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Introduction

l. INRODUCTION

Les Arthropodes sont I'un des embranchements les plus importants du régne animal, avec
plus d’un million d’espéce connue, dont les trois quart sont des Insectes. Ces derniers
constituent plus de 50% de la diversité de la planéte et prés de 60% de celle du regne animal
(Wilson, 1988). Leur immense variété, leur extraordinaire prolificité, ainsi que leur taille
réduite ont permis aux insectes de coloniser la plupart des milieux continentaux (Baudry,
1998). Parmi ces insectes on peut trouver les Culicidae. lls occupent la premiere place par leur

role de vecteur d’organismes pathogénes ou d'agent de nuisance.

Les moustiques du complexe Culex pipiens (Linné, 1758) attirent notre attention car ils
sont distribués partout dans le monde et sont d’une grande importance medicale et vétérinaire
(Gomes et al., 2009). lls sont vecteurs de nombreuses maladies telles que le paludisme, la
filariose, la dengue, I'encéphalite japonaise, le chikungunya et l'infection par le virus du Nil
occidental dans les pays tropicaux et subtropicaux (Anupam et al., 2012). Environ 198
millions de cas de malaria et 0,58 million de déces sont survenus dans le monde en 2013
(OMS, 2014). Selon I'OMS (2009), plus de 1,3 milliard de personnes réparties dans 72 pays
différents sont menacées par la filariose. La dengue, causée par une espéce de moustique,
Aedes aegypti affecte des millions de personnes et des milliers de décés par an dans le monde
entier (Nuttall, 1997 ; Govindarajan, 2010). Ces maladies en plus des cas de morbidité
qu’elles causent dans le monde, elles représentent un fardeau socioéconomique €élevé des pays
touchés (Ramaiah et al., 2000, Intirach et al., 2012). Un contrble efficace de ces maladies
nécessiterait une stratégie a deux volets: (i) un traitement rapide avec des médicaments

efficaces et (ii) des stratégies de prévention basées sur le contrdle des vecteurs.

Pour lutter activement contre les moustiques, plusieurs méthodes ont été entreprises dans le
monde, comprenant la lutte chimique et la lutte biologique (Berliner, 1915). Les insecticides
chimiques sont la principale stratégie du contréle. Cependant, leur utilisation massive et
continue a provoqué divers inconvénients, tels que la contamination et I’accumulation des
résidus dans le sol et dans 1’cau et le développement de résistances chez les especes cibles
(Mittal et al., 2004 ; OMS, 2006 ; Carlos, 2010). De plus, ils causent la pollution de I'air et
nuisent aux organismes non-ciblés bénéfiques (Dharmagadda et al., 2005). Pour assurer une
meilleure intervention, tout en préservant au maximum le milieu naturel, de nouvelles
méthodes préventives ainsi que de nouveaux produits sont constamment recherchés (Crosby

et al., 1966). Cette recherche s’est orientée vers une lutte biologique, moins nocive et plus
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raisonnée, par 1’utilisation de substances naturelles actives et non polluantes telles que les

métabolites secondaires des plantes (les huiles essentielles, les flavonoides, les tanins...).

Plus de 2000 espéces végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées
(Grainge & Armed, 1988). Les espéces de la famille des Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Lamiaceae et Canellaceae sont les principales familles les plus prometteuses comme source
de bioinsecticides (Benayad, 2008). Mais seulement 344 especes ont une activité anti
culicidienne (Sukumar et al., 1991), particulierement les plantes aromatiques du genre
Artemisia, Cympogon, Lavandula, Mentha, Oreganum, Ocimum, Rosmarinus, Thymus et les

arbres aromatiques du genre Citrus, Eucalyptus, Eugenia et Melaleuca (Andre’s et al., 2012).

L'application des huiles essentielles (HEs) dans le domaine de la lutte a augmenté au cours
des dernieres années en raison de leur disponibilité et leurs propriétés biologiques. Elles
contiennent une large gamme de composés bioactifs tels que les monoterpenes, dont beaucoup
sont sélectifs et ont peu ou pas d'effets nocifs sur les organismes non ciblés et sur
I'environnement (Rutledge et al., 2003, Dharmagadda et al., 2005, Govindrajan, 2010). Les
huiles de la famille des Lamiaceae ont attirés beaucoup d’attention dans le cadre de la
recherche des produits naturels pour lutter contre les insectes (Benayad, 2008). Une recherche
bibliographique ainsi que 1’étude des disponibilités locales, nous a permis de choisir les
plantes suivantes : Lavandula dentata, Mentha piperita et Ocimum basilicum (Linnée, 1753).
Les activités des huiles essentielles décrites sur les moustiques sont variées : larvicides
(Ansari et al., 1999 ; Amer & Mehlhorn, 2006 ; Kuppusamy & Murugan, 2008 ; Okigbo et
al., 2010 ; Vignesh et al., 2016), répulsives (Mihajilov-Krstev et al., 2014 ; Pavela & Benelli,
2016 ; Tisgratog et al., 2016), ovicides (Elumalai et al., 2010 ; Ramar et al., 2014 ; Foko et
al., 2016), pupicides (Nasir et al., 2015; Foko et al., 2016) et inhibiteurs de croissance
(Sukumar et al., 1991; Carvalho et al., 2003; Cavalcanti et al., 2004 ; Ansari et al., 2005). La
plupart de ces huiles agissent en perturbant la structure de la membrane cellulaire mais, pour
certaines, des effets neurotoxiques ont pu étre mis en évidence, dus a des interactions avec des
neurotransmetteurs tels que le GABA (acide gamma-aminobutyrique) (Hold et al., 2000 ;
Watt et al., 2008) et I’octopamine (Enan, 2001 ; Kostyukovsky et al., 2002 ; Enan, 2005 ;
Pan, 2005), ou par inhibition de 1’acétylcholinesterase (Orhan et al., 2009 ; Seo et al., 2014 ;
Yeom et al., 2015 ; Reegan et al., 2016).

En Algérie, la faune Culicidienne a fait 1’objet d’un grand nombre de travaux qui
s’intéressent plus particuliecrement a la systématique, la biochimie, la reproduction, la lutte
chimique et la lutte biologique (Bendali, 1989 ; Laouabdia-Sellami, 1992 ; Rehimi, 1993 ;
Tine-Djebbar, 2000 ; 2009 ; Bendali et al., 2001 ; Bendali, 2006 ; Boudjellida et al., 2005 ;
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Alouani et al., 2009 ; Rehimi et al., 2011 ; Alouani et al., 2013 ; Bouabida et al., 2012 ;
2017a, b; Dahchar et al., 2016 ; Hamaidia et al., 2016 ; Bouguerra et al., 2017).

Dans ce contexte, notre étude a été consacrée dans un premier chapitre a I’extraction des
huiles essentielles de L. dentata, M. piperita et O. basilicum ainsi qu’a la détermination de
leur composition chimique par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (CPG-SM).

Le deuxieme chapitre est consacré a I'étude de I'effet larvicide de ces huiles sur deux
especes de moustiques, Culex pipiens et Culiseta longiareolata, les plus abondantes dans la
région de Tébessa (Tine-Djebbar et al., 2016). Les paramétres de létalité (CLso et CLgo) et les
activités de divers biomarqueurs, de neurotoxicité (acétylcholinestérase), de détoxication
(glutathion S-transférases et son cofacteur, le glutathion), de la peroxydation lipidique

(malondialdéhyde) et de la catalase ont été déterminés

Le troisiéme chapitre traite de I’impact de ces HEs sur les paramétres morphométriques
(poids et volume corporels) et biochimiques (glucides, lipides et protéines) des individus de
différents stades (larves 4, pupes et adultes males et femelles).
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Il. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation des Culicidae

Les moustiques sont des Arthropodes appartenant a la classe des Insectes, a 1’ordre des
Dipteres et a la Famille des Culicidae. Ils sont caractérisés par des antennes longues et fines a
multiples articles, des ailes pourvues d’écailles, et des femelles possédant de longues picces
buccales en forme de trompe rigide de type piqueur-suceur (OMS, 1999). Ils constituent le
plus important groupe de vecteurs d’agents pathogénes a I’Homme et aux animaux. Ce groupe
d'insectes hématophages a bénéficié du plus grand nombre d'études en Algérie et plus
particulierement au niveau de notre laboratoire de recherche (Bendali, 1989; Laouabdia-
Sellami, 1992 ; Rehimi, 1993 ; Djebbar, 2000 ; Bendali et al., 2001 ; Bendali, 2006 ;
Boudjelida et al., 2005 ; Boudjelida et al., 2008 ; Alouani et al., 2009 ; Boudjelida & Soltani
2010 ; Boudjelida & Soltani 2011 ; Bouaziz et al., 2011 ; Rehimi et al., 2011 ; Alouani et al.,
2013 ; Djeghader et al., 2013 ; Mansouri et al., 2013 ; Dahchar et al., 2016 ; Hamaidia &
Soltani, 2016 ; Tine-Djebbar et al., 2016 ; Bouabida et al., 2017a,b ; Bouguerra et al., 2017 ;
Guenez et al., 2018).

2.2. Cycle de vie des Moustiques

Les moustiques sont des insectes holométaboles, leur cycle biologique comprend une
phase aquatique et une phase aérienne. Les adultes ou imago, sont aériens alors que les ceufs,
les larves et les nymphes constituent les stades pré-imaginaux et vivent dans 1’eau douce le
plus souvent ou parfois saumatre. La durée totale du développement, fortement influencée par
la température, est de 10 a 15 jours pour les zones tropicales (Bendali-Saoudi, 2006).
- (Euf : Suite a ’accouplement qui a eu lieu peu de temps apres 1’émergence des adultes, les
femelles fécondées déposent entre 200 et 400 ceufs (Bendali, 1989), perpendiculairement a la
surface de 1’eau (Urquhart et al., 1996 ; Wall & Shearer, 1997). Les ceufs, sous forme
cylindrique et de couleur blanchatre au moment de la ponte, deviennent grisatre ou noiratre
aprées quelgue heures. Cette coloration est due a I’oxydation de certains composants chimiques
de la théque au contact de I’eau ou I’air. L’ceuf est pourvu d’un opercule qui s’ouvre vers le
bas au moment de I’éclosion et la larve se dégage de ce dernier grace a une épine chitineuse

qui se situe au niveau de la téte (Rhodain & Perez, 1985).

- Larve : La larve passe par 4 stades de developpement : L1, L2, L3 et L4, séparés par une
mue, lui permettant de passer d’environ 2 a 12 mm. Les larves sont mobiles et respirent a la
surface de 1’eau par I’intermédiaire d’un siphon respiratoire situé a I’extrémité de I’abdomen.

Elles se déplacent par saccades et se nourrissent de divers micro-organismes (particules
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vegétales, bacteries et levures) (Urquhart et al., 1996 ; Andreo, 2003). Les larves sont apodes,
se déplacent rapidement et leur pieces buccales sont de type broyeur. Le corps de la larve est
constitué de 3 parties : la téte incluse dans une capsule sclérotinisée, le thorax comprenant 3
segments fusionnés et I’abdomen pourvu de 9 segments : le dernier segment abdominal est
courbé ventralement a son extrémité postérieure ou se situe 1’anus. Aprés chaque mue, la
larve se fixe a proximité de 1’exuvie abandonnée et au terme de cette période se

métamorphose en nymphe (Rhodain & Perez, 1985).

