgare(ppm) appliquées sur des larves du

quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx. pipiensa 24, 48 et 72 heures apres traitement :

analyse des probits.

Temps R? HillSlope Concentrations sous létales Concentrations létales (ppm)
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(heures) (ppm)
Clyo Clos Clso Clg
(95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC)

24 0,98 2,20 5,06 8,32 13,69 36,98
(2,66-9,62) | (5,56-12,47) | (10,39-18,04) | (19,76 -69,34)

48 0,98 2,13 4,88 8,18 13,70 38,37
(219-1088) | (495-13,52) | (9,74 -19,26) (17,66 -83,56)

72 0,97 1,96 4,06 7,09 12,41 37,93
(1,61-1023) | (3.99-12,61) | (8,52-18,06) (15,92 -90,36)

2.3.3. Efficacité comparée des HEs a I'égard de Cx. pipiens

Le tableau 14représente les concentrations sous létales et Iétales (CL1g, CLys, Clsg et Clg)
des HEs obtenues chez leslarves 4 de Cx. pipiens. Ces résultats montrent que I'HE d’O.
vulgareest plus efficace et plus toxique par rapport a I'HE de T. vulgaris a I'égard de cette
espece.
Tableau 14.Efficacité comparée des HEs extraites de T. vulgaris et d’O. vulgare a I'égard des

larves 4 de Cx. pipiens.

Plantes Concentrations sous letales | Concentrations létales (ppm)
(ppm)
CLyo CLys CLso CLoo
T. 25,06 42,46 72,04 207,01
vulgaris
0. 5,06 8,32 13,69 36,98
vulgare

3. Discussion
3.3.Rendement des huiles essentielles

Plusieurs facteurs déterminent le rendement des plantes en huiles essentielles a savoir
I’espece de plante utilisée, l'aire de sa répartition géographique, la période de récolte, les
pratiques culturales, la technique d’extraction, la température, la durée de séchage et I’état
physiopathologique de la plante (Tchoumbougnanget al., 2005 ; 2006). Le résultat de cette
étape est interprété par le calcul du rendement(Bruneton, 1993).

Le rendement en huile essentielle obtenu parhydrodistillation de la partie aérienne de T.

vulgarisa enregistré une valeur de 1,58 % au cours de notre étude. Ce méme rendement
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(1,57%) a éte rapporté par Ozcan &Chalchat, (2004) chez la méme espéce. Par ailleurs, des
valeurs plus faibles ont été signalées chez T. vulgaris cultivé au Maroc (1%) (Imelouane et
al., 2009 ; El Akhal et al., 2014), au Bresil (0,25%) (Atti-Santos et al., 2004) et en Roumanie
(1,25%) (Boruga et al., 2014) et chez d’autres espéces de Thymus cultivées en Algérie ou
dans d’autres pays du monde tels que T. algeriensiscollecté dans le parc national de Chrea
(0,4 — 0,7%) et a EI Asnam (0,5%) (Hazzit et al., 2009),etT. leucospermus et T. teucrioides
subsp. Candilicuscollectés en Grece avec un rendement de 0,84% et 1,23% respectivement
(Pitarokili et al., 2011).Par contre, de plus forts rendements ont été enregistrés chezT.
pallescenscultivé de différentes régions de 1’Algéric Sidi-Aissa, Boussaada, Oued Rhiou,
Kadiria et EI Asnam, avec des taux variant de 2,7 a 6,2% (Hazzit et al., 2009).

Quant ala seconde plante, O.vulgare,l’extractionrévéleun rendement de 1,71%.Par ailleurs,
de fortes valeurs ont été signalées chez la sousespeceO. vulgare ssp. glandulosumcultivée
dansla région de Médéa (de 1,5 a 3,0%) (Houmani et al., 2014)et la région de Azzaba (2,50%)
(Boughendjioua & Seridi, 2017). Les mémes observations ont été faites chez O. glandulosum
récolté dans différentes stations de la région de Sétif, ou le rendement enregistre des valeurs
de 2,3 jusqu’a 5% (Ruberto et al., 2002 ; Belhattab et al., 2005).Par contre, des études
réalisées sur d’autres espéces d’Origan ont montré de faibles rendements chez O. majorana
cultivé au Maroc (0,8%) (EI-Akhal et al., 2014)et au Nord-est de la Tunisie avec des taux
variant de 0,04% jusqu’a 0,09% (Sellami et al., 2009).

De plus, les rendements signalés dans d’autres pays du monde, révelent une supériorité des
valeurs chez O. vulgare collecté en Inde (13.6 ml/ kg de poids frais) (Govindarajan et
al.,2016), au Pakistan (22.0 g/kg ) (Hussainet al., 2011),en Turquie(2,8%)(Ozer et al.,
2018)et dans les régions eurasiennes (7,4%) (Pavela, 2008).

D’apres la littérature, Cette variabilité témoigne de I'impact des différents facteurs :
intrinséques liés au bagage génétique de la plante et extrinséques liés aux conditions de la
croissance et du développement de la plante (Bruneton, 1993), la période de récolte, l'origine
géographique, la période de séchage, la localisation, la température et la technique
d'extraction, etc. (Svoboda &Hampson, 1999; Smallfield , 2001).

3.2. Composition chimique des huiles essentielles

L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Salzer, 1977). Les huiles
essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines, voire plusieurs

centaines de composés, principalement terpéniques (Paolini, 2005). Elles sont constituées
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également de monoterpenes et des sesquiterpenes (possedant respectivement 10 et 15 atomes
de carbone) et plus rarement des diterpénes (20 atomes de carbone) ainsi que des composés
linéaires non terpéniques et des phénylpropanoides(Chiasson & Beloin, 2007).

La composition chimique de I’huile essentielle peut étredifférente au sein d’une méme
espéce, on parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un
polymorphismechimique ou une espéce peut étre homogéne au niveau de son caryotype et
produire des huilesessentielles de compositions différentes. Les huiles de T. vulgaris se
caractérisent soit par un constituant majoritaire (géraniol, linalool, et a-terpinéol) soit par un
groupe de constituants biogénétiquement liés (trans-thuyanol-4 et terpinéol-4; 5-terpinéne, p-
cymeéne et thymol; p-cyméne et carvacrol) (Granger & Passet,1973). La teneur élevée en un
composé définie le chémotype de 1’espéce (Lukas et al., 2015). Dans le cas de Thymus
vulgaris, sept (7) chémotypes ont été individualisés, deux sont phénoliques dont le composé
majeur est le thymol ou le carvacrol et cing chémotypes non phénoliques représentés par la
prédominance de géraniol, a-terpinéol, thujéne-4-ol, linalool et 1,8-cinéole (Kulevanova et
al., 1996 ; Guillén & Manzanos, 1998 ; Thompson et al., 2003 ; Torras et al., 2007).0On peut
aussi citer le cas de 1’Ocimum gratissimum L., qui peut présenter 5 chémotypes : eugénol,
méthyl-eugénol, linalool , B-caryophyllene, et géraniol (Charles & Simon, 1992).

La notion de diversité de la composition chimique des HEs a été signalée par Charchari
&Boutekedjret (1994) qui a démontré que la teneur en principaux constituants de I’huile
essentielle d’Artemisia herba-alba assa recoltée en Algérie différe selon le lieu de vegétation
de la plante. Il a observé 2 chémotypes suivant la région de récolte : le type a a-thuyone
caractérisant I’huile essenticlle de la plante provenant de Ghardaia et celui a a-thuyone-
camphre et chrysanthénone caractérisant celle de la plante récoltée a Biskra, a Bordj Bou
Arreridj et a Laghouat.

L’analyse chromatographique de I'HE extraite de T. vulgarismontre que cette espéce
présente un taux élevé delinalool qui est unmonoterpene non phénoliqueavec 82,88%et le
second pic correspond au thymol avec 4,92%. Ces résultats concordent relativement avec
ceux rapportés par Houmaniet al., (2002)concernant I’huile de T. algeriensiscultivé dans la
région de Blida, dont I'un était riche en linalool (78,80%) et l'autre en thymol (62,7%). Les
résultats obtenus par Dobet al. (2006)montrent que l'huilede T. fontanesiicultivé dans la
région de Djelfa (Sud-Algérien), est constituéede thymol (29,3%), de y-terpinéne (21,7%)
etde p-cymene (15,9%) entant que composés majoritaires, tandis que le linalool (4,8%) et le

B-caryophylléne (2,9%) représentent la fraction minoritaire. Ainsi, les travaux de Benayacheet
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al. (2014) ont révéléla présence de thymol (54,1%), suivi de p-cymeéne (15,3%) et de linalool
(5,4%) au niveau de I’huile de T. numidicus. La caractérisation chimique de I'huile essentielle
de T. vulgaris, cultivée au Maroc, a révélé la prédominance de la fraction monoterpénique
(97,35%) avec 46,5% sous forme hydrocarbonée et 50,85% sous forme de composés
oxygénés, par contre les sesquiterpénes hydrocarbonés ne représentent qu’un faible
pourcentage (1,7%)(El Akhalet al., 2015). Msaadaet al. (2012) ont enregistré la
prédominancedelinalool avec 47,30%, de l'acétate de linalyle (28,65%), de bicyclogermacréne
(3,40%) etdu camphre (2,32%). Par ailleurs, la composition chimique de I'huile de T.
vulgariscollecté au Brésil a révélé une prédominance du carvacrol (45,5%), de l'a-terpinéol
(22,9%) et de I'endo-Bornéol (14,3%) (Fachini-Queirozet al., 2012).

Tableau 15.Constituants majoritaires des HEs de T. vulgaris collecté dans différents pays.

Constituants majoritaires Pays Références
thymol (47,79%), p-cyméne (24,13%0), y-terpinéne ]
y ( ). pey ( ) vterp Maroc Habbadiet al. (2017)
(8,19%)
carvacrol (57,3%), linalool (11,8 %), thymol (10,67 o
Iran Abedini et al. (2014)
%)
durénol (56,2%), thymol (15,04%), p-cyméne (8,69
) Oman Mohammed et al. (2016)
%), d-terpinéne (5,24%), a-pinéne (2,65%)
thymol (43,8%), p-cymeéne (15,2%) germacréene-D
o Iran Shafaghat & Shafaghatlonba (2011)
(11,7%), terpinoléne (3,4 %), carvacrol (3,2%0)
thymol (75,6%), B-caryophylléne (4,3%0) Grece Giatropoulos et al. (2018)
thymol (77,7%),linalool(69%b),3-cyclocitral
. France Pavela el al. (2009a)
(38,26%0),géraniol (97,1%)
thymol (33,2%6), %), p-cymene (24,3 %), carvacrol .
ymol ( _0) ). p-cy ) ( °) Italie Catauro et al. (2017)
(8,6%0), 1,8-cinéole (5,8%0), linalooal (5,7%0)
carvacrol (81,2%), p-cyméne (3,8%), y-terpinene
( \) prey ¢ (f) \y P Maroc Zantar et al. (2014)
(2,7%), a-humulene (2,0%0), a-terpinéne (0,7%)
carvacrol (70,6), thymol (10,1), p-cyméne
(70.6). thy (10.1). p-cy Liban Knio et al. (2008)
(4,2),carvacrol méthyl éther (2,8), trans-anéthol (2,4)
thymol (40,19%6), p-cyméne (23,4%), c-terpinéne
] Cameroune Tchoumbougnang et al. (2009)
(15,1%),bornéol (4,5%), carvacrol (2,4%0)
thymol (32,5%), bornéol (30,3%0), carvacrol (10,6%b), République
) . . Pavela (2009b)
bornylacétate (5,3%0), a-terpinéne (3,5%0) tcheque

Contrairement aux HEs extraites de T. vulgaris analysées au cours de notre étude et qui ont
montré une prédominance d’un monoterpene non phénolique (linalool 82,88%),les analyses

desHEs extraites d'O. vulgare ont permis l'identification d’unmonoterpéne phénolique,le
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carvacrol (77,63%) comme élément majeur. Ce résultat renforce la notion de la richesse des
HEs d’0. wvulgare en monoterpénes phénoliques particulierement le carvacrol et
occasionnellement le thymol(D’antuono et al., 2000).Cette teneur élevée en carvacrol a été
prouvée dans d’autres études menées surl’Origancollectédans plusieurs régions d’Algérie et
dans d’autres pays du monde. C’est ainsil’étude effectuée sur les HEs d’O. glandulosum de la
région de Sétif qui a mis en évidence 29 composés avec une forte teneur en carvacrol (47%),
suivie de y-terpinene (13,4 %), de p-cymeéne (11,2%) et de thymol (6,6%) (Belhatteb et al.,
2005). Des résultats similaires ont été trouvés lors de I’analyse de 1’huile d'O. acutidensqui
révele la dominance du carvacrol (66-72%) et du p-cymene (7,5-14,0%) (Baser et al., 1997;
Sokmen et al., 2004; Figueredo et al., 2006). Les travaux deGovindarajan et al. (2016)ont
montré quele carvacrol (38,30%) et le terpinéne-4-ol (28,70%) représentent les principaux
constituantsde I’O. vulgarecultivé en Inde. Selon Stojkovi¢ et al.(2013), le constituant majeur
d'O. vulgareestle carvacrol (64,50%), tandis que le p-cyméne et le y-terpinene marquent de
faible taux (10,90% et 10,80% respectivement).