- Nymphe : La nymphe ou pupe également aquatique, a une forme de virgule et mobile mais
ne s’alimente pas durant toute la durée de ce stade, qui varie entre 2 a 5 jours. Elle préléve
I’air atmosphérique grace a deux trompettes respiratoires situées sur le céphalothorax. Son
corps est constitué de 2 parties : un large céphalothorax (antennes, trompe, pattes et ailes) et
un abdomen sous forme d’une queue permet de distinguer les sexes. Chez les femelles, la
queue est plus courte (Guitsevitch et al., 1974 ; Rhodain & Perez, 1985). Le stade nymphal
est un stade de transition au métabolisme extrémement actif, au cours duquel I’insecte subit de
trés profondes transformations morphologiques et physiologiques qui 1’aménent du stade
larvaire, aquatique et saprophyte, a la forme adulte, aérienne et habituellement hématophage
chez les femelles (Alayat, 2012). A la fin de ce stade, le tégument se desséche alors au contact
de I’air et il se forme une déchirure en T sur sa face dorsale sous 1’effet de I’augmentation de
la pression interne (Kettle, 1995). Par cette ouverture, le moustique adulte dégagera
successivement son thorax, sa téte, ses pattes, son abdomen, abandonnant dans I’eau 1’exuvie
nymphal. Ce phénomeéne de 1I’émergence dure environ 15 minutes durant lequel I’insecte se

trouve exposé sans défenses a de nombreux prédateurs de surface (Vinogradova, 2003).

- Adulte: Les adultes comme tous les diptéres, possédent une seule paire d’ailes
membraneuses longues et étroites pourvues d’écailles le long de ses nervures, repliées
horizontalement au repos. La deuxiéme paire est réduite a une paire de balanciers. lls
possedent un corps mince qui se divise en trois parties : la téte, le thorax, et ’abdomen. Au
niveau de la téte, I’imago se différencie des autres familles de diptéres par des antennes
longues, fines et articulées. Les femelles se distinguent facilement des males par la présence
des antennes plumeuses. Elles possédent de longues piéces buccales de type piqueur-suceur
(Wolfgang & Werner, 1988).
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Accouplement
: > Ponte : 5jours apres le
Adulte (x 40 repas sanguin

Longévité : 1Semaine a 30 jours

Emergence

Phase aérienne

Stade nymphal (x 40)

Durée : 4 2 5 jours

Eclosion :
2 a3 jours

[ Phase aquatique ] Eufs : Nacelle (x 40)

Eclosion

l Mue nymphale I

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

Figure 1. Cycle de développement des moustiques (Dris, 2018).

2.3. Présentation de Culiseta longiareolata (Aitken, 1954)

Culiseta longiareolata a une taille qui varie de 3 a 5 mm. C'est une espéce multivoltine et
rurale, les femelles sont sténogames et autogenes. Elles piquent de préférence les vertébrés
surtout les oiseaux, trés rarement I’humain. L’espece est considérée comme un vecteur de
plasmodium d’oiseau (Bruhnes et al., 1999). La larve de cette espece se caractérise par un
siphon court et conique avec des dents du peigne siphonal implantées irrégulierement (Fig. 2).
Chez I’adulte, on remarque la présence au moins d’une tache d’écaille sombre sur ’aile (Fig.
3), le thorax avec trois bandes blanches longitudinales (Fig. 4) et I’absence des soies longues
et fortes au niveau du lobe basal du gonocoxite (Fig. 5). Cette espéce peut présenter une
diapause hivernale chez les imagos femelles (régions froides) et chez les larves (régions
tempérées). Les adultes sont présents toute I’année avec un maximum de densité au printemps
et un autre en automne (Bruhnes et al., 1999). C. longiareolata est une espece a large
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répartition, elle est trés commune dans toute I’ Afrique méditerranéenne (Abdel-Malek, 1960)

et ’espece la plus abondante dans la région de Tébessa (Tine-Djebbar et al., 2016).

Figure 2. Dents du peigne siphonal (fleche) de Figure 3. Taches d'écailles sombres sur laile
Culiseta longiareolata (Gr : X40) (Bouabida, (fleche) de Culiseta longiareolata (Gr : X40)
2014). (Bouabida, 2014).

Figure 4. Trois Bandes blanches longitudinales Figure 5. Lobe basal du gonocoxite (fleche) de
(fleche) de Culiseta longiareolata (Bouabida, Culiseta longiareolata (Gr : X150) (Tine-
2014). Djebbar, 2009).

La position systématique de C. longiareolata Aitken, 1954 est la suivante :

Régne Animalia
Sous-régne Metazoa
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Super-classe Protostomia
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta

Espece

Culiseta longiareolata (Aitken, 1954).
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2.4. Présentation de Culex pipiens (Linné, 1758)

Culex pipiens est le moustique le plus fréquent dans le monde (Faraj et al., 2006). Il est
capable de se développer dans toutes les régions du globe (Resseguier, 2011). Cette espece
rurale a activité nocturne et domestique est active pendant toute 1’année et atteint son
maximum de developpement pendant les saisons chaudes (Faraj et al., 2006). C. pipiens
existe sous deux formes: la forme molestus, anthropophiles, autogene, sténogame (peut
s’accoupler dans des espaces confines), urbaine et reste en activité durant la période hivernale
(homodynamique). La forme pipiens, ornithophile, anautogéne, eurygame (s’accouple en
plein air) et entre en diapause pendant 1’hiver (hétérodynamique) (Schaffner et al., 2001).

L’adulte de C. pipiens se caractérise par le tergite 111 avec une bande antérieure claire (Fig.
6). Chez la larve, le mentum contient 8 dents ou plus de part et d'autre de la dent médiane
(Fig. 7); les écailles du 8°™ segment sont toutes sans épine médiane (Fig. 8) et la dent distale

du peigne siphonal est formée de 3 a 5 denticules basaux (Fig. 9).

Figure 6. Tergites abdominaux de C. pipiens (Gr Figure 7. Mentum de C. pipiens (Gr : X300)
: X150) (Tine-Djebbar, 2009). (Tine-Djebbar, 2009).

Figure 8. Ecailles du 8°™ segment abdominal de Figure 9. Dent distale du peigne siphonal de C.
C. pipiens (Gr : X200) (Tine-Djebbar, 2009). pipiens (Gr : X100) (Tine-Djebbar, 2009).
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La position systématique de C. pipiens Linné, 1758 est la suivante :

Reégne
Sous-regne
Embranchement
Sous-embranchement
Super-classe
Classe
Sous-classe
Infra-classe
Super-ordre
Ordre
Sous-ordre
Infra-ordre
Famille
Sous-famille
Genre

Espece

Animalia
Metazoa
Arthropoda
Hexapoda
Protostomia
Insecta
Pterygota
Neoptera
Endopterygota
Diptera
Nematocera
Culicomorpha
Culicidae
Culicinae
Culex

Culex pipiens (Linné, 1758).

2.5. Elevage au laboratoire

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des sites situés au niveau de

différentes régions de la ville de Tébessa (Fig. 10). Les larves sont élevées dans des récipients

contenant 150 ml d'eau déchlorurée et nourries avec 0,04 g du mélange biscuit 75% - levure

25% (Rehimi & Soltani, 1999). L'eau est renouvelée chaque deux jour. Le régime alimentaire

joue un grand rdle dans la fécondité car les protéines permettent a la femelle de pondre plus

d'ceufs par rapport aux femelles nourries de sucre seulement (Wigglesworth, 1972). Lorsque

les larves atteignent le stade nymphal, elles sont placées dans des récipients et déposées dans

des cages ou elles se transformeront en adultes. Ces derniers sont nourris de raisin sec et de

datte.

Figure 10. Sites de prélévement des moustiques (Dris, 2014).
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2.6. Description botanique des espéces étudiées

2.6.1. Lavande : Lavandula dentata (Linné, 1753)

Le nom Lavandula a été attribué a la plante par le naturaliste suédois Karl VVon Linné, qui
s’est inspiré du latin lavare, qui signifie laver, allusion a 1’utilisation trés ancienne de cette
plante dans les sels de bains, les onguents et les parfums (Fallah, 2010). La lavande est une
plante aromatique vivace, ligneuse et trés ornementale, formant des touffes denses, et
atteignant environ 60 cm de haut. Tiges quadrangulaires, feuillées dans leur partie inférieure,
longuement nues au-dessus. Inflorescence en épi terminal dense, surmonté de bractées
violacées. Feuilles étroites, dentées-crénelées, a bords enroulés, a dessous grisatre (Fig. 11).
Petites fleurs bleudtres a bractées de semblable couleur. Calice courtement denté et corolle
tubuleuse bilabiée, a lévre supérieure bilobée, et I’inférieure trilobée (Beniston, 1984).

Généralement, les lavandes sont des herbes annuelles ou le plus souvent des arbustes
ligneux, touffus et vivaces hauts de 40 a 80 cm a feuilles persistantes opposées qui peuvent
étre entieres ou dentées (Baillere, 1984). La morphologie des feuilles dans le genre Lavandula
est trés variable (Guitton, 2010). La structure de I’inflorescence est un caractére commun a
I’ensemble des lavandes. Les fleurs de lavande sont organisées en une inflorescence mixte
ressemblant a un épi de cymes appelé encore thyrse spiciforme. L’inflorescence principale
ressemble donc a un épi plus ou moins lache. L’inflorescence secondaire est une cyme
(Guitton, 2010).

La lavande est une chamaephyte se présentant sous forme de touffes denses. Les bractées
sont situées a la base de chaque cyme. Le fruit est tétrackéne. Une abondante floraison bleu
violet clair est observée en saison printaniére. La corolle monopétale est renversée, a tube plus
long que calice et & limbe partagé en cing lobes inégaux, arrondis, imparfaitement divisés en
deux lévres.

La lavande est employée en herboristerie, en aromathérapie. Elle est considérée comme
une plante médicinale pour 1’action de son huile. La production d’essences aromatiques par
cette plante a un grand intérét économique (Guitton, 2010), plus particulierement, dans
I’industrie de la lessive et de la savonnerie ainsi qu’en parfumerie. Cette lavande est utilisee
pour soigner des plaies et des brdlures superficielles et présente des effets sédatifs,
antibacteériens, antifongiques, antidépressifs (Cavanagh et al., 2002) et anti-inflammatoires
(Sosa & Altinier, 2005).

Lavandula dentata est une lavande qui se développe de 0,60 a 1m en tous sens. Elle se
présente sous forme d’un buisson bas lignifié et trés ramifié. Les feuilles sont allongées de 2 a

4cm, opposées et de couleur vert argenté. Elles sont caractérisées par de petits lobes arrondis

@
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sur leur marge, ce qui la rend trés facile a différencier des autres especes de lavande. Le
feuillage dégage une odeur trés délicate, intermédiaire entre la lavande ordinaire et le romarin.
Les fleurs apparaissent a partir du milieu de 1’été, la floraison pouvant se poursuivre pendant
I’hiver dans les régions les plus douces. Les fleurs violettes, sont trés petites, regroupées en
épis dense portés par long pédoncule. Les épis sont couronnés de quelques bractées pétaloides
plus développées. Chaque fleur peut produire deux petites graines noires. Elles se détachent
de I’épi a partir du mois d’aout. Lavandula dentata est une plante mellifere qui attire et nourrit
de nombreux insectes. Elle contient de 1’huile essentielle.

La lavande dentée habite les garrigues, les lieux secs et les sols siliceux (silicicole,
calcifuge) contrairement a la lavande vraie qui ne pousse qu’en terrain calcaire (Mourre,
1923). A I’état sauvage, cette labiée borde la Méditerranée a climat tempéré et doux, dont le

sol est pauvre et rocheux (Ait Fella, 2010).

La position systématique de Lavandula dentata Linné, 1753 est la suivante :

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Lavandula

Espece Lavandula dentata (Linné, 1753).

I Figure 11. Lavandula dentata (Photo personnelle). I

2.6.2. Menthe poivrée : Mentha piperita (Linné, 1753)

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des plantes vivaces, herbacées indigénes et tres
odorantes appartenant a la famille des Lamiaceae (Jahandiez & Maire, 1932). Les Menthes

conservent depuis I’antiquité une infinie diversit¢ d’emplois et occupent une large place dans
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la thérapeutique. Stimulant diffusible et aussi un sédatif diffusible, la Menthe rend d’éminents
services contre la nervosité et les différentes manifestations nerveuses. Sur le plan des
principes chimiques, la plupart des espéces de Menthe doivent leur odeur et activité a leurs
huiles essentielles ou Essences de Menthe (Il Idrissi, 1982). Ces essences tres odoriférantes
ont un intérét industriel important. Elles sont souvent extraites des plantes de la race cultivée
avec de bons rendements. Ce sont toutes des plantes vivaces herbacées de la famille des
Labiees. Elles sont en genéral des plantes alimentaires, aromatiques et médicinales:
rafraichissantes, toniques, anesthésiques, anti-septiques, anti-spasmodiques, antalgiques,
fébrifuges, bactéricides, etc... De méme, elles éloignent les pucerons, et sont donc utiles pour
protéger les cultures. Les menthes englobent environ 25 especes, mais qui ont une grande
capacité a s’hybrider ce qui rend difficile leur détermination précise. La principale espéce
utilisée en pharmacie est la menthe poivrée, Menthax piperita qui est un hybride stérile
apparu en 1996 a Mitcham (prés de Londres) entre Mentha aquatica et Mentha spicata
(Botineau, 2010). La menthe poivrée est une plante vivace par son rhizome qui s'accroche
dans la terre, elle se propage par stolons. Ses feuilles mesurent de 4 a 10 cm de long, elles
sont ovales, vert foncé et se teignent de nuances rougeatres au soleil et de rouge cuivré a
I'ombre. Elles sont recouvertes de gros poils sécréteurs arrondis dans lesquels s'accumulent les

substances volatiles odorantes. Ses tiges sont violacées de section carrée (Bruneton, 2009).

La position systématique de Mentha piperita Linné, 1753 est la suivante :

Régne Plantae

Division Angiosperme

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Mentha

Espéce Mentha piperita (Linné, 1753).

@
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Figure 12. Mentha piperita (Photo personnelle). ]

2.6.3. Basilic : Ocimum basilicum (Linng, 1753)

Le basilic est une espéce herbacée de la famille des Lamiaceae. Elle est originaire des
régions chaudes de I'Asie, d'Afrique et d'lIran. Cette espéce est cultivée commercialement pour
I'extraction d'huile essentielle dans le sud de la France, I’Italie, I’Espagne, 1’Allemagne,
I’ Amérique du Nord, la Bulgarie, I'Egypte, la Sicile, Haiti, le Madagascar et les Seychelles.
Elle est également cultivée en Inde. C’est une plante herbacée annuelle de 20 a 60 cm
d’hauteur. Ses tiges anguleuses et ramifiées portent des feuilles opposées de forme ovale et de
couleur généralement verte a 1’aspect brillant, parfois pourpre violet chez certaines variétés
(Klimankova et al., 2008). Les fleurs blanches ou rosées, formant des épis laches au sommet
de la tige. Les racines sont pivotantes. Les graines de basilic ont une couleur noire et une
forme ovale avec des dimensions moyennes de 3,11 + 0,29 mm (longueur), 1,82 + 0,26 mm
(largeur) et 1,34 £ 0,19 mm (hauteur) (Hosseini et al., 2010).

Le basilic est largement utilisé en parfumerie et dans I’industrie des cosmétiques pour la
teneur élevée de leurs huiles en composeés oxygénés. C’est 1’'une des plantes aromatiques
utilisées en médecine populaire comme agent antimicrobien et antifongique (Phuong et al.,
2010). De nombreuses études ont montré que le basilic contient des concentrations élevées de
composés phénoliques (notamment 1’acide rosmarinique et 1’acide caféique) qui caractérisent
sa capacité antioxydante (Angel et al., 2012 ; Bravo et al., 2008). Aussi, il peut étre utilisé
pour le traitement de certaines maladies : toux, fiévres, maux de téte, diarrhée, anxiéte,
diabéte, maladies cardiovasculaires et les dysfonctionnements rénaux. Le basilic est utilisé
comme un insecticide pour se protéger des piglres de moustique et efficace contre les

ravageurs (Dossoukpevi et al., 2011). L activité insecticide (Martinez-Velazquez et al., 2011,
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Warikoo et al.,, 2011; El-Seedi et al., 2012; Siriporn et Mayura, 2012), larvicide
(Govindarajan et al., 2013), antioxydante (Trevisan et al., 2006) et antifongique (Edris &
Farrag, 2003) de cette huile essentielle a été prouvée. Prajapati et al. (2005) ont étudié I’effet

insecticide, répulsif, larvicide et ovicide de I’huile essentielle de 1’Ocimum basilicum.

La position systématique de 1I’0O. basilicum (Linné, 1753) est la suivante :

Regne Plantae

Embranchement Spermatophytes

Sous Embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédones

Ordre lamiales /labiales

Famille Lamiaceae/ labiaceae

Genre Ocimum

Espéce Ocimum basilicum (Linné, 1753).

[ Figure 13. Ocimum basilicum (Photo personnelle). ]

2.7. Présentation des huiles essentielles

Le terme « Huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les composants
liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur. Les
terpenes (principalement les monoterpénes) représentent la majeure partie (environ 90%) de
ces composants. Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires
produits par les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces
extraits contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu
complexes (monoterpénes, sesquiterpenes,...). Il est admis que I’effet de ces composés purs
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peut étre différent de celui obtenu par des extraits de plantes. Les huiles essentielles
contiennent un nombre considérable de familles biochimiques (chémotypes) incluant les
alcools, les phénols, les esters, les oxydes, les coumarines, les sesquiterpénes, les terpenols,
les cétones, les aldehydes, etc.

Les propriétés insecticides sont essentiellement dues a la fraction d'huiles essentielles
contenues dans la plante. Les huiles essentielles sont des substances odorantes obtenues a
partir de plantes, par entrainement a la vapeur d'eau, par hydrodistillation ou par
expression (De Billerbeck et al., 2002). Les HEs représentent une piste d'avenir et les
recherches sur les extraits d'huiles sont nombreuses. Toutefois, la grande majorité de ces
études portaient sur les moustiques, que ce soit sur I'effet répulsif de ces huiles ou sur leur
effet larvicide (Ntonifor et al., 2006).

Les plantes aromatiques sont parmi les insecticides les plus efficaces et les huiles
essentielles constituent souvent la fraction bioactive des extraits de plantes (Shaaya et al.,

1997). On peut considérer les huiles essentielles comme des bioinsecticides, agissant soit :

Sur le systéme nerveux, ce qui provoque notamment la paralysie.

Sur la respiration cellulaire : la cellule devient alors incapable d’absorber I’oxygéne que lui
fournit le systéeme respiratoire.

Sur le développement de 1’insecte en bloquant sa mue, qui est une étape indispensable a sa
croissance.

Sur la formation de sa peau protectrice, la cuticule, ce qui le rend sensible aux diverses

agressions du milieu.

2.8. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique de nombreuses huiles essentielles ont été décrites. Elles varient
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 et al., 2008). L’étude de la composition
chimique est généralement effectuée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Salzer,
1977). Les huiles essentielles sont constituees principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpenes
(mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des essences, et des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (El Haib, 2011).
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2.8.1. Monoterpenes

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%). lls comportent deux unités isopréne (CsHs),
selon le mode de couplage « téte-queue ». lls peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques. A ces terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions

chimiques spéciales (EIl Haib, 2011).

2.8.2. Sesquiterpénes

Les sesquiterpénes sont des dérivés d’hydrocarbures en CisH,, (assemblage de trois unités
isoprenes). Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent en plusieurs
catégories structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques.
Ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures ou d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools,

les cétones, les aldehydes, les acides et les lactones dans la nature (El Haib, 2011).

2.8.3. Composés aromatiques

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrée est celle des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane. Cette classe comporte des composes odorants bien
connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autres. Ils sont davantage
fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont
caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de
I'estragon, etc (Bruneton, 1993).

2.9. Extraction et rendement des HEs par hydrodistillation

L'hydrodistillation reste la technique d’extraction la plus utilisée et la plus rapide pour
I’obtention des meilleurs rendements, sans altération des huiles essentielles fragiles. Son
principe correspond a une distillation hétérogéne qui met en jeu ’application de deux lois
physiques (loi de Dalton et loi de Raoult) (El haib, 2011 ; EIl kalamouni, 2010). L'extraction a
été faite au niveau du laboratoire de Biologie Animale a l'université de Tébessa par un
hydrodistillateur de type clevenger.

La collecte des plantes a été faite au mois de Fevrier des annees : 2013, 2014 et 2015 dans
la région de Tébessa. Apres séchage du matériel végétal a 1’air libre et a I'ombre, 50g de la
matiére séche de la partie aérienne des plantes avec 500 ml d’eau distillée sont introduit dans
un ballon d’une capacité d’un litre, a fond rond et a 3 cols ou fioles, surmonté¢ d’une colonne
de 60 cm de longueur. Le tout sera mis sur une chauffe ballon a une température voisine de
100°C et raccordé avec le reste de 1’appareil d’extraction (Fig. 14). Le mélange est porté a
ébullition pendant 3 heures, pendant ce temps, la vapeur se dirige vers le col du cygne puis

dans le réfrigereant ou elle se condense rapidement et tombe, dans I’ampoule de décantation,
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sous forme d’huile. Les huiles essentielles recueillies ont été filtrées en présence de sulfate de
sodium (Na;SO,) pour éliminer les traces d’eau résiduelle. Elles sont ensuite récupérées et
stockées a 4°C et a I’obscurité dans un flacon en verre, hermétiqguement fermé et couvert du
papier aluminium pour les préserver de 1’air et de la lumiére. La quantité d’huile obtenue est

pesée pour le calcul du rendement (Mawussi, 2008 ; Tchoumbougnang et al., 2009).

Entrée de I’eau

Réfrigérant

Sortie de I’eau

Ampoule a
décanter

Ballon a fond

Huile Eau
essentielle aromatique

Chauffe ballon

Figure 14. Montage de I’hydrodistillateur de type Clevenger (Dris, 2014).

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids
de la matiere seche de la plante (AFNOR, 1987), évalué a partir de 3 extractions. Il est

exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R= PB/ Pa x 100 ou R= [ZPB/ ZPA] x 100

R : Rendement en huile en %
Pg : Poids de I’huile en g
P4 : Poids de la matiére seche de la plante en g

2.10. Analyse des HEs par CPG-SM

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

L’analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM) est faite sur un chromatographe de type Hewlett Packard 6800 plus, couplé a un
spectromeétre de masse de type Hewlett Packard 5973 a impact d'électrons opérant en mode El
70 eV. La colonne capillaire utilisée est de type VB-5 (30 m x 0,25 mm ; épaisseur du film
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0,25 um). Le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est ’Hélium, réglé a un débit de 1
ml/min. La température de ’injecteur est de 250°C, et ’injection se fait en mode Split.
Initialement, la température du four est maintenue a 60°C en isotherme pendant 8 min, puis
son augmentation se fait graduellement a raison de 2°C par min jusqu’a 250°C. Pour le
spectromeétre de masse, la température de détection est de 250°C. La fragmentation est
effectuée par impact électronique sous un champ de 70eV, et une pression de 6,75Psi. Le
volume injecté est de 0,2ul. L’appareil est relié & un systéme informatique gérant une
bibliotheque de spectres de masse. Les constituants de chaque huile essentielle sont identifiés
par comparaison de leurs spectres de masses avec ceux des produits de référence de bases de
données Willey (Mclafferty et stauffer, 1994), NIST (NIST, 1999) aussi bien que par leurs
indices de rétention calculés a 1’aide d’alcanes C5-C18 comparés aux indices des produits de

référence et des données de la littérature (Kondjoyan & Berdagué, 1996 ; Adams, 2001).