Par ailleurs, les analyses chromatographiques effectuées par Rubertoet al. (2002) sur les
huiles d’O.glandulosum récolté dans quatre stations différentes dans la région de Seétif
(Algérie), signalent la présence de deux chémotypes : un chémotype a thymol et un
chémotype a carvacrol. Houmaniet al. (2014)rapportent que les principaux composés d’O.
floribundum cultivé a Blida sont le p-cymeéne (31%), le thymol (9,9%) et le carvacrol (35,0%)
tandis que, les composés d’O. vulgaressp. Glandulosumde Médéa sont le y-terpinéne (13,6%),
le thymol-méthyl-éther (16,3%), le carvacrol-méthyl-éther (11,4%) et le thymol
(26,1%).Dafereraet al. (2003), ont analysé la composition desHEs d'O.vulgare en Grece, ou
ils ont révéléla prédominance de thymol (63,7%), du p-cymene (13,0%) et du carvacrol
(8,6%).

Tableau 16.Constituants majoritaires des HEs de I'O. vulgare collecté dans différents pays.

Constituants majoritaires Pays Références

carvacrol (34,0 %), y-terpinéne (21,6 %), p-cyméne (9,4 %) Maroc Fouad et al. (2015)

linalool (0,3-20,6%), B-caryophylléne (1,3-45,0%), germacréne Estonie Ivask et al. (2005)
D (0,7-21,0%), caryophyllene oxide (1,5-31,3%b),spathulénol
(0,9-10,1%)

carvacrol (49,2-64,7 %), y-terpinéne (6,0-14,6 %), p-cyméne | Turquie Ozer et al. (2018)
(6,8-14,0 %)
thymol (20,97-21,6%), 4-terpinéol (16,27-15,85%), y-terpinene Iran Mehdizadeh et al. (2018)
(7,62-5,46 %), trans-sabinéne hydrate (6,11-7,91%), p-cymene
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(4,27-5,69 %)

thymol (32,58%), y-terpinéne (18,76%), durénol (17,92 %), Algérie Mahfouf et al. (2017)
duréne (11,40 %), 2-caréne (2,79%), B-thujene (1,94 %),
caryophylléne (1,80%), B-sesquiphellandréne (1,43%o), linalool
(1,22 %).

carvacrol (46,5 % - 60,6 %), y-terpinéne (13,91 % -16,64 %), p- Iran Moradi et al. (2015)
cymeéne (13,54 % -7,21 %)

spathulénol (20,7%), B-caryophylléne (9,9%), caryophylléne | Bulgarie | Kula et al. (2007)
oxide (5,7%)

1,8-cinéole (15%), a-terpinéol (10,7%) et terpinéne-4-ol (9,3%) Bulgarie | Kulaet al. (2007)

sabinéne (14,2 - 18,8%) p-ociméne (6,9 - 17%), p-caryophylléne | Lituanie | Mockute et al. (2003)
(14,2 - 18,8%) et germacrene D (9,6 - 15,5%)

thymol (29,9 %), y-terpinéne (13,0 %), B-pinéne (11,3 %), 3- Iran Andi et al. (2013)
octanone (9,2 %), carvacrol (5,2 %), sabinéne (5,0 %), a-pinéne
(4,5 %)

La composition chimique de ces huiles varie en fonction de différents facteurs externes et
internes a la plante, incluant le stade de developpement des plantes, la période et la zone
géographique de récolte (Delaquis et al., 2002 ; Gonny et al., 2004 ; Burt, 2004 ; Boti et al.,
2006, Oussou, 2009), le mode d'extraction, la variation saisonniére, lI'organe végétal et I'age
du cycle végétatif (Abu Lafi et al., 2008 ; Zein et al., 2011) etles particularités génétiques
(Masotti et al., 2003; Hashemabadi et al., 2010; Ben Marzoug et al., 2011; Mileski et al.
2014). La nature du sol et les rayons solaires exercent une influence directe sur l'activation ou
I'inactivation de certains groupes enzymatiques, conduisant a la prédominance d'une voie
particuliére de la biosynthése (Belaiche, 1979).

De plus, la qualité de I'HE varie selon le régime des vents, notamment chez les especes qui
possedent des structures histologiques de stockage superficielle (ex : poils sécréteurs des
Lamiaceae) (Bruneton, 1999; Gyorgyi et al., 2006). Selon 1’étude de Nissinen et al. (2005), la
composition des huiles essentielles peut étre influencée par certains ravageurs nuisibles,tel
que le psylle de la carotte (Trioza apicalis) qui induit une augmentation de sabinéne, B-pinéne
et de limonene dans l'huile extraite des feuilles de carottes.

Notre étude a montré une diversité de la composition chimique enregistréechez les deux
plantes testées, Thymus vulgaris et Origunum vulgare.Deux chémotypesdifférents ontété
identifiesT. vulgaris,chémotype linalool et O. vulgare chémotype carvacrol.L’impact de la

phylogénie (genre et especes) et la répartition géographiquedifférente des deux plantes
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constituent un argument qui justifie la variabilité de la composition chimique des HEs des
deux plantes.
3.3. Toxicité des huiles essentielles

Au cours des dernieres décennies, les recherches sur les interactions entre plantes et
insectes ont conduit a Il'utilisation potentielle des extraits de plantes dans le domaine de la
lutte (Kamaraj et al., 2009).De nombreux métabolites secondaires sont connus pour leur
pouvoir insecticide (Pavela, 2009b), car ils agissent comme fumigants (Choi et al., 2006),
comme insecticides de contact(Tang et al., 2007), comme répulsifs (Islam et al., 2009) et
comme anti-appetant(Gonzalez-Coloma et al., 2006) et peuvent affecter certains paramétres
biologiques tels que le taux de croissance (Nathan et al., 2008), le développement et la
reproduction (Isikber et al., 2006).L'activité larvicide des huiles essentielles contre les
moustiques a suscité un vif intérét dans la littérature scientifique récente (Shaalan et al., 2005;
do Nascimento et al., 2013; Liu et al., 2015; Pavela, 2015a).En général, ces HEs
agissentcomme insecticides de contact a mode d'action neurotoxique ciblant le GABA, les
synapses octopaminiques et I'acétylcholinestérase(RegnaultRoger et al., 2012).

La toxicité des huiles essentielles extraites de T. vulgaris et O. vulgarea été étudiée chez
les larves du quatrieme stade de Cx. pipiens,par la détermination dutaux de mortalités
enregistrées apres chaque traitement.Les résultats obtenus révelent une activité larvicide de
ces huiles avec une relation dose réponse. De plus, 1’huile d’O. vulgare montre un pouvoir
toxique plus élevé que celle de Thymus.

Divers travaux ont montré I’activité larvicide des huiles extraites de plusieurs plantescontre
les larves de moustiques telle queTagetes patula contre Ae. aegypti, An. Stephensi et Cx.
quinquefaciatus(Dharmagadda et al., 2005) ; Ipomoea cairica contre Cx. tritaeniorhynchus,
Ae. aegypti, An. stephensi et Cx. quinquefasciatus (Thomas et al., 2004) et treize (13) huiles
essentielles provenant de 41 plantes contre les mémes espéces (Amer &Mehlhorn, 2006c¢).

Des expériences antérieures ont montré que I’extrait aqueux de T. vulgaris
(Tchoumbougnang et al., 2009), possede un pouvoir larvicide plus éleve que celui de Ricinus
communis etDaphne gnidium (Dahchar et al., 2016)a I’égard de Cx.pipiens. De plus, les
extraits aqueux de Ricinus communis et de Tetraclinisarticulata appliqués sur les larves de
quatre especes de moustiques, montrent une sensibilité marquée des larves 2 de Cx. pipiens et
de Cs. longiareolata(Aouinty et al., 2006). Les résultats signalés par Koua (1994) révélent
une activité toxique del’extrait aqueux de Persea americana appliqué sur différents stades

larvaires d’An.gambiae avec une relation dose réponse.
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Au cours de notre étude,’application de 1'huile d'O. vulgaresur les larves 4 de Cx. pipiens
présente une forte activité larvicide qui se traduit par de faibles concentrations sous létales et
létales. Plusieurs études ont éteé realisees sur différentes espéces du genre Origanum ou on a
signalé la toxicité de I’O. majorana, O. compactum et O. syriacum contre Cx.
pipiens(Soliman & EI-Sherif, 1995 ; Lahlou et al., 2001 ; Traboulsi et al., 2002).

La variation du pouvoir larvicide des huiles essentielles est di & I’action des composés de
ces derniéres(Imelouane et al., 2009). Les résultats de ’analyse de la composition chimique
des huiles essentielles obtenues dans notre étude, révelent la prédominance du carvacrol pour
I’Origan. Ce composé est connu pour ses activités antioxydante, antimicrobienne,
antitumorale, antimutagene, analgésique,antispasmodique, anti-inflammatoire, antiparasitaire,
inhibiteur de I'AChE et insecticide (Baser, 2008). Selon les travaux d’Ahn et al., (1998), le
carvacrol posséde une activité insecticide et acaricide trés intense. Szczepanik et al. (2012)
ont enregistréeque le carvacrol provoque une mortalité de 85 a 97% des larves d'Alphitobius
diaperinus, cette mortalité est liée aux effets engendrés par cet élément a ’égard de divers
insectes; neurotoxique, perturbateur de croissance, anti-appétant et répulsif.Le mécanisme
d'action des monoterpénoides tels que le carvacrol a été largement étudié chez I'insecte (Tong
& Coats, 2010). Mohammedi, (2017) a montré que le carvacrol et deux autres
monoterpénoides (pulegone et thymol) sont des modulateurs positifs des récepteurs GABA de
I'insecte et ils peuvent causer des effets inhibiteurs sur le systéme nerveux de l'insecte, et le
carvacrol est I’insecticide le plus puissant par rapport aux autresmonoterpénoides.Les travaux
de Govindarajan et al. (2016)ont montré une faible activité larvicide de I’huile d’O. vulgare a
I’égard d’An. Stephensi, An. Subpictus, Cx. quinquefasciatus et de Cx. tritaeniorhynchus
comparativement a nos résultats, avec des CLsy de 67, 74,14, 80,35 et 84,93 ppm,
respectivement.

D'autres recherches menées par Traboulsiet al. (2002) ont montré l'activité insecticide des
huiles extraites de quatre plantes médicinales récoltées au Liban, y compris le genre
Origanum (O.syriacum) contre les larves de Cx. pipiens, dont la CLseest de36 ppm.Par
ailleurs, l'activité insecticide des huiles de deux espéces d'Origanumtestée contre les larves 3
et 4deCx. pipiens,a marqué des CLsy et CLggrespectivement de I'ordre de 24,8 et 61,3 ppm
pour O. onites et de 73,8 et 118,9 ppm pour O. minutiflorum(Cetin&Yanikoglu, 2006).

Dans cette étude, on peut expliquer I’activité larvicide des HEs a I’égard de Cx. pipiens,
par I’action de leurs composants majoritaires : T. vulgaris avec Linalool et O. vulgare avec

Carvacrol. Plusieurs travaux ont montré que la toxicité des HEs de ces deux plantes est
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influencée par leur composition chimique. Ceci dépend généralement de [I’origine, des

conditions climatiques, de la méthode et la période d’extraction et de la partie de la plante
(Manal et al., 2013).

Tableau 17.Effet larvicide decertaines espéces de plantes a I’égard de différentes especes de

moustiques.
Plantes Espéeces de moustique Concentrations (ppm) Références
o Clsg: 73,45
Cx. pipiens CLgo: 101,20
Ocimum basilicum
. CL5O : 122,70
Cs. longiareolata Clgo: 151,80
Cx. pipiens Clso: 113,38
: ClLg: 150,38 i
Lavandula dentata 2 Dris (2018)
) Clso: 77,09
Cs. longiareolata Clgy: 104,45
. CLs,: 47,58
Cx. pipiens CLeo: 150,38
Mentha piptera
) Clso: 41,63
Cs. longiareolata Clgo: 69,72
Cx. pipiens Clso: 38,75
: : Clg: 85,91
Mentha pulegium = Guenez et al. (2018)
. Clso: 28,16
Ae. caspius Clyo: 53,75
Clso: 8,29
An. Stephensi Clgo : 87,68
Ocimum basilicum Maurya et al. (2009)
Cx. quinquefasciatus gLLSO-':%5275
90 - ’
- Cls: 2,69
Cx. pipiens .
Kelussia odoratissma Clgo: 7,90
Mozaffarian ) ClLsy: 4,88 Vatandoost et al. (2012)
An. Stephensi Cla : 9,60
Ocimum gratissium CLg: 300
Cymbopogon citrus Cloy: 200
] Sosan et al. (2001)
Ageratum conyzoides Ae. aegypti Clg: 120
An. Stephensi Clsy: 272,19
Citrus sinensis Ae. aegypti CLs,: 289,62 Murugan et al. (2012)
Cx. quinquefasciatus CLsp: 320,38
Myrtus communis Cley: 16
Lavandula stoechas Cls: 89
Mentha microphylla Clsg: 39
Pistacia lentiscus Traboulsi et al. (2002)
Cx. pipiens molestus Cls: 70
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Clso: 47,88 Koliopoulos et al. (2010)

Mentha suaveolens Cx. pipiens Clg : 64,35
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Effet des huiles essentielles sur les biomarqueurs

1. Introduction

Les biomarqueurs ont été largement utilisés en écotoxicologie comme indicateurs précoces
d'exposition a des substances toxiques (Alessio et al., 2016). lls peuvent étre définis comme
des changements observables ou mesurables au niveaux moléculaires, biochimiques,
cellulaires, physiologiques ou comportementaux indiquant I'exposition actuelle ou passée d'un
organisme aux Xénobiotiques (Lagadic et al, 1997 ; Timbrell, 1998; Badiou, 2007). Une
¢valuation efficace des impacts écotoxicologiques des xénobiotiques nécessite une approche
basée sur la combinaison de plusieurs biomarqueurs (Roméo er al., 2003a), car elle permettera
un diagnostic plus précis de 'exposition aux facteurs de stress environnementaux via différentes

réponses biologiques.