2.11. Traitement et bioessais

Les HEs dissoutes dans I'éthanol sont appliquées (1ml) sur des larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées de C. longiareolata et de C. pipiens.

Apres un screening préalable, les HEs des 3 plantes ont été testées a différentes
concentrations (Tableau 1). Trois répétitions comportant chacune 25 larves, ont été réalisées
pour chaque concentration. Une série témoin négatif (les individus ne subissent aucun
traitement) et une série témoin positif (les larves recoivent 1ml d'éthanol) sont conduites en
parallele. Le traitement a ¢€té appliqué dans des pots contenant chacun 150 ml d’eau
déchlorurée et de la nourriture pendant 24 heures, selon les recommandations de
I’organisation mondiale de la santé (OMS, 1963). Apres cette periode, les larves sont rincées
puis placées dans de nouveaux récipients contenants de I'eau propre et de la nourriture.

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

leurs intervalles de confiance (95% IC).
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Tableau 1. Les concentrations (ppm) des HEs de 3 plantes, appliquées sur C. longiareolata et C.
pipiens.

Concentrations (ppm)

Plantes C. longiareolata C. pipiens

L. dentata 50, 75, 100, 125 et 150 75, 100, 125, 150, 175 et 200
M. piperita 10, 20, 30, 40, 50, 60 et 70 30, 40, 50, 60 et 70

O. basilicum 100, 110, 120, 130, 140 et 150 50, 75, 100, 125, 150

2.12. Dosage des biomarqueurs

Les larves du quatrieme stade des séries témoins et traitées aux huiles essentielles (CLso)
ont fait 1'objet du dosage d’un biomarqueur de neurotoxicité, 1’acetylcholinestérase (AChE),
des biomarqueurs de détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et le taux du
glutathion (GSH) et des biomarqueurs du stress oxydatif, le malondialdéhyde (MDA) et la

catalase (CAT) a différentes périodes apres traitement : 24, 48 et 72 heures.

2.12.1. Dosage de I’acétylcholinestérase

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acéthyltiocholine (ASCh) dont
I’hydrolyse libére de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La thiocholine, en présence
de DTNB (acide 5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont
I’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm.

Les larves 4 des séries témoins et traitées aux huiles essentielles (CLsg) de C. pipiens et C.
longiareolata, sont homogénéisées dans 1 ml de solution détergente [38,03 mg éthylene
glycol tris beta aminoéthyl éther NNN’N’ (EGTA); 1ml de Triton X-100 ; 5,845 g de chlorure
de sodium (NacCl) et 80 ml tampon Tris 10 mM, pH 7] puis centrifugées (5000trs/5mn). Le
surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité de I’AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl a laquelle
on ajoute 100 pl de DTNB [39,6 mg DTNB, 15 mg COsHNa (bicarbonate de sodium), 10 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 [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. L’essai est
conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20 individus avec une série témoin. La lecture
des absorbances s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412
nm contre un blanc ou la solution détergente remplace le surnageant. L’activité spécifique est

calculée selon la formule suivante :
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s b / mg de protéi
= — X —
1,36 x 10* e ¢ P EEpIEeEE

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 aprés 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.

2.12.2. Dosage des glutathion S-transférases

La mesure de D’activité des glutathion S-transférases (GSTs) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974). Elle 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) et mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotométre.

Les échantillons des séries témoins et traitées des deux especes sont homogeénéisés dans 1 ml
de tampon phosphate (0,1 M ; pH 6). L homogénat est centrifugé a 1400 trs/ mn pendant 30
mn et le surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(ImM)/GSH (5mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0,1 M, pH 6)]. L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 20
individus avec des séries témoins. La lecture des absorbances est effectuée toutes les minutes
pendant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pul d’eau
distillée remplagant la quantité de surnageant.

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

_ ADo/mn o Vt /mg d 4
= "9 vs /ms de protéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).

Vt : 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.

2.12.3. Dosage du glutathion
Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker & Cory (1988),

dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique,
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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 témoins et traités des deux
especes a différents temps (24, 48 et 72h) dans 1 ml d’une solution d’éthyléne diamine tétra-
acetique (EDTA) a 0,02 M [7,448g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de protéger les
groupements thiols du glutathion, ’homogénat doit subir une déprotéinisation par 1’acide
sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % [0,25g ASS, 100 ml eau distillée] ou 0,2 ml du 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.

Une fraction aliquote de 500 pl de I’homogénat 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]. L’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 20 individus avec une série témoin. 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 500ul d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :
_ADo vd Vt

X — X — 25
13.1 Vh = Vs / mg de protéines

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

2.12.4. Extraction et dosage du malondialdéhyde

Les larves 4 témoins et traitées de C. longiareolata et C. pipiens sont prélevées a
différentes périodes (24, 48 et 72 heures). L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant
chacune 20 individus. Les larves sont broyées aux ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCI (50
mM, pH 7,5) [1,5137g tris, 0,0730 g EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique), 42,78 ¢
sucrose, 250 ml eau distillée]. Une fois 1’homogénéisation réalisée, une centrifugation est
effectuée pendant 10 min a 10000 tours/min et le surnageant récupéré servira au dosage du
malondialdéhyde (MDA).

500 ul de surnageant sont additionné a 2,5 ml de TCA (100g TCA, 1000ml d’eau distillée).

Apres chauffage au bain marie a 100°C pendant 15 min et refroidissement dans de la glace,
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une deuxiéme centrifugation est effectuée a 10000 tours/min pendant 10 min. Une fraction
aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée a laquelle on ajoute 1 ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) [6,7 g TBA, 1000 ml eau distillée]. Aprés un second chauffage
(100°C, 15 min) et refroidissement, 1,5 ml de butanol sont rajoutés. Apres agitation, une
derniere centrifugation (10000 tours/min, 10 min) est réalisée et le surnageant constitué de 1
ml de butanol renfermant le complexe ATB (acide thiobarbiturique) /MDA est récupéré. Le
MDA est dosé selon la méthode de Draper & Hadley (1990). Cette méthode est basée sur la
mesure colorimétrique de la réaction ATB-MDA donnant un produit rouge brun dont
I’intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de 532 nm contre un blanc

(tampon tris-HCI). Le taux de MDA est déterminé selon la formule suivante :

e Do 9 Vt / d 6
= {gg X ys / mgdeprotéines

X : Taux du MDA (mM/mg de protéines).
DO : La densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat a 532 nm.
156 : Coefficient d’extinction molaire de ’ATB (mM™ cm™).
Vt : Volume total de la cuve (1ml).
Vs : Volume du surnageant utilisé (0,5 ml).
mg de protéines : Quantité de protéines exprimée en mg.
2.12.5. Dosage de la catalase
Le dosage de la catalase (CAT) est réalisé selon la technique de Claiborne (1985). Cette
technique est basée sur la mesure spectrophotométrique de la réduction de 1’eau oxygénée
(H202) en une molécule d’oxygene (02) et deux molécules d’eau (H20) en présence de la

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

Catalase
H202 » 2H20+02

Les larves du quatriéme stade témoins et traitées de C. longiareolata et C. pipiens, sont
prélevées a différentes périodes (24, 48, 72 heures), 1’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 20 individus. Les larves sont homogénéisées dans 1ml de tampon
phosphate (100mM, pH 7,4), puis centrifugées a 15000 trs/mn, pendant 10 mn. Le surnageant
récupére servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité de la catalase s’effectue dans une cuve de spectrophotométre en
quartz a 25°C, sur une fraction aliquote de 50 ul du surnageant dilué de fagon a se situer entre
1 et 1,5 mg de protéines/ml, soit 0,05 a 0,75 mg dans la cuve, a laquelle on ajoute 750ul de
tampon phosphate (100mM, pH 7,4). Apres agitation, la lecture est effectuée au
spectrophotometre. La lecture des absorbances, s’effectue aprés chaque 5 secondes pendant
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30 secondes a une longueur d’onde de 240nm contre un blanc avec 800 ul de tampon
phosphate (100mM, pH 7,4), et 200 pl de H,0,.

L’activité spécifique est calculée selon la formule suivante :

_ Domax — Domin
B 0,04

mg de protéines

X : micromole de substrat réduit par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de protéines).
D0 max : densité optique maximum obtenue.
DO min : densité optique minimum obtenue.
0,04 : coefficient d’extinction molaire du H,O, (cm-1. mM-1).
mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
2.13. Etude morphométrique
L’étude morphométrique est basée sur deux paramétres : le poids et le volume corporel des
individus, calculé a partir de la valeur cubique de la largeur du thorax des larves et des pupes
et la longueur des ailes des adultes males et femelles (Timmermann & Briegel, 1999). Les

mensurations ont été réalisées sous une loupe binoculaire préalablement étalonnée.

2.14. Extraction et dosage des constituants biochimiques

Les individus témoins et traités (CLsp) ont été prélevés a différents stades (larve 4, pupe et
adultes male et femelle) et conservés dans 1 ml de TCA (acide trichloracétique) a 20%.
L’extraction des principaux constituants biochimiques (protéines, glucides et lipides) a été
réalisée selon le procéde de Shibko et al. (1966) (Fig. 15). Aprés homogénéisation aux
ultrasons, puis centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10 min), le surnagent | obtenu,
servira 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 aprés une seconde
centrifugation (5000 trs/min, 10 mn), on obtient le surnageant Il et le culot I, le surnageant Il
sera utilisé pour le dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot I, dissout dans de

la soude (0,1 N), servira au dosage des protéines selon Bradford, (1976).

2.14.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976), dans une
fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute 4 ml de réactif du bleu brillant de commassie
(BBC) G 250 (Merck). Celui-ci révéle la présence des protéines en les colorants en bleu.
L'absorbance est lue au spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm. La gamme
d'étalonnage est réalisée a partir d'une solution d'albumine de sérum de boeuf (BSA) titrant 1

mg/ml (Tableau 2).
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Tableau 2. Dosage des protéines totales chez les moustiques : Réalisation de la gamme d'étalonnage
des protéines.

Solution mére de BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.14.2. Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972), en
utilisant le réactif sulfophosphovanillinique. 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 min dans un bain de sable a 100 °C. Apres refroidissement, on prend 200 pl
de ce mélange au quel on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30 min a
I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotometre a une longueur d'onde de 530
nm. Les lipides forment a chaud avec I'acide sulfurique, en présence de la vanilline et d'acide
orthophosphorique, des complexes roses. La solution mére des lipides est préparée comme
suit : on prend 2,5 mg d'huile de table (tournesol, 99% triglycérides) dans un tube eppendorf
et on ajoute 1 ml d'éther chloroforme (1V/1V) (Tableau 3).

Tableau 3. Dosage des lipides totaux chez les moustiques : Réalisation de la gamme d'étalonnage des
lipides.

Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) 100 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

2.14.3. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a éte réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959). Cette méthode consiste a additionner 100 pl du surnageant contenu dans un tube a
essai, 4 ml du réactif d'Anthrone et de chauffer le mélange a 80°C pendant 10 min, une
coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides
présentes 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 meére de glucose (Img/ml)
(Tableau 4).
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Tableau 4. Dosage des glucides totaux chez les moustiques : Réalisation de la gamme d'étalonnage
des glucides.