Diverses enzymes sont couramment utilisées comme biomarqueurs chez de nombreuses
espéces (Barata ef al., 2007; Heylen er al., 2011), telles que 1’ Acétylcholinestérase, enzyme
impliquée dans le contréle de la transmission nerveuse dans les synapses cholinergiques, en
hydrolysant le neurotransmetteur acetylcholine (Badiou et al., 2007); la Catalase, enzyme qui
catalyse la conversion de peroxyde d'hydrogéne en oxygéne et en eau, fournissant un systéme
de défense efficace contre la toxicité des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) (Aebi, 1983) ;
et la glutathion-S-transférase, est une enzyme de détoxification de phase Il qui catalyse la
conjugaison du glutathion réduit (GSH) & un grand nombre de xénobiotiques, et de convertir

des composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement excrétables (Maxwell, 1992).

Plusieurs travaux sur les métabolites secondaires extraites i partir de plusieurs plantes, ont
signalé une inhibition ou une induction de I"activité de differentes enzymes impliquées dans le
processus de detoxication (Tel ef al, 2010 ; Orhan et al., 2013 ; Valizadeh et al., 2013; Seo er
al., 2014; Tarigan ef al., 2016; Mahanta ef al, 2017), notamment les estérases (EST), la
glutathion S-transférase (GST) et les phosphatases (Zibaee, 2011). Plusieurs monoterpénes
contenus dans les HEs sont neurotoxiques, agissant sur différentes cibles en fonction de leur
nature chimique. Le terpinéne-4-ol et le 1,8-cinéole contenus dans les HEs extraites des feuilles
de thé provoquent une inhibition de I'acétylcholinestérase (Mills er al., 2004). Selon Huignard
et al. (2008b), les récepteurs GABA sont des sites cibles pour ces composés. Le thymol perturbe
le fonctionnement des synapses inhibitrices ol le neurotransmetteur est 'acide gamma
aminobutyrique (GABA), il se fixe sur les récepteurs GABA associés aux canaux chlorures et
perturbe ainsi 1’activité régulatrice de ses cellules (Priestley er al,, 2003). Selon Enan, (2005a)

I'eugénol a un effet spécifique sur les recepteurs de 1'octopamine qui est un neuromodulateur
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du systéme octopaminergique (Enan, 2005a). Ces études confirment que l'activité insecticide
des monoterpénes contenant dans les HEs est due a plusieurs mécanismes qui affectent
plusieurs cibles, perturbant ainsi l'activité cellulaire et certains processus physiologiques chez

les insectes.

Dans ce sens et pour contribuer 4 une compréhension de ces mécanismes, nous avons
évalué I’effet des HEs extraites a partir des deux plantes Thymus vulgaris et Origanum vulgare
sur ["activité¢ d’un biomarqueur de neurotoxicité, I’AChE et sur des biomarqueurs du stress
oxydatif, glutathion S-transférases et son cofacteur, le glutathion chez une espéce de moustique

Cx. pipiens.
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2. Résultats

2.1. Effet des HEs sur les biomarqueurs

Les huiles essentielles extraites & partir de deux plantes, Thymus vulgaris et Origanum
vulgare ont été appliquées sur les larves du quatriéme stade nouvellement exuviées de Cx.
pipiens 4 deux concentrations (CL2s et CLso). L'impact de ces huiles a été déterminé sur un
biomarqueur de neurotoxicité, I'acétylcholinestérase (AChE) et un biomarqueur de

détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et son cofacteur, le glutathion (GSH) i

différentes périodes.

2.1.1. Effet sur I"activité spécifique de I’'AChE
Les résultats de I'activité spécifique de I"’AChE exprimés en nanomoles par minutes et par

milligramme de protéines (nM/min/mg de protéines) sont mentionnés dans la figure 24 A et B.

La comparaison des valeurs moyennes par le test « f » de Student montre que les HEs de T.
vulgaris et O. vulgare provoquent une diminution non significative (p=0,05) de "activité
spécifique de ::I"’AChE au cours de différentes périodes testées (24, 48 et 72 heures). A partir

de ces données, on peut conclure que ces huiles ne sont pas neurotoxiques.
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Figure 24. Effet des HEs (CLas et CLso) extraites de T. vulgaris (A) et d'O. vulgare (B) sur 'activité
spécifique de I'AChE (nM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes
périodes (m + SEM, n=3). (NS: Différence non significative (p=0,05)).

Le classement des valeurs moyennes de 'activité spécifique de 'AChE (nM/min/mg de
protéines) est résumeé dans le tableau 18. Les résultats mettent en évidence I'existence d’un seul
groupe pour la CLjs et cela 4 24, 48 et 72 heures; représenté par les témoins, les traités au

T. vulgaris et O. vulgare.
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Tableau 18. Classement par ordre décroissant de I'activité spécifique de I'’AChE (nM/min/mg de
protéines) chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes périodes aprés traitement par les HEs
des deux plantes (CL2s): test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 0,874 a
24 T. vulgaris 0,759 a
O. vulgare 0,513 a
Témoins 0,887 a
48 T. vulgaris 0,721 a
O. vulgare 0.484 a
Témoins 0.861 a
72 T. vulgaris 0,511 a
O. vulgare 0,493 a

Pour la CLso, le classement relatif a I'activité spécifique de I’AChE (Tableau 19), a permis
de mettre en évidence un seule groupe 4 24 heures renfermant toutes les séries témoins et
traitées. Deux groupes distincts ont été signalés a 48 et 72 heures, le premier représenté par les

témoins, le second est un groupe composé des traités a I'O. vulgare et au T. vulgaris.

Tableau 19. Classement par ordre décroissant de I'activité spécifique de I"’AChE (nM/min/mg de
protéines) chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes périodes apreés traitement par les HEs
des deux plantes (CLso) : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
24 T. vulgaris 0,558 a
O. vulgare 0,463 a
Témoins 0,887 a
48 O. vulgare 0,450 b
T. vulgaris 0,306 b
Témoins 0.861 a
72 O. vulgare 0.435 b
T. vulgaris 0,208 b
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2.1.2. Effet sur I"activité spécifique des GSTs

L’ activité spécifique des glutathion-S-transférases a été estimée chez les sénies témoins et
traitées par application de la formule de Habig er al. (1974). Les résultats sont exprimés en
nanomoles par minutes et par milligramme de protéines (nM/min/mg de protéines). Ils sont

mentionnés dans la figure 25 A et B.

La comparaison des valeurs moyennes entre les séries témoins et traitées par le test ¢ de
Student, révéle une augmentation significative de I'activité spécifique des GSTs chez les séries
traitées au T. vulgaris avec la plus forte dose (CLsg) 4 24 (p = 0,010) et avec les deux doses

(CL2s et CLsa) 2 72 h (p = 0,024 et p = 0,004 respectivement).

Quant & I'huile de I'Origan, le traitement induit une augmentation significative de 'activité
specifique des GSTs avec les deux doses appliquées (CLas et CLso) 4 24 (p = 0,001 et p < 0,001
respectivement) et 4 72h (p = 0,038 et p = 0,001 respectivement) et avec la plus forte dose
(CL50) a 48h (p= 0,043). De plus, on note que "huile de I'Origan affecte le plus I"activité

specifique des GSTs chez Cx. pipiens comparativement au Thymus.
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Figure 25, Effet des HEs (CL.s et CLs;) extraites de T. vulgaris (A) et d’O. vulgare (B). sur activité
spécifique des GSTs (nM/min/mg de protéine) chez les larves 4 de C. pipiens a différentes périodes (m
+ sem, n=3). (NS : Différence non significative ; ¥: Différence significative (p=0,05) ; ¥*: Diftérence
hautement significative (p<0,01) ; **#¥ : Différence trés hautement significative (p<0,001)).

Un classement par ordre croissant des moyennes relatives i activité spécifique des GSTs
est resumé dans le tableau 20. Les résultats mettent en évidence I'existence d’un seul groupe
pour la CL2s & 24 et 48 heures ; représenté par les témoins et les deux traitements. Ce qui

explique que les deux plantes n’affectent pas 'activite spécifique des GSTs a ces deux temps.
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Par contre, deux groupes ont été enregistrés a 72 heures : le premier représenté par les témoins
et le second groupe composé par les traités au T. vulgaris et O. vulgare.
Tableau 20. Classement par ordre croissant de 1"activité spécifique des GS5Ts (nM/min/mg de protéine)

chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes périodes aprés traitement par les HEs des deux
plantes (CLas): test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 0,013 a
24 0. vulgare 0,036 a
T vulgaris 0,038 a
Témoins 0,030 a
48 T vulgaris 0,036 a
0. vulgare 0,040 a
Témoins 0,018 a
72 0. vulgare 0,044 b
T vulgaris 0,047 b

Pour la CLsg, le classement des moyennes (Tableau 21), montre trois groupes a4 24 et 72
heures ; le premier groupe englobe les témoins, le second est représenté par T. vulgaris et le
demier groupe englobe 1'O. vulgare. A 48 heures, deux groupes ont été signalés le premier

renferme les témoins et le deuxiéme groupe est composé par T. vulgaris et O. vulgare.

Tableau 21. Classement par ordre croissant de 1"activité spécifique des G5Ts (nM/min/mg de protéine)
chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes périodes aprés traitement par les HEs des deux
plantes {CLso): test HSD de Tukey.

Toms e

Teémoins
24 I vulgaris
Q. vulgare
Teémoins
48 T. vulgaris
0. vulgare
Teémoins

72 T. vulgaris

0. vulgare
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2.1.3. Effet sur le taux de la GSH
Le taux de la GSH a été estimé chez les larves 4 témoins et traitées avec la CLas et la CLsq.
Les résultats exprimés en nanomoles par milligramme de protéines (nM/ mg de protéines), sont

mentionnés dans la figure 26 A et B.

La comparaison des valeurs moyennes par le test “t" de Student, révéle une réduction
significative du taux de la GSH chez les séries traitées (CLas et CLsg) au T. vulgaris 448 (p =
0,014 et p=10,001 respectivement) et 72 h (p = 0.005 et p = 0,001 respectivement). Aucun effet
n’a été signalé a 24 h (p > 0,005).

Par contre, les résultats du traitement par 'huile d'Origan mettent en évidence une
diminution significative du taux de la GSH 4 48 h avec la CLso (p = 0,016) et & 72h avec les
deux concentrations appliquées (CLzs et CLso) (p = 0,010 ; p = 0,002 respectivement). Par
contre 4 aucun effet (p = 0,05) n’a été signalé a 24h. De plus, on remarque que le thymus a plus

d’effet sur la GSH comparativement a " origan.

A mTémaoins B B Témoins
- ECL25 - W CL25
-+ 3
& a0 ECLS0 g 40 mCL50
o e 30
= =
3 E 15
E E 20
§ £ 15
5 =
3 % w0
s % o0s
s 3
= = 0,0
2 E 24 48 72
Temps [heures) Temps (heures)

Figure 26. Effet des HEs (CL,s et CLs,) extraites de T. vulgaris (A) et d 0. vulgare (B) sur le taux de la
GSH (nM/mg de protéines) chez les larves 4 de Cx. pipiens a différentes périodes (m = SEM, n= 3).
(NS différence non significative ; *Différence significative (p=0,05); **: Différence hautement signifi-
cative (p=0,01) ; *** : Différence trés hautement significative (p=0,001)).

Un classement par ordre décroissant du taux de la GSH est résumé dans le tableau 22. Les
résultats mettent en évidence I'existence de deux groupes distincts i 24 et 48 heures, le premier
est représenté par les témoins et les traités 4 'Origan et un deuxiéme groupe renfermant les
traités au Thymus. Par contre, & 72 heures, trois groupes ont été constatés, chacun étant

représenté par une série et cela pour les traités a la CLas.
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Tableau 22. Classement par ordre décroissant du taux du glutathion (nM/mg de protéines) chez les
larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes périodes aprés traitement par les HEs des deux plantes
(CLzs): test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 3,840 a

24 Q. vulgare 2.684 a
T vulgaris 1,193 b
Témoins 3,255 a

48 O. vulgare 2,530 b
. vulgaris 0,603 [\
Témoins 2,453

72 Q. vulgare 1,571 b
T. vulgaris 0,617 [

Pour la CLsa, les résultats du classement (Tableau 23), révélent deux groupes distincts a 24
heures, un groupe formé par les témoins et les traités 4 I'Origan et un deuxiéme groupe
représenté par les traités au Thymus. Par contre, 4 48 et 72 heures, trois groupes ont été signalés,
chacun étant représenté par une série.