Solution mére de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d'anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.15. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel MINITAB (version 16, Penn State
College, PA, USA) et GRAPH PAD PRISM 7. Les résultats obtenus ont été exprimeés par la
moyenne + 1’écart-type (SD). Les quantités des métabolites (protéines, glucides et lipides)
sont déterminées a partir des courbes d’étalonnage dont 1’équation de la droite de régression
exprime ’absorbance en fonction de la quantité du standard utilisé (albumine, glucose et
I’huile de tournesol). Le test t de Student et I’analyse de la variance a un et deux critéres de

classification, ont été utilisés.
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Larves 4, pupes et adultes témoins et traités (corps entier)

1 ml de TCA & (20%)

Broyage (homogénéiseur a ultrasons)

Centrifugation (5000 trs/mn ,10 mn)

| ]

Surnageant | Culot |

1 ml éther/ chloroforme
Aliquot (100 ul)

Centrifugation
(5000 trs/mn, 10 mn)

—

Anthrone (4 ml)

Surnageant Il Culot Il
Aliquot (100pl) 1 ml NaoH (0 ,1N)
Chauffer 80°C (10 mn) Evaporation totale Agitation

1ml d’acide sulfurique Dosage aliquot (100 pl)

Agitation Agitation
10 mn au bain de sable
Dosage aliquot (200 pl)
Glucides Lipides Protéines
Duchateau & Florkin, 1959 (Goldsworthy et al.,1972) (Bradford, 1976)

|~

N

Figure 15 : Extraction des glucides, protéines et lipides totaux selon Shibko et al. (1966) }
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I1l. RESULTATS
3.1. Rendement des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des parties aériennes des plantes
appartenant a la famille des Lamiaceae : Lavandula dentata, Mentha piperita et Ocimum
basilicum sont de couleur jaune claire avec une odeur agréable. Le rendement des HEs varie
d'une plante & une autre et le fort taux est signalé chez I'O. basilicum avec une moyenne de
1,56 = 0,15%, suivie de M. piperita (1,46 = 0,04%) et de L. dentata avec le plus faible
rendement (1,18 £ 0,05%).

3.2. Composition chimique de I’HE de L. dentata

L’analyse de I’huile essentielle de L. dentata, a permis d’identifier 8 composés dont la
teneur est supérieure ou égale a 3,62%. Ces composes représentent 100% de I’huile totale
(Tableau 5 et Fig. 16).

Tableau 5. Composition chimique de I’huile essentielle de L. dentata : temps de rétention (TR) et
concentrations (%) des différents constituants.

Temps de rétention Concentrations

I\ Composes e %

Monoterpénes oxygénés 48,87
1  Eucalyptol 16,27 3,62
2  Cis-Linalool oxide 19,41 7,01
3 2-Furanméthanol, 5-ethenyltetrahydro a, a, 5-trimethyl, cis- 20,55 7,14
4  Camphre 24,38 13,43
5 1-Borneol 26,30 7,93
6  3-Cyclohexan-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-(CAS) 27,03 5,45
7  3,7-Octadiene-2,6-diol, 2,6-dimethyl- 28,62 4,29
Monoterpénes hydrocarbonés 51,13
a-Terpinoléne 21,67 51,13

Abundance
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Figure 16. Chromatogramme CPG-SM de I’HE de L. dentata (Abondance en fonction du temps en
min).
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Parmi les composes terpéniques identifies dans cette plante, on note la présence de 100%
de monoterpénes. Les monoterpenes hydrocarbonés représentent 48,87% tandis que les

monoterpénes oxygénés représentent 51,13% de 1’huile totale (Fig. 17).

L’a- Terpinoléne (51,13%), le Camphre (13,43 %) et le 1-Bornéol (7,93%) ont été

identifiés comme composés majoritaires (Fig. 18).

I 48,87% Monoterpénes hydrocarbonés
EE 51,13% Monoterpénes oxygénés

Figure 17. Répartition (%) des familles de molécules présentes dans la plante L. dentata

H,C CH

H.C H.C
3 CHs 3 . CHs

_-0 OH

Figure 18. Structure chimique de quelques composés majoritaires de I’HE de L. dentata.

3.3. Composition chimique de I’HE de M. piperita

L'analyse de I’HE de M. piperita par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse a révélé l'identification de 65 composes representant 99,65% de la
totalité des huiles. Le pourcentage et le temps de rétention des constituants identifiés sont

présentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6. Composition chimique de I’HE de M. piperita : temps de rétention (TR) et concentration
(%) des différents constituants.

Composés

Monoterpénes

Temps de rétention
(min)

Concentrations
(%)
93,22

Monoterpénes oxygénés 72,74

1 Trans-Sabinene hydrate 19,28 1,55
2 Cis-Sabinene hydrate 21,42 0,11
3 1- Octen- 3- ol acétate 22,31 0,01
4 Cis-Pinene hydrate 23,12 0,12
5 Limonene Oxide, Trans 24,04 0,04
6 A-Terpineol 26,53 0,36
7 Terpinene-4-Ol 27,13 0,97
8 Isodihydrocarvone 28,51 1,53
9 Dihydrocarveol 28,85 6,50
10  Carveol, dihydro, cis 29,02 1,69
11 Dihydrocarvyl acetate 29,21 4,10
12 Trans Carveol 31,27 0,62
13 Carvone 32,42 30,27
14 P-Mentha-6,8-dien-2-one (I-carvone) 32,75 22,31
15 Dihydro Cuminyl aldehyde 33,99 0,08
16 Bornyl acetate 34,52 0,14
17 2.4.6-Trimethyl-7-oxo0-4.7-dihydro-triazolo 34,99 0,11
18 P-Mentha-8-en-2-ol. Acetate 37,52 1,45
19 Trans-Carveyl acetate 38,07 0,02
20 Piperitenone 38,35 0,02
21 P-Mentha-6.8-dien-2-ol. acetate. Cis 39,76 0,32
22  Cis-Jasmone 42,06 0,23
23 Limonene dioxide 45,37 0,05
24 Jasmone 59,09 0,08
25 Cis-piperitol 59,30 0,06
Monoterpénes hydrocarbonés 20,48

26 o —Thujene 9,866 0,02
27 a-Pinene 10,07 0,48
28  Camphéne 10,93 0,02
29  Sabinéne 12,50 0,38
30 R-Pinéne 12,67 0,74
31 R —Myrcéne 13,71 0,52
32 a-Terpinéne 15,38 0,10
33  a-Limonéne 16,50 17,40
34  Cis-Ociméne 17,01 0,22
35 R-Ocimene 17,70 0,06
36  y-Terpinéne 18,36 0,24
37  o-Terpinoléne 20,41 0,05
38 1,4(8)-P-Menthadiene 21,69 0,10
39 Nopinene 24,46 0,03
40 1(7).5.8-O-Menthatriene 37,17 0,02
41  1-Ethyl-1.3-dimethyl-2.4-cyclohexadiene 42,57 0,05
42 Menthatriene 42,85 0,05
Sesquiterpénes 0xygénes 0,62

43 Spathulenol 52,97 0,47
44  o-Cadinol 57,37 0,15
Sesquiterpénes hydrocarbonés 4,98

45 R-Bourbonene 40,93 1,02
46 B-Elemene 41,49 0,54
47  Trans-Caryophyllene 43,16 1,76
48 Germacrene-D 43,71 0,07
49 Germacra-1(10).4(15).5-triene 44,63 0,06
50  a-Humulene 45,24 0,05
51  Epi-bicyclosesquiphellandrene 45,87 0,06
52  y-Cadinene 46,01 0,03
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53 1.6-Cyclodecadiene 47,02 0,98
54  y-Elemene 47,90 0,24
55  Calamenene 49,54 0,06
56 a-Copaene 55,01 0,06
57 B-Gurjune 56,61 0,05
58  2-Hexenal 6,35 0,01
59  2-Methyl, 1-Butene, 8,08 0,02
60  3-Octanol 14,36 0,53
61  3-Hexadecyne 34,31 0,06
62 1.3-Pentadiene. (E) 35,34 0,04
63 1.3-Butadiene. 2-methyl 48,44 0,07
64  2.6-Dimethyl-1.3.6-heptatriene 53,2739 0,03
65  2-Anisaldehyde 56,3487 0,07
Abundance
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Figure 19. Chromatogramme CPG-SM de I’HE de M. piperita (Abondance en fonction du temps en

min).

L’huile essentielle de M. piperita est constituée de 98,82% de dérivés terpéniques,

correspondant a 93,22% de monoterpenes et 5,60% de sesquiterpenes. Les monoterpenes

oxygeénés représentent 72,74% tandis que les monoterpénes hydrocarbonés ne représentent

que 20,48% de I’huile totale. Par ailleurs, les sesquiterpenes hydrocarbonés représentent

4,98% de la totalité de 1’huile, contre 0,62% pour les composés oxygénés (Fig. 20).
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20,48%
72,74%
4,98%
0,62%
Autres

Monoterpénes hydrocarbonés
Monoterpénes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés
Sesquiterpenes oxygénés

Figure 20. Répartition (%) des familles de molécules présentes dans la plante M. piperita.

Quatre monoterpénes ont été identifiés comme composeés majoritaires: carvone

(30,27%),

P-Mentha-6,8-dien-2-one (22,31%), o -Limonene (17,40%) et dihydrocarveol

(6,50%) (Fig. 21). Ces composés représentent 76,48% de 1’huile totale.

o —Limonene

0 0
/NS N\
Carvone P-Mentha-6,8-dien-2-one
e

. oy

Dihydrocarveol

Figure 21. Structure chimique de quelques composés majoritaires de I’HE de M. piperita.

3.4. Composition chimique de I’HE de 1'O. basilicum

L’analyse de I’huile essentielle de I'O. basilicum, a permis d’identifier 38 composés dont la

teneur est supérieure ou égale a 0,04%. Ces composés représentent 99,74% de 1’huile totale

(Tableau 7 et Fig. 22).
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Tableau 7. Composition chimique de I'HE de I'O. basilicum : Temps de rétention (TR) et
Concentrations (%) des différents constituants.

Monoterpenes oxygénés 92,93
1  Eucalyptol 16,37 3,29
2 Trans Sabinene hydrate 19,20 0,04
3 Linalool 22,28 22,52
4  Octen-1-ol. Acétate 22,47 0,28
5  3-Octanyl acétate 23,24 0,27
6  Cyclopentylacétone 26,59 0,08
7  3-Cyclohexen-1-ol. 4-methyl-1-(1-methylethyl)-(CAS) 27,10 0,05
8  3-Cyclohexene-1-methanol. a.a.4-trimethyl-. (S)- (CAS) 28,44 4,57
9  Nerol 31,26 0,62
10  2-Cyclohexen-1-one. 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-. (S)- 31,93 0,18
11  Linalyl acetate 33,28 53,89
12 2.6-Octadien-1-ol. 3.7-dimethyl- acétate (Z)- 35,03 0,48
13 1-P-menthen-8-yl acétate 38,88 2,95
14 Neryl acétate 39,88 1,22
15 Geranyl acétate 41,19 2,53
Monoterpénes hydrocarbonés 2,9
16  o-pinene 10,06 0,08
17  Sabinéne 12,49 0,14
18  2-B-pinene 12,65 0,21
19  p-Myrcéne 13,71 0,77
20  Benzéne. 1-methyl-4-(1-methylethyl) 16,00 0,04
21  Cis-Ociméne 16,99 0,66
22 1.3.6-Octatriene. 3. 7-dimethyl-.(E)-(CAS) 17,70 0,42
23 y-Terpinéne 18,35 0,15
24 o-Terpinolene 20,42 0,07
25  Benzéne 1-ethyl-3.5-dimethyl- 41,71 0,28
26  Benzéne. 1-ethyl-3.5-dimethyl- 42,46 0,08
Sesquiterpenes oxygénes 2,34
27  Cyclohexaneméthanol. 4-éthenyl-a.o.4-trimethyl-3-(1- 51,48 1,89
methylethenyl) - (1R-(1.0. 3.a. 4.B.))-
28  Viridiflorol 53,74 0,18
29  2-Naphthaléne meéthanol. decahydro-.a.o.4a-triméthyl-8- 57,11 0,10
méthyléne-.(2R-(2.0.. 4a.0.. 8a.p.))-
30 a-Eudesmol 57,26 0,13
31 Cyclohexaneméthanol. 4-éthenyl-.a.a.4-triméthyl-3-(1- 58,14 0,04
méthyléthenyl)-. (1R-(1.a. 3.0. 4.B.))-
Sesquiterpenes hydrocarbonés 1,51
32  B-Elemene 41,48 0,09
33  Trans-caryophylléne 43,13 0,63
34  a-Humuléne 45,25 0,04
35 Trans-B-Farneséne 45,59 0,18
36  Germacréne-D 47,00 0,47
37  (-)-.0-Selinéne 56,02 0,10

0,06
38 2-Butenal. 3-méthyl-(CAS) 0,06

Total 99,74%
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Figure 22. Chromatogramme CPG-SM de I’HE de I'O. basilicum (Abondance en fonction du temps
en min).