Tableau 23. Classement par ordre décroissant du taux du glutathion (nM/mg de protéines) chez les

larves 4 de Cx. pipiens au cours de différentes périodes aprés traitement par les HEs des deux plantes
(CLsp) : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs movennes Groupes

Témoins 3.840 a

24 O. vulgare 3,211
T vulgaris 1,766 b
Témoins 3,255 a

48 0. vulgare 3,063
T vulgaris 1,289 b
0. vulgare 2946 a

72 Témoins 2,453 b
T vulgaris 0,851 C
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3. Discussion

3.1. Effet des HEs sur les biomarqueurs

Les biomarqueurs sont des importants ¢léments d’évaluation des risques écologiques liés i
la pollution, ils mesurent l'intéraction entre un systéme biologique et un agent environnemental.
[ls peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques (WHO, 1993). L'inhibition ou I'induction
des biomarqueurs dépend de I'évaluation du niveau d'exposition et des effets toxiques de
xénobiotiques sur l'organisme (Sturm er al, 2000; Varo et al, 2001). Les principaux
biomarqueurs utilisés sont des marqueurs enzymatiques tels que 1"AChE, la glutathion

peroxydase et la glutathion S-transférase.

3.1.1. Effet des HEs sur I'activité spécifique de 'AChE

L'acétylcholinestérase est une enzyme clé du systéme nerveux des insectes, qui peut
inactiver le neurotransmetteur acétylcholine au niveau de la fente synaptique (Fields &
Burnstock, 2006; Lopez et al., 2010). Cette enzyme est indispensable au bon fonctionnement

des synapses cholinergiques (Haubruge & Amichot, 1998).

Dans les jonctions interneuronales, la terminaison nerveuse libére un médiateur chimique,
I"acétylcholine (ACh) qui a une durée de vie trés courte et qui permet la transmission de I'influx
nerveux. Lorsque I"ACh est libérée dans 1'espace synaptique, elle se fixe sur des récepteurs
cholinergiques qui se trouvent sur la membrane post synaptique. Cette fixation provoque une
dépolarisation de la membrane post-synaptique, générant ainsi un potentiel d’action qui assure
la transmission du signal nerveux. L’AChE, en inactivant rapidement 1" ACh, permet au systéme
de revenir immédiatement & son état de repos. Le role de I"acétylcholinestérase est d hydrolyser
I"acétylcholine en acétate et choline afin de stopper la stimulation du récepteur et par
conséquent la répolarisation de la membrane (Soreq & Zakut, 1993 ; Charpentier er al., 2000).
Si I"action de cette enzyme est bloquée, la membrane post-synaptique se trouve continuellement
excitée (Haubruge & Amichot, 1998). L'augmentation de la concentration d'acétylcholine dans
le synapse et 'excitation excessive du systéme nerveux entrainent une liaison prolongée de
l'acétylcholine (ACh) 4 son récepteur postsynaptique, ce qui entraine une intoxication,
notamment une agitation, une hyperexcitabilité, des tremblements, des convulsions et une
paralysie, aboutissant finalement a la mort (Estrada Mandaca et al., 1998 ; Bainy, 2000 : Samuel
& Laurent, 2005 ; Braguenier, 2009 ; Rajashekar et al., 2014).
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L’analyse des résultats obtenus aprés détermination de 'activité enzymatique de I'’AChE
chez les larves 4 de Cx. pipiens, traitées par les HEs de T. vulgaris et de I'O. vulgare a différents

temps 24, 48 et 72 heures, ne révélent aucun effet sur ce biomarqueur de neurotoxicité.

Plusieurs travaux sur les huiles essentielles extraites a partir de plusieurs plantes ont
enregistré une inhibition de 'activité de '’AChE (Orhan et al., 2009 ; Tel et al., 2010 ; Orhan
etal, 2013 : Seo et al., 2014). Cette inhibition a été également démontrée chez les larves 4 de
Cx. pipiens traitées au basilic, a la lavande et la menthe (Dris, 2018). Des résultats similaires
ont et signalés par El kady er al. (2008), qui ont observé une diminution de l'activité de I’ AChE
chez Cx. pipiens et An. multicolor aprés traitement aux deux bioinsecticides (Spinotoram &
Vertemic) et Méthomyl. De plus, plusieurs monoterpénes agissent comme étant des inhibiteurs
de l'acétylcholinestérase (Grundy & 5till, 1985; Ryan & Byme, 1988); cette observation a été
¢galement enregistrée par Hu er al. (2015) qui ont rapporté que le 1,8-cinéole inhibe 'activite
de I'AChE et provoque une accumulation excessive d'acétylcholine dans I'espace synaptique,
ce qui pourrait étre l'une des raisons de la mort des larves de Sarcoptes scabiei var. cuniculi.
Les huiles essentielles de Syzygium Aromaticum et de Xvlopia aethiopica ont montré une
inhibition plus forte de ' AChE par rapport au BChE (Butyrylcholinestérase) (Adefeghaa et al.,
2015). Rattan (2010) a examingé le mécanisme d'action des métabolites secondaires des plantes
sur les insectes et il a enregistré plusieurs perturbations physiologiques, telles que l'inhibition
de acétylcholinestérase (par les huiles essentielles), les canaux chlorure GABA-dépendants (par
le thymol), une perturbation des échanges d'ion sodium et potassium (par la pyréthrine), une
inhibition de la respiration cellulaire (par le roténone), et un blocage mitotique (par l'azadirach-
tine). Les HEs extraites de deux plantes, Cuminum cyminum et Piper nigrum inhibent "activite
de 'AChE chez deux ravageurs, Sitophilus zeamais et Sitophilus oryzae (Chaubey, 2011:
2017). Par ailleurs, I"activité insecticide de plusieurs terpénes tels que la coumarine est
directement liée i leurs capacité d’inhiber I’AChE (Olmedo et al., 2015). Lopez & Pascual-
Villalobs, (2010), ont montré 'inhibition de I'activité de 'AChE chez Sitophilus oryzae (L.)

aprés traitement avec le fenchone et le camphre.

3.1.2. Effet des HEs sur l'activité spécifique des GSTs

Les glutathion-S-transferases (GSTs) sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans
la phase Il de détoxification ; catalysant la conjugaison du « glutathion réduit » 4 un grand
nombre de xénobiotiques (Boyer, 2006). Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme des

cellules, du corps gras et des muscles alaires (Haubruge & Amichot, 1998). Elles ont un role
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important dans la détoxification des xénobiotiques et interviennent en catalysant la conjugaison
de ces substances avec le groupement thiol du glutathion endogéne (Jakoby & Habig, 1990 ;
Chelvanayagama et al., 2001 ; Boyer, 2006 ; Walters et al., 2009 ; Ebadoallahi et al., 2013).
Ceci résulte en synthése d’un acide mercapturique qui est ensuite facilement éliminable. Donc,
le role majeur des GSTs est de convertir des composés lipophiles en molécules hydrophiles
facilement excrétables (Habig ef al., 1974). Les GSTs permettent le développement de la
résistance envers les agents chimiothérapiques, les insecticides, les herbicides et les
antibiotiques microbiens. Elles jouent un réle important dans la physiologie du stress, le
transport intracellulaire et dans les différentes voies de biosynthése (George. 1994 : Sun et al.,
2001).

L’activité spécifique des GSTs chez les larves 4 de Cx. pipiens traitées aux HEs de
T. vulgaris et d’O. vulgare, a augmenté d’une maniére significative au cours des différentes
périodes testées. L'augmentation de l'activité des GSTs dans le processus de détoxication est
une forme de défense de I'insecte contre les pesticides (Clark, 1986). Cette augmentation est
signalée chez Cx. pipiens traité au basilic (Dris ef al., 2017 b); chez Culex et Culiseta traités a
la lavande et a la menthe (Dris, 2018); chez Xanthogaleruca luteola traitée a ’huile de neem
(Valizadeh et al., 2013); chez Zonocerus variegatus exposé a I’extrait d’Ocimum gratissimum
(Adeyi et al.. 2014); chez Glyphodes pyloalis traitée a I’extrait d’Artemisia annua (Khosravi et
al., 2011), et chez Drosophila melanogaster exposée a I'HE de Psidium guajava (Pinho er al.,
2014). Des résultats similaires sont observés par Hu et a/. (2015) et qui ont démontré que le
1,8-cinéole peut augmenter significativement l'activité de la GST de Sarcoptes scabiei var.
cuniculi. De plus, Vanhaelen ef al. (2001) ont signalé que les métabolites secondaires du
Brassicacae induisent 'activité de la GST chez Myzus persicae et chez plusieurs espéces de
Iépidopteres, tels que Heliothis virescens, Trichoplusia ni et Anticarsia gemmatalis. Zibaece &
Bandani (2010) ont signalé que l'activité des GSTs augmente de maniére significative aprés
traitement des adultes d'Ewrvgaster integriceps avec les extraits d’Artemisia annua. Les
résultats d’Adeyi er al. (2014) suggérent que les pyréthroides (PYR) et I'extrait d’Ocimum
gratissimum augmentent la concentration des GSTs chez Zonocerus variegatus (Orthoptera:
Pyrgomorphidae) aprés traitement & des insecticides synthétiques et botaniques. L'effet de deux
bio-insecticides (Spinotoram et Vertemic) et Methomyl sur la GST, a montré une réduction de

la GST chez deux espéces de moustiques Cx. pipiens et An. multicolor (El kady et al., 2008).
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Plusieurs chercheurs ont signalé 'augmentation de la GST chez différentes espéces
d’insectes traitées avec différentes molécules telles que : Tribolium castaneum traité i 'HE
d’Artemisia dracunculus (Shojaei et al., 2017); B. germanica traitée a I’acide borique (Habes
et al., 2006), a I"azadirachtine (Saci, 2006) et au spinosad (Meghlaoui & Mansouri, 2010). Par
ailleurs, cette augmentation peut étre due i une augmentation du nombre de copies des génes
qui codent pour ces enzymes et i une modification d'un géne régulateur controlant le degré

d’expression de I'enzyme (Cédric, 2008).

3.1.3. Effet des HEs sur le taux de la GSH

Le systtme de défense antioxydant est présent chez toutes les cellules aérobiques,
neutralisant les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogéne et/ou le
métabolisme des xénobiotiques (Winston & Di Giulio, 1991). L’activité du systéme
antioxydant peut subir une augmentation ou une inhibition sous I"effet d’un produit toxique ou
un polluant, ces deux types de réponse dépendent de la durée d’exposition d’une part et de la

sensibilité de I'espéce exposée d’autre part (Sifi, 2009).

Le glutathion est un tripeptide soluble dans I'eau constitué de trois acides aminés ; glutamate,
cystéine et glycine, produit naturellement dans le corps (Meister & Anderson, 1983).
Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique qui joue un role majeur dans le processus
de défense intracellulaire. C'est le principal systéme impliqué dans la détoxication des ions
peroxydes et dans la lutte contre le stress oxydatif (Gannage-Yared ef al., 1998). 1l existe sous
deux formes, oxydée GSSG et réduite GSH, et ses enzymes comprennent la glutathion
peroxydase (GPx) et la glutathion S-transférase (GST) qui sont impliqués dans la détoxification
(Yu, 1994 ; Kizek et al,, 2004 ; Zehnalek et al., 2004). Une déficience en GSH expose les
cellules a un risque de dommage oxydatif grice 4 la fonction thiol (-SH) de la cystéine. Le
glutathion sous sa forme réduite est un composé¢ important pour le maintien de I'équilibre redox
de la cellule. Cette fonction thiol peut aussi fixer des fonctions électrophiles et sert donc a la
détoxification de nombreux pesticides qui contiennent une telle fonction (Habig er al., 1974).
Certains insecticides agissent sur un nombre trés limité d’espéces, en augmentant ['activité des

différents enzymes impliquées dans la détoxification (Lagadic er al., 1997).

L’analyse de nos résultats montre que les HEs des deux plantes, T. vulgaris et O. vulgare
diminuent le taux du glutathion au cours de la période testée, ce qui est en accord avec plusieurs

travaux réalisés. Dris (2018) a démontré que les HEs extraites a partir de trois plantes,

71



Effet des huiles essentielles sur les biomarqueurs

L. dentata, M. piperita et O. basilicum provoquent une réduction du taux de la GSH chez deux
espéces de moustiques Cs. longiareolata et Cx. pipiens. Nos résultats coroborent avec ceux de
Kiran et al. (2017) qui ont démontré que les HEs de Boswellia carterii diminuent le taux de la
GSH chez Callosobruchus chinensis et C. maculatus. Des résultats similaires ont été signalés
par Kiran & Prakash, (2015) qui ont observé une reduction de la GSH chez S. oryzae et
R. dominica aprés traitement par les HEs de Gaultheria procumbens. La diminution du
glutathion peut s'expliquer par une consommation accrue de ce cofacteur par la GST afin de
détoxifier l'organisme et une réduction du systéme antioxydant non enzymatique. Par contre,
une augmentation de la GSH a été observée chez B. germanica traitée par I'acide borique

(Habes et al., 2006), I'azadirachtine (Saci, 2006) et le spinosad (Meghlaou & Mansouri, 2010).
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Effet des HESs sur la biochimie des mostiques

1. Introduction

L'efficacité des huiles végétales contre les insectes aété signalée dans plusieurs
travaux(Cetin&Yanikoglu, 2006; Negahbanet al., 2007; Ayvazet al.,2009;AlQahtaniet al.,
2010 ; El akhalet al., 2015; 2016); sur le plan physiologique que biochimique (El-
Bermawy&Abdel Fattah, 2000; Renuga&Sahayaraj, 2009 ; Driset al., 2017b). Une panoplie
d’études a montré que les huiles essentielles affectent les protéines nécessaires au
développement, a la croissance et a l'accomplissement des activités vitales des
insectes(Yazdeniet al., 2014), les lipides qui font partie intégrante des parois cellulaires des
insectes,et qui contribuent également a d'autres fonctions (la synthése des hormones
juvéniles ; métamorphose des larves enpupes et en adultes..etc)(Chapman, 1998 ;
Timmermann&Briegel, 1999 ; Carociet al., 2004) et les glucidesqui représentent une source
d’énergie pour les organismes vivants, et qui jouent un réle structural (Wiens& Gilbert, 1967).
Par ailleurs, I’atteinte des acides nucléiques (ADN et ARN) a été également signalée dans des
travaux antérieurs suite au traitement des larves par certaines plantes médicinales, qui peuvent
a leur tour affecter négativement les voies métaboliques nécessaires a la réalisation des
activités vitales (Preet&Sneha, 2018).

Les huiles essentielles peuvent engendrer des perturbations biochimiques exprimées sur le
plan quantitatif par une augmentation ou un déclin en différents métabolites (protéines,
carbohydrates, lipides)(Yazdaniet al., 2013 ; Driset al., 2017 b ; Gnanamani&Dhanasekaran,
2017).La baisse de ces réserves a été justifiee dansdes travaux antérieurs,parune interférence
des extraits avec les hormones régulatrices de la synthése des protéines etl’accélération de leur
dégradation (Ramakoteswaraet al., 1991 ; Vijayaraghavanet al., 2010 ; Sharma et al., 2011 ;
Gnanamani&Dhanasekaran, 2017) ;ainsi quel’utilisation excessive des réserves lipidiques et
glucidiques pour produire de I’énergie (Olga et al., 2006 ; Yazdeniet al., 2014). Par contre,
I’élévation du taux des différents métabolites a été souvent expliquéepar une glycogénolyse
entrainant une hyperglycémie(Nathet al.,1997);etune modification du taux lipidiques par le
biais d’une peroxydation lipidique(Senthilkumaret al.,2009).

Toutes ces modifications dans le profil biochimique témoigne du stress physiologique des
larves, qui dépend probablement de I'action de différents composés phytochimiques contenus
dans ces extraits (Sharma et al., 2011).Un grand nombre d’extraits de plantes a été testé
comme larvicides(El-Akhalet al., 2014 ; Driset al., 2017a ; Guenezet al., 2018). Cependant, le
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mécanisme de ces produits n'est pas complétement connu. Par conséquent, il est essentiel
d’étudier les modifications des substances biochimiques dans les échantillons traités avec des
insecticidesvégétales (Sharma et al., 2011).L’évaluation des
parametresbiochimiquesconstitute un moyenmajeur pour déterminerle pouvoirtoxique des
bioinsecticidesd’originevégétale et qui ont un grand intérétdans le contrélebiologique

desinsectesnuisibles(Saket al.,2006).

Ce chapitre traite ’effetdes huiles essentielles extraites dedeux plantes, Thymusvulgaris et
Origanumvulgaresur le taux d’épuisement énergétiquevia la composition biochimique
(glucides, lipideset protéines) des larves de Cx.pipiens. De plus,une analyse quantitative des
acides nucléiques (ADN et ARN) a été determinée apres traitement aux huiles essentielles.
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2. Résultats

2.1. Effet des HEssur la croissance pondérale desmoustiques
Les résultats de 1’évolution du poids corporel des larves du quatrieme stade de Cx

pipienstémoins et traitées sont mentionnés dans la figure 27A et B.

La comparaison des valeurs moyennes par le test « t » de Student des séries témoins et
traitées, montre que l'application desHEs deT. vulgariset d’O. vulgareaffecte légérement le
poids corporel des individus.Le traitement par T. vulgaris montre unediminution significative
du poids du corps des larves 4 seulement & 24 h avec les deux concentrations appliquées, CL s
et CLso (p =0,018 et p = 0,020 respectivement) et aucun effet n’a été signalé(p>0,05) a48 et

72h apreés traitement.

Tandis que, I’huile de I’Origan induit une diminution de ce paramétre uniquement a 48h et
avec la plus forte concentration (p = 0,023). Aucun effet traitement n’a été observé a 24 et 72h
(p I 0.05)De plus, le poids corporel des larves semble plus affecté par ’'HE de T. vulgaris

comparativement a 1’O. vulgare.
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Figure 27.Effet des HES(CL s et CLs) extraites de T.vulgaris(A)et O.vulgare(B)sur le poids corporel
(mg) des larves 4 de Cx.pipiensa différentes périodes (m = SEM, n=3). (NS: Différence non
significative ; *Différence significative (p<0,05)).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukeypour la CL;5, met en évidence deux
groupes demoyennes a 24 heures, le premier est représenté uniquement par lestémoins et le
second est composé des larves traitées par les HEs de T. vulgaris et O. vulgare. A 48 heures,

trois groupes sont signalés,un premier groupe composé par 1’0. vulgare, un deuxiéme
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renfermant les témoins, et un dernier groupe constitué destraitésau T.vulgaris. Une seule

classe de moyennea été signalée a 72h, renfermant ainsi les témoins et traités (Tableau 24).

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 2,65 a

24 O. vulgare 1,58 b

T. vulgaris 1,57 b

O. vulgare 2,41 a

48 Témoins 2,09 b

T. vulgaris 1,90 c

0. vulgare 2,49 a

72 T. vulgaris 2,08 a
Témoins 181 a

Tableau 24. Classement par ordre décroissant du poidscorporel (mg) des larves 4 de Cx. pipiensau
cours de différentespériodes aprés traitement aux HEs (CLs) des deuxplantes: test HSD de Tukey.

Pour la CLs, le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence deux
groupes de moyennes a 24 heures, un groupe renfermant les témoins etun deuxieme groupe
composé des traités auxT. vulgariset O. vulgare. A 48 et 72 heures un seul groupe a été
constaté et qui englobe les témoins et les traités (Tableau 25).

On peut conclure que le poids des larves n’est pas trop affecté par le traitement aux huiles

essentielles des deux plantes, Thymus et Origan.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 2,65 a

24 O. vulgare 1,53 b

T. vulgaris 1,41 b

Témoins 2,09 a

48 T. vulgaris 1,89 a

O. vulgare 1,72 a

O. vulgare 2,11 a

72 Témoins 1,81 a

T. vulgaris 1,69 a

Tableau 25. Classement par ordre décroissant du poidscorporel (mg) des larves 4 de Cx. pipiensau
cours de différentespériodes apres traitement aux HEs des deuxplantes (CLs): test HSD de Tukey.
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2.2. Effetsdes HEs surla composition biochimique de Cx.pipiens

La CLys et la CLspa 72h desHEs extraites de T.vulgariset O.vulgareont été appliquées sur
les larves 4de Cx.pipiens. L’effet de ces huiles a été évalué sur le contenu en protéines,
glucides et lipides corporels a différentes périodes : 24, 48 et 72 heures apres traitement.

2.2.1. Effet sur le contenu en protéines

Le contenu en protéines a été déterminé chez les larves 4témoins traitées et les résultats du

dosage sont mentionnés dans la figure 28A et B.

La comparaison des valeurs moyennes,révele une diminution significative du contenu en
protéines a 48 (p = 0,0042) et 72 h (p = 0,0068) pour T. vulgarisavec la CLsget a tous les
temps testés, 24 (p = 0,002), 48 (p = 0,030) et 72 h (p = 0,008) pour O. vulgareavec la méme
dose (CLsp). De plus, on note que 1’Origan est le traitement le plus efficace comparativement

au Thymus.
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Figure 28. Effets des HES(CL,s et CLso) extraites de T.vulgaris(A)et O.vulgare(B) sur le
contenu en protéines totales chez les larves 4 de Cx.pipiensa différentes périodes (m = SEM,
n=3). (NS: Différence non significative ; *Différence significative (p<0,05), **Différence hautement
significative (p<0,01)).

Un classement des différentes moyennes selon leurs effets sur le contenu en proteins, a étéréalisé
grace a la méthode HSD de Tukey. Ce classement par ordre décroissant est résumé dans les tableaux

26et 27.

Pour les traités a la CL,s, les résultats mettent en évidence 1’existence de deux groupes a 24h,un
groupe renfermantles témoins et les traités auT.vulgaris, et un deuxieme groupe englobel’O. vulgare.
A 48 et 72 heures,un seul groupe apparait,composé par lestémoins, et les deux traitements parT.

vulgaris etO. vulgare.
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Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

T. vulgaris 69,33 a

24 Témoins 69,02 a

O. vulgare 44,17 b

Témoins 69,38 a

48 T. vulgaris 66,28 a

0. vulgare 58,84 a

Témoins 74,69 a

72 T. vulgaris 62,63 a

O. vulgare 62,24 a

Tableau 26. Classement par ordre décroissant du contenu en protéinestotales (pg/individu) chez les
larves 4 de Cx. pipiensau cours de différentespériodes apres traitement par les HEs des deuxplantes
(CLys) : test HSD de Tukey.

Pour les traités a la plus forte dose(CLsp), les témoins et les traités sont regroupés en deux classes a
24, 48 et 72 heures. A 24 et 48heures, le premier groupe renferme les témoinset les traités auT.
vulgaris etle second groupe constituéd’O. vulgare. A 72 heures, deux groupes sont également
constatés : le premier groupe, englobe uniquement les témoinset le deuxieéme représente les traités au

Thymus et a 1’Origan.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 69,02 a

24 T. vulgaris 57,38 a

O. vulgare 21,52 b

Témoins 69,38 a

48 T. vulgaris 52,59 a

O. vulgare 30,60 b

Témoins 74,69 a

72 T. vulgaris 42,07 b

O. vulgare 38,04 b

Tableau27. Classement par ordre décroissant du contenu en protéinestotales (ug/individu) chez les
larves4 de Cx.pipiensau cours de différentespériodes apres traitement par les HEs des deuxplantes
(CLsp): test HSD de Tukey.
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2.2.2. Effet sur le contenu en glucides

Le contenu en glucides chez les larves 4 de Cx.pipiensa été déterminé au cours des
différentes périodes 24, 48 et 72heures aprés traitement et les résultats obtenus sont

enregistrés dans la figure 29A et B.

La comparaison des valeurs moyennes par le test « t » de Student montre que 1’HEextraite
de T. vulgaris, induit une diminutionsignificative du contenu en glucides totaux chez la série
traitée a la Clsp a 48 (p = 0,006) et 72 h (p = 0,023)pour T. vulgaris. Tandis que 1’O.
vulgareprovoque une réduction significative avec les deux concentrations testées (CLys: p =
0,030 et CLso: p = 0,005) a 24h et avec la concentration la plus élevée (CLso: p = 0,030) a 48h

par rapport aux séries témoins.

De plus, on note que ce contenu est trop affecté par I’Origan par rapport au Thymus au cours de tous les temps testés.
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Figure 29. Effets des HES (CL,s et CLsg) extraites de T. vulgaris(A)et O. vulgare(B)sur le contenu en
glucides totaux chez les larves 4 de Cx. pipiensa différentes périodes (m £ SEM, n=3). (NS: Différence
non significative ; *Différence significative (p<0,05), **Différence hautement significative (p<0,01)).

Concernant les traités a la CL s, le test HSD de Tukey met en évidence 2 groupes de moyennes a 24
et 48 heures, [’un est représenté par les témoins et les traités au thymus et ’autre englobe les traités a
I’origan. Par contre, a 72 heures un seul groupe est constaté et qui renferme les témoins et les traités
aux 2 plantes (Tableau 28).

Tableau 28.Classement par ordredécroissant du contenu en glucidestotaux (pg/individu) chez les
larves 4 de Cx. pipiensau cours de différentespériodes aprés traitement aux HEs des deuxplantes
(CLys): test HSD de Tukey.

80



Effet des HESs sur la biochimie des mostiques

Pour les traités a la CLs, le classement des moyennes révele 1’existence de 2 groupes a 24 et 48
heures, un groupe formé des témoins et un autre des traités aux huiles des 2 plantes. Par contre, a 72
heures un seul groupe est enregistré et il renferme les 2 séries témoins et traitées (thymus et origan)
(Tableau 29).