L’analyse de la composition chimique de I'HE de I'O. basilicum a montré une
prédominance des monoterpénes oxygénés avec une teneur de 92,93%. Alors que les
monoterpénes hydrocarbonés représentent seulement 2,90% de la totalit¢é de 1’huile. Par
contre, les sesquiterpenes hydrocarbonés et les sesquiterpénes oxygénes présentent des taux
faibles de 1’ordre de 1,51 et 2,34% de I’huile totale respectivement (Fig. 23).

2,90% Monoterpeéenes hydrocarbonés
92,93% Monoterpenes oxygénés
1,51% Sesquiterpénes hydrocarbonés
2,34% Sesquiterpeénes oxygénés
Autres

ponni

Figure 23. Répartition (%) des familles de molécules présentes dans la plante O. basilicum.

Deux monoterpénes oxygenes ont été identifiés comme composés majoritaires : Linalyl
acétate (53,89%) et Linalool (22,52%) (Fig. 24). Ces composés représentent a eux seuls
76,41% de I’huile totale.
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Figure 24. Structure chimique des composés majoritaires de I’HE de 1’O. basilicum.

3.5. Essais insecticides des HEs a I'égard de C. pipiens et C. longiareolata

3.5.1. Essai insecticide de ’HE de L. dentata

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de L. dentata ont été
appliquées sur les larves du quatrieme stade de C. longiareolata (50, 75, 100, 125 et 150 ppm)
et de C. pipiens (75, 100, 125, 150 et 200ppm). Des séries témoins négatifs (eau seulement) et
témoins positifs (eau+1ml d’éthanol) sont réalisées en paralléles. Aucune mortalité n'a été
observeée dans les deux séries.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité varient de 5,33 + 2,30 %
a la dose la plus faible (50 ppm) & 100 + 0,00% a la dose la plus forte (150 ppm) chez C.
longiareolata et de 8 + 4% a la dose la plus faible (75ppm) a 100% a la dose la plus forte
(200ppm) chez C. pipiens (Tableaux 8 et 9 et Fig. 25 et 26). Les résultats montrent une
mortalité plus importante chez C. longiareolata traduisant une plus grande sensibilité de cette
espéce a I’action de I’HE de Lavandula.

L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée apreés transformation
angulaire des pourcentages de mortalité révele une différence hautement significative
(p<0,001) (Tableaux 10 et 11) entre les concentrations utilisées et cela chez C. pipiens et C.
longiareolata. Le classement des doses par le test HSD de Tukey révéle ’existence de 5
groupes (Fig. 25).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 26) a permis I’estimation des valeurs des différentes concentrations

létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 12).
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Tableau 8. Toxicité de I’HE de L. dentata (ppm) appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
C. longiareolata: Mortalité corrigée (%) (m = SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

Concentrations

(ppm)
R1 4 44 68 88 100
R2 4 48 72 88 100
R3 8 56 80 92 100

m + SD 5334230 49,33+6,11 73,33+6,11 89,33+230 100+ 0,00

Tableau 9. Toxicité de I’HE de L. dentata (ppm) appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
C. pipiens : Mortalité corrigée (%) (m * SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

Concentrations

(ppm)
R1 4 24 52 64 84 100
R2 8 28 56 76 92 100
R3 12 32 56 76 96 100

m + SD 8,00+4,00 28,00+4,00 54.67+230 72+6,92 90,67+6,11 100+0,00

Tableau 10. Toxicité de I'HE de L. dentata (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. longiareolata : Mortalité corrigée (%) (m = SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Analyse de la variance a un critere de classification aprés transformation angulaire des
mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE ddl CM Fobs P
Traitement 8953 4 2238 269,9 0,001***
Erreur résiduelle 82,93 10 8,293

Total 9036 14

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.

Tableau 11. Toxicité¢ de I’'HE de L. dentata (ppm), appliquées sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. pipiens : Mortalité corrigée (%) (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus) :
Analyse de la variance a un critére de classification aprés transformation angulaire des mortalités
enregistrées (%).

Source de variation SCE ddi CM Fobs P
Traitement 9673 5 1935 139,7 0,001***
Erreur résiduelle 166,2 12 13,85

Total 9839 17

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.
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10019
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Figure 25. Toxicité de I’HE de L. dentata (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
C. longiareolata (A) et C. pipiens (B): Mortalité corrigée (%) (m £ SD, n=3 répétitions de 25
individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Figure 26. Effets de I’HE de L. dentata, appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata (A) et C.
pipiens (B) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des doses. R*= 98%.

Tableau 12. Toxicité de I’'HE de L. dentata, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de C.
longiareolata et C. pipiens : Détermination des doses létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Concentrations létales (ppm)

Espéces Hill slope CLso (95% IC) CLgo (95% IC)
. 77,09 104,45
C. longiareolata 1,26 [73,92 - 80,40] [103,17 - 105,72]
— 113,38 150,38
C. pipiens 1,22 [110,23 - 116,62] [136,09 - 166,15]

3.5.2. Essai insecticide de ’HE de M. piperita

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de M. piperita ont été
appliquées sur les larves du quatrieme stade de C. longiareolata (10, 20, 30, 40, 50, 60 et 70
ppm) et de C. pipiens (30, 40, 50, 60 et 70 ppm). Des séries témoins négatifs (eau seulement)
et témoins positifs (eau+1ml d’éthanol) sont réalisées en paralléles. Aucune mortalité n'a été

observée dans les deux séries témoins.
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Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité varient de 8 + 4% a la
dose la plus faible (10 ppm) a 96,00 + 4% a la dose la plus forte (70 ppm) chez C.
longiareolata et de 5,33 + 2,31% a la dose la plus faible (30ppm) a 100% a la dose la plus
forte (70ppm) chez C. pipiens (Tableaux 13, 14 et Fig. 27). Les résultats montrent une
mortalité plus importante chez C. longiareolata par rapport a C. pipiens, traduisant une plus
grande sensibilité de cette espéce a I’action de I’HE de Mentha.

L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée aprés transformation
angulaire des pourcentages de mortalité révele une différence hautement significative
(p<0,001) (Tableaux 15 et 16) entre les concentrations utilisées et cela chez C. pipiens et C.
longiareolata. Le classement des doses par le test HSD de Tukey révéle ’existence de 5
groupes (Fig. 27).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 28) a permis I’estimation des valeurs des différentes concentrations
létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 17).

Tableau 13. Toxicité de I'HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. longiareolata: Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus).

Concentrations 10 30 50 70

(ppm)
R1 4 32 72 92
R2 8 24 60 96
R3 12 36 60 100
m = SD 8,00 +4,00 30,70 £ 6,11 64,0 £ 6,93 96,00 + 4,00

Tableau 14. Toxicité de I’'HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. pipiens : Mortalité corrigée (%) (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus).

Concentrations

(ppm)
R1 4 28 48 92 100
R2 4 28 56 84 100
R3 8 24 52 88 100

m + SD 5334231 26,67 + 2,31 52,00+ 4,00 88,00 4,00 100 + 0,00
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Tableau 15. Toxicité de I'HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. longiareolata : Mortalité corrigee (%) (m = SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Analyse de la variance a un critere de classification aprés transformation angulaire des
mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE ddl CM Fobs P
Traitement 6522 3 2174 108,5 0,001***
Erreur résiduelle 160,3 8 20,04

Total 6682 11

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.

Tableau 16. Toxicité de I'HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. pipiens : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25 individus) :
Analyse de la variance a un critére de classification aprés transformation angulaire des mortalités
enregistrées (%).

Source de variation SCE ddi CM Fobs P
Traitement 9880 4 2470 435,6 0,001***
Erreur résiduelle 56,71 10 5,671

Total 9937 14

*=** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.
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Figure 27. Toxicité de I’HE de M. piperita (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
C. longiareolata (A) et C. pipiens (B): Mortalité corrigée (%) (m £ SD, n=3 répétitions de 25
individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Figure 28. Effets de I’'HE de M. piperita, appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata (A) et C.
pipiens (B) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des doses. R?= 98%.

Tableau 17. Toxicité de I’HE de M. piperita, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de C.
longiareolata et C. pipiens : Détermination des doses létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Concentrations létales (ppm)

Espéces Hill slope

LCs (95% IC) LCg (95% IC)
_ 41,63 69,72

C. longiareolata 1,26 [38,98 - 44,29] [63,49 - 75,95]
— 47,58 64,56

C. pipiens 121 [43,73 - 51,77] [54,20 - 76,91]

3.5.3. Essai insecticide de ’HE de I'O. basilicum

Aprés un test de screening, différentes concentrations d’HE de M. piperita ont été
appliquées sur les larves du quatrieme stade de C. longiareolata (100, 110, 120, 130, 140 et
150ppm) et de C. pipiens (50, 75, 100, 125 et 150ppm). Des séries témoins négatifs (eau
seulement) et témoins positifs (eau+1ml d’éthanol) sont réalisées en paralleles. Aucune
mortalité n'a été observée dans les deux séries témoins.

Les mortalités corrigées enregistrées au cours des tests de toxicité varient de 13,33 + 2,30
% a la dose la plus faible (10 ppm) a 100% a la dose la plus forte (150 ppm) chez C.
longiareolata et de 12 + 4,00% a la dose la plus faible (50ppm) a 100% a la dose la plus forte
(150ppm) chez C. pipiens (Tableaux 18, 19 et Fig. 29). Les résultats montrent une mortalité
plus importante chez C. pipiens par rapport a C. longiareolata, traduisant une plus grande
sensibilité de cette espece a 1’action de I’'HE de /’Ocimum.

L’analyse de la variance a un critere de classification effectuée aprés transformation
angulaire des pourcentages de mortalité révele une différence hautement significative

(p<0,001) (Tableaux 20 et 21) entre les concentrations utilisées et cela chez C. pipiens et C.

.
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longiareolata. Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele 1’existence de 5
groupes (Fig. 29).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 30) a permis I’estimation des valeurs des différentes concentrations
létales (CL) ainsi que leurs intervalles de confiance et le Slope (Tableau 22).

Tableau 18. Toxicité de I’'HE de 1’0O. basilicum (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement

exuviées de C. longiareolata : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune
25 individus).