Tableau 29. Classement par ordre décroissant du contenu en glucidestotaux (pg/individu) chez les
larves 4 de Cx. pipiensau cours de différentespériodes aprés traitement aux HEs des deuxplantes
(CLsgp) : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 37,30 a

24 T. vulgaris 27,73 b

O. vulgare 10,69 b

Témoins 42,98 a

48 T. vulgaris 26,13 b

O. vulgare 23,76 b

Témoins 65,31 a

72 T. vulgaris 4517 a

O. vulgare 41,70 a

2.2.1. Effet sur le contenu en lipides

Le contenu en lipides a été estimé chez les larves 4 témoins et traitées de Cx. pipiens, au
cours des différents temps et les résultats du dosage sont mentionnés dans la figure 30A et
B.L’étude comparative par le test « t » de Student,révéle une diminution significative de ce
contenu apres traitement au thymus avec les deux concentrations (CLys et CLsp)
respectivement a 24 (p= 0,043 et p= 0,013) et 48 heures (p= 0,040 et p= 0,006) et avec la plus
forte dose(CLsp) seulement a 72 heures (p= 0,001).Par ailleurs, ’huile de I’origan induit une
réduction du contenu en lipidesa 48 (0,012 et 0,004) et a 72 heures (p = 0,032 et p < 0,001) et

cela chez les traités avec les 2 doses testées (CL s et CLsgp) respectivement.

A partir des résultats obtenus, on remarque que les lipidessont trop affectés par le thymus comparativement a l'origan.
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Figure 30. Effets des HEs (CL,s et CLs) extraites de T.vulgaris(A)et O.vulgare(B)sur le contenu en
lipides totales chez les larves 4 de Cx.pipiensa différentes périodes (m £ SEM, n=3). (NS: Différence
non significative; *Différence significative (p<0,05), **Différence hautement significative (p<0,01),
*** Différence trés hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre décroissant du contenu en lipidestotauxest résumé dans le tableau 30. Pour
les traités a la CLys, les résultats mettent en évidence ’existence de deux groupes de moyennes a 24
heures ; le premier est représenté par les témoins et les traités al’Origan, et le second groupe composé
par lestraités au Thymus. A 48 et 72 heures, trois groupes sont constatés, le témoin représente le

premier groupe, un deuxieme groupe renfermel’O. vulgareet un troisiéme groupe composeé par le T.

vulgaris.

Tableau 30.Classement par ordredécroissant du contenu en lipidestotaux (ug/individu) chez les
larves4 de Cx.pipiensau cours de différentespériodes aprées traitementaux HEs des deuxplantes (CLys):
test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

O. vulgare 57,30 a

24 Témoins 52,07 a

T. vulgaris 20,02 b

Témoins 50,07 a

48 O. vulgare 34,17 b

T. vulgaris 25,82 c

Témoins 49,59 a

72 T. vulgaris 28,92 b

O. vulgare 22,66 c
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Concernant les traités a la CLsg, le classement relatif au contenu en lipidestotaux(Tableau 31), a
permis de mettre en évidence 2 groupes distincts a 24 heures, le premier est représenté par les témoins
et le second par le T. vulgariset 1’O. vulgare. Par contre a 48 et 72 heures, trois groupes ont été
constatés, le premier groupe représenté par les témoins, le second groupe par le T. vulgaris et le

dernier groupe renfermant 1’O. vulgare.

Tableau 31. Classement par ordre décroissant du contenu en lipides totaux (ug/individu) chez les
larves 4 de Cx. pipiensau cours de différentes périodes apres traitement aux HEs des deux plantes
(CLso) : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 52,07 a

24 O. vulgare 20,06 b

T. vulgaris 12,58 b

Témoins 50,07 a

48 T. vulgaris 23,00 b

0. vulgare 11,79 c

Témoins 49,59 a

72 T. vulgaris 22,47 b

O. vulgare 9,83 c

2.3. Effet des HEssur le taux d’épuisement des réserves énergétiques de Cx.pipiens
L’indice d’épuisement des réserves énergétiques(NDI) calculé chez les traités a la CLys et

la CLso des deux plantes de Cx.pipiensest représenté dans la figure 31A et B.Les résultats

révelent une augmentation de cet indice en fonction des doses appliquées, car elle est

importante chez les traités avec la dose la plus élevé(CLsy).

La comparaison des valeurs moyennes avec le test ‘t" de Student montre que les
HEsextraites de T. vulgariset de 1’O. vulgare, induisent une augmentationsignificative du taux
d’épuisement des réserves énergétiques chez la série traitée avec la CLsp a 24 h (p = 0,043)
pour T. vulgaris. Tandis que, 1’0. vulgareprovoque une augmentation significative a 24 (p =
0,037) et 48h (p = 0,026) avec la dose la plus élevée (CLsp). De plus, on remarque que
I’origan a plus d’effet sur le taux d’épuisement des réserves énergéetiques comparativement au

thymus.
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Figure 31. Effet des HEs (CLys et CLso) extraites de T.vulgaris(A)et O.vulgare(B)sur le taux
d’épuisement des réservesénergétiques chez les larves 4 de Cx.pipiensa différentes périodes (m +
SEM, n=3) (NS : Différence non significative; *Différence significative (p<0,05)).

2.3. Effetdes HEs surles acidesnucléiqueschez lesmoustiques

LesHES(CL s et CLsg)extraites de T.vulgaris et O.vulgare ont été appliquées sur les larves
du quatriéme stade nouvellement exuviéesde Cx.pipiens. L’effet de ces huiles a été évalué sur
le taux d’ADN et d’ARN corporels a différentes périodes : 24, 48 et 72 heures apres
traitement.

2.4.1. Effet sur le taux d’ADN

Le taux d’ADN a été déterminé chez les larves 4 de Cx.pipiens et les résultats du dosage
sont mentionnés dans la figure 32A et B.

La comparaison des moyennes par le test "t" de Studentrévele une diminution significative
du taux d’ADN apres traitement a ’HE de T. vulgarisa 48 (p= 0,005 et p=0,001) et 72h
(p=0,018 et p=0,001) pour les 2 concentrations appliquées (CLs et CLsgrespectivement) et a
24h pour la concentration la plus elevée(p=0,027).

Par ailleurs, le traitement a 1’huile de I’origan induit une réduction du taux d’ADN avec les
2 concentrations appliquées respectivement et a tous les temps testés, 24 (p=0,021 et
p=0,002), 48 (p=0,006 et p=0,003) et 72h (p=0,011 et p=0,001).
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Figure 32. Effet des HES(CL,s et CLs) extraites de T.vulgaris(A)et O.vulgare(B)sur le taux d’ADN
(ug/mg de tissu) chez les larves 4 de Cx.pipiensa différentes périodes (m + SEM, n=3). (NS:
Différence non significative ; *Différence significative (p<0,05), **Différence hautement significative

(p<0,01), *** Différence tres hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre décroissantdes moyennes relativesauxtauxd’ADNest résumé dans les
tableaux32et 33. Les résultats mettent en évidence 1’existence de deux groupes pour les traités a la
CLys et la CLsoa 24, 48 et 72 heures ; le premier est représenté par les témoins et le second groupe

compose par les traités aux T. vulgaris et O. vulgare.

Tableau 32.Classement par ordredécroissant du tauxd’ADN (ug/mg de tissu) chez les larves 4 de Cx.
pipiensau cours de différentespériodes apres traitement aux HEs des deuxplantes (CL,s): test HSD de

Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 144,58 a
24 T. vulgaris 78,76 b
O. vulgare 72,33 b
Témoins 142,65 a
48 T. vulgaris 56,85 b
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O. vulgare 51,70 b

Témoins 140,67 a

72 T. vulgaris 47,46 b

O. vulgare 45,57 b

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 144,58 a
24 T. vulgaris 114,99 b
O. vulgare 113,87 b
Témoins 142,65 a
48 T. vulgaris 82,27 b
O. vulgare 80,09 b
Témoins 140,67 a
72 T. vulgaris 73,62 b
O. vulgare 72,62 b

Tableau 33. Classement par ordre décroissant du taux d’ADN (ug/mg de tissu) chez les larves 4 de
Cx.pipiensau cours de différentes périodes apres traitement auxHEs des deux plantes (CLs): test HSD
de Tukey.

2.4.2. Effet sur le taux d’ARN
Le taux d’ARN a été déterminé chez les larves 4de Cx.pipiensa différentes périodes.Les

résultats du dosage sont présentés dans la figure33A et B.

Concernant les valeurs moyennes des taux d’ARN, la comparaison avec le test "t" de
Studentrévéle une diminution significative du taux d’ARN aprés traitement avec ’'HE de T.
vulgaris (CLs et CLsgrespectivement) a 48 (p= 0,043 et p= 0,013)et 72h (p= 0,006 et p=
0,005). Par contre, I’'HE extraited'O. vulgareprovoqueune diminution significative d’ARNa
24(CLys : p=0,038), 48 (CLys : p= 0,049 et CLsp : p= 0,019)et a 72h (CLs : p= 0,006)chez les

larves 4 de Cx.pipiens.
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Figure 33. Effet des HES(CL s et CLsp) extraites de T.vulgaris(A)et O.vulgare(B)sur le taux d’ARN
(ug/mg de tissu) chez les larves 4 de Cx.pipiensa différentes périodes (m + SEM, n=3). (NS:
Différence non significative ; *Différence significative (p<0,05), **Différence hautement significative

(p<0,01)).

Un classement par ordre décroissant du tauxd’ARNest résumé dans le tableau 34. Les résultats
mettent en évidence I’existence de trois groupes, un groupe témoin, un groupe trait¢ a 1’origan et

troisieme groupe formé par le thymus et cela a 24, 48 et 72 heures, concernant la CL s.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes

Témoins 64,17 a

24 O. vulgare 52,35 b

T. vulgaris 40,80 c

Témoins 65,76 a

48 O. vulgare 48,73 b

T. vulgaris 36,12 c

Témoins 72,64 a

72 O. vulgare 46,63 b

T. vulgaris 25,40 c

Tableau 34. Classement par ordre décroissant du taux d’ARN (ug/mg de tissu) chez les larves 4 de
Cx. pipiensau cours de différentes périodes apres traitement aux HEs des deux plantes (CLys) : test
HSD de Tukey.

Pour la CLs, les résultats mentionnés dans le tableau 35, révélent la présence de 2 groupes au cours
des peériodes testées, 24, 48 et 72 heures. Le premier groupe renferme les témoins et le second

représenté par les traités a I’origan et le thymus.

Tableau 35. Classement par ordre décroissant du taux d’ARN (pg/mg de tissu) chez les larves 4 de

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 64,17 a
24 O. vulgare 45,00 b
T. vulgaris 30,60 b

Cx. pipiensau cours de différentes périodes aprés traitement aux HEs des deux plantes (CLsp): test
HSD de Tukey.
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Témoins 65,76 a

48 T. vulgaris 28,85 b
O. vulgare 27,82 b

Témoins 62,74 a

72 T. vulgaris 25,28 b
O. vulgare 22,15 b

3. Discussion

3.1. Effet des HEs sur la croissance

Les parametres morphometriques du corps des moustiquespeuvent influencerquelques
paramétres tels que le volume du sang consommeé, le degré de son utilisation dans les voies
métaboliques, le nombre d'ceufs qui arrive a la maturation (Hosoi, 1954 b; Van Den Heuvel,
1963)et le potentiel de transmission des maladies (Farjana&Tuno, 2013). Le poids corporel
des insectes dépend généralement de la présence d'aliments dans leurs habitats, des conditions
environnementales et en particulier des caracteres héréditaires de chaque espece (Braquenier,
2009). Colless&Chellapah (1960) ont démontré la relation entre la fécondité d'Aedesaegypti et
la quantité de sang ingéré qui sont tous deux sous le contréle du volume corporel, déterminant
d'une part 'ovogenése et d'autre part, le nombre d'ceufs produits.

Les résultats de notre étude ont démontré que les HES extraites de deux plantes,
affectent Iégerement la croissance pondérale desindividus, en réduisant le poids

corporel des larves 4 deCx.pipiens.Des résultats similairessur la méme espéce
Cx.pipiensont été signalés parDriset al. (2017 b)qui ont enregistrés une diminution
significative du poids des larves, des pupes et des adultes traités avec les HEs d’O. basilicum.
Des travaux sur les biopesticides d’origine végétales ont montré des effets déléteres sur la
croissance et ledéveloppement des insectes, en réduisant le poids des larves, des pupes et des
adultes etl'allongement des stades de développement (Talukder, 2006).Dris(2018) a montré
que les HEs de L. dentataet M. piperitaprovoquent une réduction des parameétres
morphométriques des larves, des pupes et desadultes males et femelles chez deux espéces de
moustiques,Cx. pipiensetCs. longiareolata. Le poids corporel desinsectes a été également
affecté pard’autres  insecticides,tels que Cx. pipienset Cs. longiareolatatraités au
spiromesifen(Bouabidaet al., 2017 a,b), Cs. longiareolatatraité par lenovaluron(Bouazizet al.,
2011), Drosophilamelanogastertraitte  par le  spiromésifen  (Kissoum&Soltani,
2016)etPlutellaxylostellatrait¢é a I’indoxacarb(Mahmoudvandet al., 2011).Par contre,
Hamaidia&Soltani, (2014) n’ontsignaléaucuneffetsurceparamétreaprés I’application du
kinopréne. Plusieurs pesticides d’origine végétales ont induitdesperturbations dela croissance,
de la durée de développement et de I'émergence des adultes des insectes (Shaalanet al.,
2005).L’extraitéthanolique de Melia azedaracha réduit le taux de croissance des larves de
Spodopteralittoralis, un blocage de la pupaison et une réduction du poids de la pupe suite a
une diminution de la consommation d’aliments et la digestibilit¢ deslarves (Akachaet
al.,2017).

3.2. Effet des HEs sur les réserves énergétiques des moustiques
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Les huiles essentielles extraites a partir de plusieurs plantes peuvent engendrer des
perturbations biochimiques exprimées par une augmentation ou un déclin en différents
métabolites (protéines, carbohydrates, lipides)(Yazdaniet al., 2013 ; Driset al.,2017 b;
Gnanamani&Dhanasekaran, 2017).11 est important d’étudier les modifications de la
composition biochimiquedes individus traités par des insecticides botaniques, pour déterminer
le pouvoirtoxique decesderniers(Sak, 2006).

3.2.1. Effet sur le contenu en protéines

Dans les études physiologiques, la détermination des proteines totales et de nombreuses
macromolécules chimiques, telles que les lipides et les carbohydrates, est importante
(Yazdaniet al.,2014). Chez les insectes, les protéines et les acides aminés jouent un réle majeur
durant les différentes phases de leur vie, ce sont des composants biochimiques majeurs
nécessaires au developpement, a la croissance et a I'accomplissement de ses activités vitales
(Yazdeniet al., 2014).La teneur de l'insecte en protéines dépend de sa synthése, sa
dégradation, du mouvement de leau entre les tissus et de [I'hémolymphe
(Gnanamani&Dhanasekaran, 2017). Cependant, elles peuvent étre inductibles a la suite d'une
exposition a des xénobiotiques(Haubruge&Amichot, 1998).

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation, montrent que I’application des
HES(CL s et CLsgg) deT.vulgariset O.vulgaresur les larves 4 de Cx.pipiens, diminue le contenu
en protéines avec I’effet marqué d’O. vulgare.Des résultats similaires ont été enregistrés chez
la méme espece suite a un traitement par les HEs d’O. basilicum (Dris et al.,2017 b)et chez
Cx. pipiens et Cs. longiareolata traités a la lavande et a la menthe (Dris, 2018). Les résultats
de Sharmaet al. (2011) ont montré que les teneurs en protéines ont été réduites a 63,13% et
92,62% chez les Anophelinés et & 32,39% et 48,12% chez les larves de Culicinésapres
traitement aux extraits d'Artemisiaannua et d'Azadirachtaindica, respectivement. De méme, il
a été rapporté que le contenu en protéines réduit chez les larves d'Anophelesstephensi traitées
avec certaines extraits végétales(Senthilkumaret al., 2009). En effet, le taux de protéinesest
significativement affecté chez les nymphes de Callosobruchusmaculatus nourries avec une
lectine végétale de Bauhinia monandra(Macedo et al., 2007). En outre, l'expression des
protéineschezSpodopteralituraa été significativement diminuée apres traitement avec
l'azadirachtine(Huang et al., 2004). Smirle et al. (1996) et Huang et al. (2004) ont signalé que
I'exposition des larves de Iépidoptéres de Choristoneurarosaceana et de Spodopteralitura a
des bioinsecticides puissants (huile de neem et azadirachtine) a entrainé une réduction
significative des niveaux de protéines. De plus,les larves de cinquiéme stade de
Pericalliaricini (Lepidoptera: Arctiidae) traitées avec différentes doses d'extrait de feuilles
d'Azadirachtaindicaont montré une fortediminution en protéines. Par contre, des résultats
opposés ont été observés par Madaciet al. (2008) et qui ont montré que les extraits
hydroalcooliques des feuilles de Neriumoleander (Apocynaceae) provoguent une
augmentation des taux de protéines chez les larves blanches de Rhizotrogini
(Colepoptera:scarabaeidae).
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Plusieurs travaux réalisés sur d’autres molécules d’insecticides et d’autresespeces
d’insectes ont montré une diminution du contenu en protéines (Rouibi, 2002 ; Kapelnikovet
al., 2008 ; Khosravi&Sendi, 2010 ;Ebadollahiet al.,2013 ;Yazdaniet al., 2013 ; Mojarab-
Mahboubkaret al., 2015 ;Askar et al., 2016 ;Borzouiet al.,2016). Cette diminution de la
teneur en protéines est probablement due a un ou plusieurs facteurs, comme une réduction de
la synthése des protéines, une interférence de l'extrait (bioinsecticide) avec les hormones
régulatrices de la synthése des protéines ou une augmentation de la dégradation des protéines
pour détoxifier le principe actif présent dans ces extraits (Ramakoteswaraet al., 1991 ;
Vijayaraghavanet al., 2010 ; Sharma et al., 2011) et enfin le besoin accru en énergie dans les
conditions de stress peut conduire au catabolisme des protéines (Gnanamani&Dhanasekaran,
2017).

3.2.2. Effet sur le contenu en glucides

Les glucides forment un groupe de composeés tres importants. Certains représentent une
source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit
sous forme de réserves (glycogéne) ; d’autres ont un réle structural (cellulose, chitine, acide
hyaluronique)(Nation, 2008). Les taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus sont
étroitement liés aux évenements physiologiques tels que le vol, la mue, et la reproduction
(Wiens& Gilbert, 1967 ; Kaufmann & Brown, 2008). Le tréhalose est la fraction la plus
importante des glucides circulants. 1l joue un role métabolique de premier plan dans le cycle
de développement (Steel, 1981) et constitue une source énergétique essentielle en libérant le
glucose sous I’action d’une enzyme, tréhalase.Sa concentration dans I'hémolymphe est
déterminée par la vitesse de deux processus: son retrait pour les besoins énergétiques de
I'insecte et son stockage dans le corps gras (Wyatt, 1967).

Nos résultats montrent une réduction significative des niveaux de glucides chez les larves
traitées par les huiles essentielles des deux plantes T.vulgaris et O.vulgare. Des résultats
similaires ont été observés par Driset al. (2017 b), qui ont noté une perturbation des glucides
totaux chez les larves et les pupes de Cx. pipienstraitéesauxhuilesde I’Ocimumbasilicum et par
Khosraviet al.(2011) chez les larves de Glyphodespyloalis traitées avec [I'extrait
d’A.annua.AbdulRazak&Sivasubramanian (2007)ont constaté que les glucides chez les
femelles adultes de Chrysoperlacarneaont été affectés par I'huile de Manduca. Ce composé a
été également réduit chez les larves de Glyphodespyloalistraitéesa I'huile de
Lavandulaangustifolia(Yazdaniet al., 2013) ;chez Cx. pipiens et Cs. longiareolata traités a la
lavande et a la menthe (Dris, 2018) et chez les larves de Crocodolomiabinotalis traitéesaux
extraits de Strychnos nuxvomica, Vitex negunduet Lippianodiflora(Vijayaraghavanet al.,
2010). Dans des conditions de stress, plus de sucres pourraient étre métabolisés pour faire face
aux dépenses énergétiques (Yazdeniet al., 2014). Cela pourrait étre la raison de
I'appauvrissement en carbohydrates chez les insectes traites.

3.2.3. Effet sur le contenu en lipides

Les lipides sont également des composants importants formés des acides gras, des
phospholipides et des stérols qui font partie intégrante des parois cellulaires des insectes et
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contribuent également a d'autres fonctions (Chapman, 1998). Ils représentent la principale
source d’énergie chez les insectes (Beenakerset al.,1985), transportés du corps gras, site de
leurs synthéese etstockage (Keely, 1986 ; Van Hensdan& Law, 1989) vers les organes
utilisateurs,notamment les ovaires (Kilby, 1963 ; Chinoet al., 1981), via I’hémolymphe pour
étre utilisés lors de la vitéllogénese(Downer, 1985 ; Keely, 1986). Les réserves lipidiques
semble étre la résultante d’un équilibre entre la prise de nourriture et les dépenses
énergétiques indispensables pour certains processus tel que la croissance (Beenakkerset
al.,1985).

Dans la présente étude, les résultats obtenusmontrent que le traitement des larves de Cx.
pipiens par les huiles essentielles extraites a partir de T.vulgaris et d’O.vulgare avec la CLs et
la CLs, affecte le contenu en lipides. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Dris
(2018) qui a constaté que le contenuen lipides réduit chez les larves et les pupes de Cx.
pipiens apres traitement aubasilic, a la lavande et la menthe. Les travaux deSenthilkumaret al.
(2009), ont également démontré une réduction des lipides totaux chez les larves
d'An.stephensi traitées avec certains extraits de plantes. Des résultats similaires ont été
observés par Sharma et al.(2011)qui ont rapporté que les teneurs en lipides chez les larves
d'Anophélinés et de Culicinésdiminuent de 28,57% et de 25,0% respectivement apres
traitement avec l'extrait d'Artemisiaannua. Le taux de lipides chez les larves 4 de
Glyphodespyloalisa été affecté apres traitement a I'huile de Lavandulaangustifolia(Yazdaniet
al., 2013). La réduction des lipides chez les larves traitées aux huiles essentielles peut étre due
a leur effet sur le métabolisme lipidique et a l'utilisation de réserves lipidiques pour produire
de I’énergie indispensable pour lutter contre ce stress(Olga et al., 2006).

3.3. Effet des HEs sur les acides nucléigues des moustiques

Les étres vivants sont constitués de certaines biomolécules complexes (acides nucléiques et
protéines) intervenant dans certains processus physiologiques notamment la reproduction
(Bergeron & Regnault, 1980).Le dosage des acides nucléiques a une importance particuliere
en raison de la relation entre le rapport ADN / ARN et les niveaux de croissance chez une
grande variété d'organismes marins tels que les phytoplanctons (Berdalet&Dortch, 1991;
Berdalet&Estrada, 1993), les bactéries (Kerkhof& Ward, 1993; Jeffreyet al., 1996; Mordy&
Carlson, 1991), les poissons (Buckley &Lough 1987; Bulow, 1987)et les invertébrés
(Sutcliffe, 1970). L'exposition a des xénobiotiques, induit des changements dans le mateériel
génétique ainsi que dans la protéosynthese caril a été prouvé que certains de ces molécules
(par exemple, le DDT) agissent au niveau cellulaire et stimulent la transcription des génes.
Ces substances semblent affecter soit les histones ou les protéines acides qui sont impliqués
dans le controle de I'expression génétique (Vladmiret al., 1991).

La présente étude montre que les acides nucléiques chez les individus traités
aux HEs des deux plantes sont perturbés. Les résultats obtenus révelent une
diminution du taux d’ADN et du taux d’ARN chez les larves 4 de Cx.pipiens a
différentes périodes.Plusieurs études réalisées ont démontré la réduction des taux d’ADN et
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d’ARN, suite a une exposition aux pesticides (Rathodet al., 2009). Chez Daniorerio
(Cyprinidae), la teneur en ADN semble étre affectée apres ’action directe de la lambda-
cyhalothrine et I’extrait de neem(Nutan&Ravindra, 2010). Ce méme auteur a proposé deux
hypothéses : soit ces pesticides agissent indirectement et bloguent certaines voies
métaboliques nécessaires a la synthése de I’ARN, ou bien ils ont un impact direct sur celui-Ci
(Nutan&Ravindra,2010). L’évaluation des effets du RH-2485 et RH-5992 sur le taux des
acides nucléiques, montre respectivement une réduction et une €lévation du taux d’ADN au
niveau des testicules  d’Ephestiakuehniella(Bouzeraa, = 2009).Les  travaux de
Meskache&Soltani-Mazouni, (2013) enregistrent une diminution hautement significativede la
quantité d’ADN testiculaire chez les adultes d’E. kuehniella, aprés traitement au RH-5849 et
le RH-2485 contrairement au RH-5992 qui la stimule. Une augmentation du taux d’acides
nucléiques a été enregistrée par SoltaniMazouni& Hami (2010) apreés traitement des femelles
d’E. Kuehniellapar le RH-5992. Le traitement avec d’autres agonistes des ecdystéroides, le
RH-0345, RH-5849 ainsi le RH-5992 entraine une réduction du contenu ovarien en ADN chez
T.molitor(SoltaniMazouniet al., 2001). Des travaux réalisés sur les acides nucléiques ont
montré que le lisinopril stimule la synthese des acides nucléiques testiculaires et ovariens, de
plus 1’énélapril n’as pas d’effet sur 'ADN testiculaire mais stimule la synthese d’ARN
testiculaire et des acides nucléiques ovariens chez un ravageur des denrées stockées
E.kuehniella(Bensalem-Djidi, 2014).Par ailleurs, les travaux de Jaksic et al. (2008)ont montré
une perturbation de la quantité d’ADN chez Gambusiaaffinis apres exposition au lindane,
avec un effet dose/réponse.

Des résultatssimilaires ont été observés chez les poissons d'eau doucePunctiusarenatus
suitea une exposition aux pesticides(Nutan&Ravindra,2010). En outre, Tripathi& Singh
(2003) ont noté une diminution du contenu en acides nucléiques chez des poissons exposés au
diméthoate. L’application du Diflubenzuron sur des femelles adultes de T. molitor, réduit de
facon significative le contenu nucléiques des ovaires (Soltani-Mazouniet al.,2007). La
cyperméthrine a également modifié le taux des protéines totales, des acides aminés libres dans
le foie et les muscles et le taux des acides nucléiques (ADN /ARN) dans les gonades d’un
poisson téléostéen, Colisafasciatus(Singh et al., 2010). Ahmad et al. (2012), a constaté une
perturbation des constituants cellulaires de base (protéines totales, acides aminés libres et les
acides nucléiques dans les organes vitaux, comme les branchies, le foie et les ovaires). Un
blocage dans la synthése d’ARN peut affecter la quantité des protéines, car ’ARN joue un
role prépondérant dans la synthése protéique (Nutan&Ravindra,2010).