Concentrations

(ppm)
R1 12 16 48 52 80 100
R2 16 24 48 56 76 100
R3 12 28 52 60 76 100
m+ SD 13,33+2,30 22,67+6,11 49,33+230 56,00+4,00 77,33+230 100 0,00

Tableau 19. Toxicité de I’HE de 1I’O. basilicum (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement
exuviées de C. pipiens : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus).

Concentrations

(ppm)
R1 8 36 84 92 100
R2 12 48 88 92 100
R3 16 48 84 88 100
m+ SD 12,00 + 4,00 44,00 + 6,92 85,33 + 2,30 90,67+2,30 100 + 0,00

Tableau 20. Toxicité de I’HE de 1I’0O. basilicum (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement
exuviées de C. longiareolata : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune
25 individus) : Analyse de la variance a un critére de classification aprés transformation angulaire des
mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE ddi CM Fobs P
Traitement 7826 5 1565 297 0,001***
Erreur résiduelle 63,24 12 5,27

Total 7889 17

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.
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Tableau 21. Toxicité de I’HE de 1’0O. basilicum (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement
exuviées de C. pipiens : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Analyse de la variance a un critere de classification aprés transformation angulaire des
mortalités enregistrées (%).

Source de variation SCE ddl CM Fobs P

Traitement 4 8067 2017 268,1 0,001***
Erreur résiduelle 10 75,22 7,52
Total 14 8143

*** différence hautement significative (p<0,001). SCE : somme des carrés des écarts ; ddl : degré de liberté ;
CM : carré moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de signification.
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Figure 29. Toxicité de I’HE d’O. basilicum (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. longiareolata (A) et C. pipiens (B) : Mortalité corrigée (%) (m = SD, n=3 répétitions de 25
individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD de Tukey.
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Figure 30. Effets de I’'HE de /°O. basilicum, appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata (A) et C.
pipiens (B) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en fonction du
logarithme des doses. R*= 96%.
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Tableau 22. Toxicité de I’HE de [’O. basilicum, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
C. longiareolata et C. pipiens : Détermination des doses létales et leurs intervalles de confiance (95%).

Concentrations létales (ppm)

Espéeces Hill slope

LCs; (95% IC LCq (95% IC
, 122,70 151,80
C. longiareolata 0,47 [117,30 - 128,00] [139,80 — 170,60]
— 73,45 101,20
C. pipiens 013 [71,02 - 75,94] [90,54 — 113,10]

3.6. Efficacité comparée des HEs de 3 plantes a I'égard de C. pipiens et C. longiareolata

Le Tableau 23 présente les concentrations létales (CLsg et CLgo) des HES obtenues chez les
larves 4 de C. longiareolata et de C. pipiens. Ces résultats montrent que I’HE de M. piperita
est la plus toxique suivie des HEs de I'O. basilicum et de L. dentata (M. piperita > O.
basilicum > L.dentata). De plus, on note que C. longiareolata est I'espéce la plus sensible aux
huiles extraites de Lavandula et Mentha et que I’HE de 1’Ocimum est plus efficace sur les
larves de C. pipiens.

Tableau 23. Efficacité comparée des HEs extraites de M. piperita, O. basilicum et L. dentata a I'égard
des larves 4 nouvellement exuviées de C. longiareolata et C. pipiens.

CLso (ppm) CLgo (ppm)

Plantes C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
M. piperita 41,63 47,58 69,72 150,38

' [38,98 - 44,29] [43,73 - 51,77] [63,49 - 75,95] [54,20 - 76,91]
0. basilicum 122,70 73,45 151,80 101,20

' [117,30 - 128,00] [71,02 - 75,94]  [139,80-170,60]  [90,54 —113,10]
L dentata 77,09 113,38 104,45 150,38

' [73,92 - 80,40] [110,23 - 116,62] [103,17 - 105,72]  [136,09 - 166,15]

3.7. Impact des HEs sur les biomarqueurs

Les HEs de L. dentata, M. piperita et de I'O. basilicum ont été appliquées sur des larves
du quatrieme stade nouvellement exuviées a une concentration létale 50 (CLsp). L’effet de ces
huiles a eté évalué a différentes périodes (24, 48 et 72 heures aprés traitement).

Elles ont été testées sur un biomarqueur de neurotoxicité, I’acétylcholinestérase (AChE),
deux biomarqueurs de détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et son cofacteur, le
glutathion (GSH) et deux biomarqueurs du stress oxydatif, le malondialdehyde (MDA) et la
catalase.

3.7.1. Effet des HEs sur I'activité spécifique de I’acétylcholinestérase
L’activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
longiareolata et C. pipiens témoins et traitées (CLso) est enregistrée a 24, 48 et 72 heures

apres traitement.
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3.7.1.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des valeurs moyennes par le test « t » de student montre que I’HE de L.
dentata provoque une diminution significative de 1’activité spécifique de I'AChE a 24
(p=0,004) et 48h (p=0,047), aucun effet n'a été signalé a 72h (p>0,05). Pour M. piperita et O.
basilicum, cette réduction est observée a toutes les périodes testées (24h : p=0,007 et 0,007 ;
48h : p= 0,009 et 0,032 ; 72h : p=0,009 et 0,011 respectivement) (Fig. 31). De plus, on note
que cette activité est trop affectée par les HEs de M. piperita comparativement a celles des

autres plantes et cela a tous les temps testés (24, 48 et 72heures).

Témoin
507 L. dentata
M . piperita

O . basilicum

W AV

Activité spécifigue d'AChE (uM/min/mg de protéine)

Temps (heures)

Figure 31. Effet des HEs (CLsg) sur I’activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) chez
les larves 4 de C. longiareolata (m = SD, n=3). (ns Différence non significative (p>0,05), * Différence
significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01) entre les séries témoins et traitées).

Le classement des différents traitements a été réalisé grace au test HSD de Tukey. Ce
classement par ordre décroissant de I’activité spécifique de I'AChE est résumé dans le
Tableau 24. Les résultats mettent en évidence 1’existence de 2 groupes a 24 et 72 heures, le
premier groupe est composé uniquement des témoins alors que le deuxiéme groupe est
constitué des 3 traitements. Par contre a 48 heures, on distingue trois groupes de moyennes,
les témoins forment le premier groupe, L. dentata et O. basilicum forment le deuxiéme groupe

et le troisieme groupe est représenté par M. piperita.
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Tableau 24. Classement par ordre décroissant de D’activité spécifique de I’AChE chez C.
longiareolata apres traitement aux HES (CLsg) : test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 34,06 a
24 L. dentata 20,77 b
O. basilicum 20,04 b
M. piperita 19,65 b
Témoins 35,84 a
48 L. dentata 27,43 b
O. basilicum 27,00 b
M. piperita 18,76 c
Témoins 36,38 a
7 L. dentata 26,60 b
O. basilicum 19,88 b
M. piperita 18,36 b

3.7.1.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

La comparaison des séries témoins et traitées (CLso) montre que les HEs de L. dentata, M.
piperita et O. basilicum provoquent une diminution significative de l'activité spécifique de
I'AChE a 24 heures (p=0,041; 0,002 et 0,01 respectivement), a 48heures (p<0,001) et a 72
heures (p<0,001 ; <0,001 ; 0,004 respectivement) (Fig. 32).

Le Tableau 25 présente le classement décroissant des différents traitements utilisés selon
leurs effets sur 1’activité spécifique de I’AChE grace au test HSD de Tukey. Les résultats ont
permis de mettre en évidence 3 groupes distincts a 24 heures : le premier groupe, englobe les
témoins, le deuxiéme représente le traitement a I’HE de L. dentata et le troisiéme englobe les
HEs de I’O. basilicum et de M. piperita ; il faut souligner que ces deux huiles ont des effets
similaires mais plus importants que ceux de L. dentata. A 48 et 72 heures, 4 groupes sont
constatés, chacun étant représenté par un traitement. De plus, on note que la menthe est la
plante la plus efficace sur ’AChE a 24 et 72heures, par contre a 48 heures, 1’effet marqué est

enregistré chez le basilic.
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Figure 32. Effet des HEs (CLsp) sur ’activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) chez
les larves 4 de C. pipiens (m + SD ; n= 3). (* Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement
significative (p<0,01), *** Différence tres hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Tableau 25. Classement par ordre décroissant de I’activité spécifique de I’AChE, chez C. pipiens
apres traitement aux HEs (CLs) : test HSD de Tukey.

Temps (heures Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 34,70 a
24 L. dentata 18,72 b
O. basilicum 15,28 o
M. piperita 13,61 Cc
Témoins 40,74 a
48 L. de_ntat_a 19,72 b
M. piperita 13,23 c
O. basilicum 8,32 d
Témoins 39,97 a
7 O. basilicum 17,67 b
L. dentata 14,51 c
M. piperita 08,96 d

3.7.1.3. Effet comparé de L. dentata sur I'AChE chez C. pipiens et C. longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 26, montrent que le taux d'inhibition de l'activité
specifique de I'AChE apreés traitement a la lavande (CLsp) est de I'ordre de 39,01%, 23,46% et
26,88% chez C. longiareolata et de 46,05%, 51,59 et 63,69% chez C. pipiens et cela a 24, 48
et 72heures apres traitement respectivement. Le classement des moyennes par le test HSD de
Tukey met en évidence 2 groupes de moyennes a 24heures, un groupe renferme les témoins et
un groupe composé de traités des deux espéces. A 48 et 72heures, 3 groupes sont signalés, le
premier groupe est représenté par les témoins des deux espéces, un deuxieme groupe est
constitué des traités de Culiseta et un dernier groupe formé par les traités de Culex. A partir

de ces données, on peut conclure que Culex pipiens est I'espece la plus affectée par L. dentata.
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Tableau 26. Effet de I’HE de L. dentata (CLsp) sur l'activité spécifique de I’AChE chez les larves 4 de
C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. pipiens C. longiareolata C. longiareolata C. pipiens
24 34,70+0,88 a 34,06 +2,17 a 20,77 £2,06 b 18,72+131b
48 40,74+ 1,16 a 35,84+281a 27,43+3,46 b 19,72+ 0,71 c
72 39,97+157a 36,38+ 3,01a 26,60 £ 6,54 b 14,51+ 0,66 c

3.7.1.4. Effet comparé de M. piperita sur I'AChE chez C. pipiens et C. longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 27, montrent que le taux d'inhibition de I'activité
specifique de I'AChE apres traitement a la menthe (CLso) est de I'ordre de 42,30%, 47,65% et
49,53% chez C. longiareolata et de 60,77%, 67,52% et 77,58% chez C. pipiens et cela a 24,
48 et 72heures respectivement. Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en
évidence 3 groupes de moyennes a tous les temps testés, un groupe renfermant les témoins
des deux espéces, un deuxiéme groupe est constitué des traités de Culiseta et un dernier
groupe formé par les traités de Culex. A partir de ces données, on peut conclure que C.

pipiens est I'espéce la plus affectée par M. piperita.