Dans des études antérieures, Mitlinet al. (1977) ont montré que la diminution de
’activité sexuelle chez Anthonamus grandis résulte de 1’inhibition de la synthése d’ADN par
le diflubenzuron (DFB), un autre inhibiteur de la synthese de la chitine chez les femelles
adultes. Swietla&Zuk, (1978) ont rapporté que les herbicides agissent comme inhibiteurs de la
syntheése des acides nucléiques et des protéines. Alors queBendjeddou, (1993)et aprés
traitement des femelles d’E. Kuehniellapar leflucycloxuron (FCX) un autre inhibiteur de la
synthese de la chitine, constate une stimulationde la synthése de I’ ADN ovarien.
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Des chercheurs ont trouvé que la baisse des niveaux d’acides nucléiques dans le foie des
souris exposées au carbosulfan, pourrait étre a I’origine d’une action génotoxique (diminution
de I'index mitotique), d’une perturbation de la division cellulaire (Topktaset al., 1996) ou
d’une action inhibitrice du pesticide sur la synthése d’ADN et d’ARN (Walter et al ., 1980) ou
de la mort cellulaire due a une nécrose (Shivanandappa&Krishnakunari, 1981).
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3. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’utilisation intensive et abusive des insecticides conventionnels contre les moustiques
a entrainé divers problemes environnementaux, atteinte des organismes non ciblés et
I’apparition des especes résistantes. De ce fait, la principale préoccupation des scientifiques
est la recherche de nouvelles méthodes plus sélectives, biodégradable, amies de
I’environnement et avec un faible risque toxicologique pour I’homme et les animaux telles
que les pesticides d’origine végétale.Plus de 2000 espéces végétales dotées de propriétés

insecticides ont été repertoriées avec 344 especes ont une activité anti culicidienne.

Les HEs de deux plantes appartenanta la famille des Lamiaceae présentent
des rendementsde 1,58 % et 1,71% de la matiere séche de la partie aérienne de
Thymusvulgariset Origanumvulgarerespectivement. L’analyse chimique par CPG-
SM des HEs extraites de T.wulgarisa révele une abondance des composés
monoterpéniques dominés par la présence deLinalool(82,88%). Alors que les
HEs d’O. vulgaresontcaractérisées par la présence de Carvacrol (77,63%)

comme composémajoritaire.

Ces HEs ont été testées sur Culex pipiens, 1’espéce demoustique la plus
abondante dans la région de Tébessa. Leurs actions ont été évaluées surplusieurs

aspects : toxicologique,morphométrique, biochimique, et lesbiomarqueurs.

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations sous
létales et létales des huiles de deux plantes a 1’égard des larves du quatriéme
stade nouvellementexuviées de Cx.pipiens. Elles révélent un effet insecticide
avec une relation
dose-reponse. Les HEsd’O. vulgareprésentent un pouvoir larvicide tres élevé
contre Culex

par rapport aux HEs de T. vulgaris.

L’évaluation d’un biomarqueur de neurotoxicité, indique que les HEs de

T. vulgariset O. vulgaren’ont pasd’effet neurotoxique chez Cx.pipienspuisqu’aucun

95



Conclusion et perspectives

effet n’a été signalé sur D’activité spécifique de I’AChE. De plus, ceshuiles
provoquent une réduction du taux de la GSH et une augmentation de I’activité
desGSTs chez les traités comparativement aux témoins, suggérant une induction

desprocessus de détoxication.

De plus, les HEs extraites de deux plantes, affectent la croissance
pondérale desindividus, en réduisant Iégérement le poids corporel des larves 4

deCx.pipiens.Enfin,les réserves énergétiques et les acides nucléiques des larves sont
perturbés sous I’effet des huiles essentielles. Les résultats révelent une diminution
significative du contenu en protéines, glucides et lipides avec un effet plus marqué de
I’origan. Cette perturbation a été également observée pour les acides nucléiques. Les résultats
montrent une diminution du taux de I’ADN accompagnée d’une baisse du taux d’ARN.

Ceci suggere un effet dépressif des huiles essentielles sur la reproduction, le vol et la

nuisance de cette espéece.

A Tavenir, il serait intéressant de compléter le présent travailpar :

¢ Etude de I'impact des différentes techniques d’extraction (distillation a vapeur satu rée, hydrodiffusion)

sur la quantité et la qualité des huiles et sur leur pouvoir larvicide.

®,

%+ Purification des composés majoritaireset minoritaires de cesHEs et étudier leurs effets sur les moustiques.

% Etude de I'impact de cesHES sur le potentiel reproducteur des moustiques.

¢ Evaluation de 1’impact des variations saisonniéres sur le rendement, la
9

composition chimique et I’efficacité de ces huiles essentielles.

¢ Evaluation del’activité biologique de ces huiles,activité antibactérienne,

antifongique et antioxydante.
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RESUME
Cette présente étude a pour but de déterminer la composition chimique des huiles

essentielles extraites de Thymus vulgaris etOriganumvulgare(Lamiaceae), cultivés dans la
région de Blida et de Sétif respectivement, et d’évaluer leurs activités larvicides a 1’égard
d’une espécede moustique la plus abondante dans la région de Tébessa, Culex

pipiensL(Diptera :Culicidae).

Les HEs extraites de T. vulgaris et d’O. vulgareont été testées adifférentes concentrations
sur les larves 4 nouvellement exuviées de Culex dans lesconditions du laboratoire selon les

recommandations de 1’organisation mondiale de la santé.

Les effets ont été examinés sur la mortalité,les biomarqueurs enzymatiques (AChE
etGSTs) et non-enzymatiques (GSH),les paramétres morphométriques et lacomposition

biochimique des larves.

Le rendement des HEs de T. vulgaris et d’O. vulgareobtenues parhydrodistillation, affiche
des valeurs de 1,58 et 1,71% de la matiére secherespectivement. Leur composition chimique a
été déterminée par CPG-SM. L’analysechimique a montré que les HEs de T. vulgaris et d’O.
vulgarecontiennent 18 et25 composés respectivement, avec linalool (82,88%)et carvacrol

(77,63%) comme constituants majoritaires respectivement.

Les tests toxicologiques effectués selon le protocole standard de I’OMS, ont
révélélactivité larvicide de ces HEs. De plus, ’'HE d’O. vulgareest plus efficace par rapport

auxHEs de T. vulgaris.

L’activité enzymatique déterminée chez les larves traitées (CLys et Clsp) aux huiles
essentielles arévélé une perturbation de I’activité de 1’acétylcholinestérase et une induction du
systeme de détoxication, traduite parune inhibition de la GSH et une augmentation de
l'activité des GSTs.

Par ailleurs, I’¢tude morphométrique montre que les HEs provoquent une légere diminution
dupoids corporel des individus des larves 4de Cx.pipiens. De plus, elles réduisent lecontenu
en protéines, glucides etlipides.Cela est probablement dd aux conditions de stress imposées
par le traitement a cesinsectes qui ont besoin d’un apport supplémentaire d'énergie provenant

du meétabolismeglucidique et lipidique. Le taux d’acides nucléiques (ADN et ARN)a été

98



Résumé

également perturbé apres traitement des larves par les HEs des deux plantes. Ceci suggere un

effet dépressif de ces huiles sur la reproduction qui est un facteurde pullulation des

moustiques.
Les HEs de T. vulgaris et d’O. vulgaresont efficace dans la luttebiologique contre les

moustiquesn puisqu’aucun effet neurotoxique n’a été signalé.

Mots clés :Moustiques, Huiles essentielles, Culexpipiens, Thymus vulgaris, Origanumvulgare,
Toxicité, Biomarqueurs, Morphométrie,Composition biochimique.
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ABSTRACT

The presentstudywasconducted in order to determine the chemical composition of theleaf
essential oil of 7hymus vulgaris and Origanumvulgare (Lamiaceae)cultivated in Blida and

Setif (Algeria) and to assesstheirpotentiallarvicidalactivityagainstCulex pipiensL. (Diptera,

Culicidae), the mostabundant and investigated mosquito species in Tebessa area.

The essential oilsextractedfrom 7Aymusvulgaris and Origanumvulgareweretestedatdifferent
concentrations on newlymoltedfourth-instar larvae of Culex,understandard laboratory
conditions  according to the World  HealthOrganizationrecommendations.The
effectswereexamined on the mortality, the enzymatic (AChE, GSTSs) andnon-enzymatic
(GSH) biomarkers, the morphometricmeasurements,and thebiochemical composition of

larvae.

The EOs vyield calculated from the dry matter of the aerial part of T. vulgaris and
O.vulgarewerel.58 % and 1.71 % respectively. ltschemicalcompositions investigated by GC-
MS, showedthat?. vul/garis and o.wulgareessential oilscontainedeighteen and twenty

fivecompounds respectively, withlinalool (82.88%), and carvacrol(77.63%) as major

components respectively.

Bioassay test donefollowing the World HealthOrganization standard protocolrevealed
thatthese essential oilsexhibitedlarvicidalactivity. Moreover, O. vulgareEO appearedmost

toxic in comparisonwithT. vulgaris.

The enzymaticand non enzymaticbiomarkersperformedin treated larvae (LCps and
LCso)revealedno effects in specificactivityof AChE and an activation of detoxification system

as showed by an increase in GST activity and a decrease in GSH rate.

Moreover,the morphometric study showed that the tested essential oils were find toreduce
the weight of larvae of Cx.pipiens. Lastly, the biochemical compositions show that the
essentialoils affected the energy reserves (carbohydrates, proteins, lipids) with a marked effect
on lipidsof larvae. This isprobably due to the stress induced by theseEOs in

mosquitoeswhichrequireadditionalenergy input from carbohydrate and lipidmetabolism in
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particular.In  addition,  adecreaseofDNA  and  RNAwererecordedaftertreatmentof

larvaewithEOs.

Our resultsproved the potential use of this natural material as an alternative to synthetic
insecticides for controllingmosquitoes.This suggests a depressive effect of these oils on

reproduction which is a factor of mosquito multiplication.

Keywords: Mosquitoes, Essential oils, Culexpipiens, Thymusvulgaris,Origanumvulgare,

Toxicity,Biomarkers,Morphometry, Biochemistry.
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PRODUCTION SCIENTIFIQUE

+ PUBLICATIONS INTERNATIONALES

1. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F& SOLTANI N (2017). Algerian Thymus

vulgaris essential oil: chemical composition and larvicidal activity against the mosquito Culex

pipiens.International Journal of Mosquito Research; 4(1): 37-42.

2. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F& SOLTANI N (2018). Effect of Thymus
vulgaris L. (Lamiales: Lamiaceae) Essential Oil on Energy Reservesand Biomarkers in Culex
pipiens L. (Diptera: Culicidae) from Tebessa (Algeria).Journal of Essential Oil Bearing
Plants — Taylor & Francis; 21 (4): 1082-1095.

3. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F& SOLTANI N (2019).0Oregano Essential Oil As

Potential Mosquito Larvicides. Transylvanian Review;acceptée
+ COMMUNICATIONS ORALES

1. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F & SOLTANI N. Chemical composition and
insecticidal activity of essential oils extracted from Thymus vulgaris (Lamiaceae) and
Origanum vulgare (Lamiaceae) against Cx. pipiens (Diptera: Culicidae).3rd International
Conference on Integrated Environmental Management for Sustainable Development :
May 02-05, 2018 Sousse, Tunisia.

2. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F & SOLTANI N. Algerian Origanum vulgare
Essential oil: Chemical composition, larvicidal activity and effects on biomarkers
responses in the larvae of Cx. pipiens.Séminaire Internationales de ‘Science & Research
Congress : 21-23 September 2018 Antalya, Turkey.

+ COMMUNICATIONS AFFICHEES
BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F & SOLTANI N. Effets de la nouvelle molécule
(spiromésifene) sur : les métabolites et sur 1’activité enzymatique chez une espéce de
moustique (Culiseta longiareolata).Séminaire international en biotechnologie et
valorisation des bio-ressources (Hammamet-Tunisie), du 24 au 27 mars 2016.

2. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F & SOLTANI N. Chemical composition and
larvicidal activity of Thymus vulgaris essential oil against Culex pipiens (Diptera:
Culicidae).Participation au séminaire Internationales de Biotechnologie JIB 2016 : 18 - 22
décembre 2016. Souse ; Tunisia.

3. BOUGUERRA N., TINE-DJEBBAR F & SOLTANI N. Effets du spiromésifene sur la

composition biochimique et un biomarqueur chez une espéce de moustique, Culiseta
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longiareolata. Participation au séminaire national en entomologie médicale et la lutte
biologique (Tébessa- Algérie), 18-19 octobre 2015.
+ FORMATION

e Participation au 1'"™® séminaire de formation en analyse physico-chimique et
biologique « CRAPC-SFAPCB 8-20 Juillet 2017 » :Chromatographie gazeuse (GC-
FID) et chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS).
+ PROJET DE RECHERCHE

Membre dans un projet de recherche PRFU, intitulé "Etude des huiles essentielles de
plantesaromatiques et meédicinales algériennes: composition chimique et activité
biologique"sous le code:"DO1IN01UN120120180004 et sous la direction du Pr. Tine-Djebbar

Fouzia.
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