Tableau 27. Effet de I'HE de M. piperita (CLs) sur l'activité spécifique de I’AChE chez les larves 4
de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. pipiens C. longiareolata C. longiareolata C. pipiens
24 34,70+ 0,88 a 34,06 +2,17 a 19,65+0,15b 1361+1,71¢
48 40,74+ 1,16 a 3584+281la 18,76 £ 0,23 b 13,23+1,37¢
72 39,97+157a 36,38 +3,01a 18,36 +0,22 b 08,96 + 0,31 ¢

3.7.1.5. Effet comparé de I’O.basilicum sur I'AChE chez C. pipiens et C. longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 28, montrent que le taux d'inhibition de I'activité
spécifique de I'AChE aprés traitement au basilic (CLso) est de lI'ordre de 41,16%, 24,66% et
45,35% chez C. longiareolata et de 55,96%, 79,57% et 55,79% chez C. pipiens et cela a 24,
48 et 72heures respectivement. Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en
évidence 3 groupes de moyennes a 24 heures, un groupe renfermant les témoins des deux
especes, un deuxiéme groupe est constitué des traités de Culiseta et un dernier groupe formé
par les traités de Culex. Par contre a 48 heures, 4 groupes sont signalés, chacun étant
représenté par une série. A 72 heures, on constate 2 groupes distincts, un premier groupe qui
renferme les témoins et un deuxiéme groupe composé de traités des deux especes. A partir de

ces données, on peut conclure que C. pipiens est I'espéce la plus affectée par ce traitement.
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Tableau 28. Effet de I’HE de 1I’O. basilicum (CLsp) sur l'activité spécifique de I’AChE chez les larves
4 de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. pipiens C. longiareolata C. longiareolata C. pipiens
24 34,70 £ 0,88 a 34,06 £2,17 a 20,04+0,30 b 15,28 £ 0,20 ¢
48 40,74+ 1,16 a 35,84+281b 27,00£0,03¢c 08,32+ 0,52 d
72 39,97 £ 157 a 36,38+ 3,01l a 19,88 +0,02b 17,67 £0,93 b

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que les HEs présentent une neurotoxicité chez
les larves de C. longiareolata et de C. pipiens et que M. piperita a un effet plus marqué sur

I’activité spécifique de I’AChE comparativement a L. dentata et O. basilicum.

3.7.2. Effet sur le taux du glutathion
Le taux du glutathion (UM/mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata et C.
pipiens témoins et traitées (CLsp) est enregistré a 24, 48 et 72 heures apres traitement.
3.7.2.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata
La comparaison des moyennes par le test «t» de student montre que les HEs de L.
dentata, de 1’O. basilicum et de M. piperita provoguent une diminution significative du taux
de la GSH a 24 (p<0,001; p<0,001 et p= 0,034), 48 (p<0,001) et 72heures (p<0,001;
p<0,001 et p= 0,017) apres traitement (Fig. 33).
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Figure 33. Effet des HEs (CLsg) sur le taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
longiareolata (m + SD; n= 3). (*Différence significative (p<0,05), *** Différence trés hautement
significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre décroissant du taux de la GSH est résumé dans le tableau 29. Les
résultats mettent en évidence 1’existence de 4 groupes, chacun étant représenté par une serie.

Le basilic montre I’effet le plus marqué a 24heures, alors que la lavande a 48 et 72heures.
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Tableau 29. Classement par ordre décroissant du taux de la GSH, chez C. longiareolata aprés
traitement aux HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Traitements Valeurs moyennes
Témoins 278,57 a
24 M. piperita 265,59 b
L. dentata 155,70 c
0. basilicum 140,19 d
Témoins 281,62 a
48 M. piperita 262,78 b
O. basilicum 119,22 c
L. dentata 107,81 d
Témoins 279,37 a
79 M. piperita 258,75 b
O. basilicum 122,98 c
L. dentata 73,01 d

3.7.2.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens
La comparaison des valeurs moyennes indique une diminution trés hautement significative
(p<0,001) du taux de glutathion chez les séries traitées avec les HEs des trois plantes étudiées

a tous les temps testés (24, 48 et 72heures) comparativement aux témoins (Fig. 34).
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Figure 34. Effet des HEs (CLsg) sur le taux de la GSH (uM/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
pipiens (m + SD, n=3). (*** Différence trés hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et
traitées).

Pour les larves 4 de C. pipiens, le classement relatif au taux de la GSH (Tableau 30), a
permis de mettre en évidence 3 groupes distincts a différents temps, le premier est représenté
par les témoins, le second par les traités a la menthe et le dernier renferme les traités a la
lavande et le basilic, ce qui confirme le pouvoir toxique élevé de la menthe par rapport aux

deux autres plantes testées.
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Tableau 30. Classement par ordre décroissant du taux de la GSH, chez C. pipiens aprés traitement aux
HEs (CLso): test HSD de Tukey.

Traitements Valeurs moyennes
Témoins 102,54 a
24 M. piperita 45,52 b
L. dentata 35,31 c
0. basilicum 36,77 c
Témoins 107,22 a
48 M. piperita 50,02 b
L. dentata 36,23 c
0. basilicum 38,95 c
Témoins 110,20 a
79 M. piperita 55,84 b
L. dentata 37,15 c
O. basilicum 40,23 c

3.7.2.3. Effet comparé de L. dentata sur le taux de la GSH chez C. pipiens et C.

longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 31, montrent que le taux de diminution de la
GSH apres traitement a la lavande (CLsp) est de l'ordre de 44,10%, 61,71% et 73,86% chez
C. longiareolata et de 65,56%, 66,20 et 66,28% chez C. pipiens et cela a 24, 48 et 72heures
respectivement. Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 4
groupes de moyennes a 24 et 72heures, chacun étant représenté par une série. Par contre a
48heures, 3 groupes sont signalés, le premier est représenté par les témoins de C.
longiareolata, un deuxiéme est constitué des témoins de Culex et des traités de Culiseta et un
dernier groupe formé par les traités de Culex. A partir de ces données, on peut conclure que C.

pipiens est I'espéce la plus affectée par cette plante.

Tableau 31. Effet de I’'HE de L. dentata (CLsg) sur le taux de la GSH chez les larves 4 de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 278,57 £292 a 102,54 091D 155,70 £ 6,40 c 35,31+3,77d
48 281,62 +0,90 a 107,22+181b 107,81+1,11c 36,23+1,24d
72 279,37 +4,22 a 110,20+ 0,62 b 73,01+£5,14 ¢ 37,15+0,51d

3.7.2.4. Effet comparé de M. piperita sur le taux de la GSH chez C. pipiens et C.
longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 32, montrent que le taux de diminution du
glutathion aprés traitement a la menthe (CLso) est de I'ordre de 4,65%, 6,68% et 7,38% chez
C. longiareolata et de 55,60%, 53,13% et 49,32% chez C. pipiens et cela a 24, 48 et 72heures
apres traitement respectivement. Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met

en évidence 4 groupes de moyennes, chacun étant représenté par une série et cela a tous les
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temps testés (24, 48 et 72 heures). A partir de ces données, on peut conclure que C. pipiens est

I'espece la plus affectée par M. piperita.

Tableau 32. Effet de I’'HE (CLso) de M. piperita sur le taux de la GSH chez les larves 4 de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

UEYEDM  C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 278,57 +£2,92a 102,54 +£091 b 265,59 £5,33 ¢ 4552 +1,14d
48 281,62 £0,90 a 107,22 +181b 262,78 £1,02c 50,02+1,39d
72 279,37 £4,22 a 110,20+ 0,62 b 258,75+ 2,18 ¢ 55,84 +3,30d

3.7.2.5. Effet comparé de ’0. basilicum sur le taux de la GSH chez C. pipiens et C.
longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 33, montrent que le taux de diminution de la
GSH apreés traitement au basilic (CLsp) est de I'ordre de 49,67%, 57,66% et 55,97% chez C.
longiareolata et de 64,14%, 63,67% et 63,49% chez C. pipiens et cela a 24, 48 et 72heures
respectivement. Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 4
groupes de moyennes, chacun étant représenté par une série. A partir de ces données, on peut

conclure que C. pipiens est I'espéce la plus affectée par 1’0. basilicum comparativement a C.

longiareolata.

Tableau 33. Effet de I’'HE (CLsg) de 1’O. basilicum sur le taux de la GSH chez les larves 4 de C.
longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 278,57 +292a 102,54 +091 b 140,19+ 2,13 ¢c 36,77 +1,23d
48 281,62 +0,90 a 107,22 +181b 119,22 +1,62¢c 38,95+217d
72 279,37 +4,22a 110,20+ 0,62 b 122,98 + 3,76 C 40,23 + 4,56 d

D’aprés les résultats obtenus, on peut remarquer que les HEs de trois plantes testées
présentent une diminution de la GSH chez les larves 4 de C. longiareolata et de C. pipiens.
Cette réduction est plus remarquable chez les traités a la lavande et le basilic par rapport a la

menthe, ce qui traduit une induction du systeme de détoxication chez ces deux especes.

3.7.3. Effet sur I'activité spécifique des glutathion S-transférases

L’activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
longiareolata et C. pipiens témoins et traitées (CLso) est enregistrée a 24, 48 et 72 heures

apres traitement.
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3.7.3.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des valeurs moyennes par le test « t » de student, montre que I’HE de L.
dentata provoque une augmentation non significative de I’activité spécifique des GSTs a
24heures (p>0,05) et significative a 48 (p=0,014) et 72h (p=0,014). Pour les traités a I’HE de
M. piperita, on observe une élévation non significative de cette activité a 24 et 48heures
(p>0,05) et significative a 72 heures (p=0,027). Cependant, I’HE de 1’O. basilicum provoque
une augmentation tres hautement significative des GSTs a tous les temps testés (p<0,001)
(Fig. 35).
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Figure 35. Effet des HEs (CLsg) sur I’activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez
les larves 4 de C. longiareolata (m + SD, n=3). (ns Différence non significative (p>0,05), * Différence
significative (p<0,05), *** Différence trés hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Le classement par ordre croissant des traitements grace au test HSD de Tukey, relatif a
’activité des GSTs (Tableau 34) a permis d’identifier 2 groupes distincts a toutes les périodes
testées. A 24heures, le premier groupe, englobe les témoins et les traités aux HEs de la
lavande et de la menthe, le deuxiéme groupe représente le traitement a I’HE du basilic. Par
contre, a 48 et 72heures, le premier groupe est compose des temoins et des traités a I’HE de la

menthe, et le second groupe est formé des traités a la lavande et le basilic.
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Tableau 34 : Classement par ordre croissant de ’activité spécifique des GSTs, chez C. longiareolata
apres traitement a différentes HEs (CLsy) : test HSD de Tukey.

Traitements Valeurs moyennes
Témoins 28,96 a
24 M. piperita 31,36 a
L. dentata 31,89 a
O. basilicum 71,10 b
Témoins 28,46 a
48 M. piperita 32,10 a
O. basilicum 64,60 b
L. dentata 66,35 b
Témoins 28,88 a
79 M. piperita 33,26 a
O. basilicum 65,60 b
L. dentata 73,13 b

3.7.3.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

Les résultats mentionnés dans la figure montrent une augmentation significative de
I’activité spécifique des GSTS chez les traités a I’Ocimum, Lavandula et Mentha et cela a 24
(p<0,001), 48 (p<0,001) et 72heures (p<0,001 ; p<0,001 et p=0,002) (Fig. 33).
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Figure 36. Effet des HEs (CLsg) sur I’activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les
larves 4 de C. pipiens (m = SD, n=3). (** Différence hautement significative (p<0,01), *** Différence trés
hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Le classement des moyennes relatives a 1’activité des GSTs (Tableau 35), a permis de
mettre en évidence 4 groupes distincts a 72 heures, chacun étant représenté par une série. A
24 et 48heures, 3 groupes sont constates : le premier groupe englobe les témoins, le deuxiéme
représente les traités a la menthe et le troisieme groupe est composé des traites au basilic et a

la lavande.
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Tableau 35. Classement par ordre croissant de 1’activité spécifique des GSTSs, chez C. pipiens apres
traitement a différentes HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Traitements Valeurs moyennes
Témoins 60,97 a
24 M. piperita 67,01 b
O. basilicum 96,77 c
L. dentata 97,28 c
Témoins 63,07 a
- M. piperita 74,72 b
L. dentata 99,00 c
0. basilicum 99,66 c
Témoins 66,76 a
79 M. piperita 92,24 b
O. basilicum 101,87 c
L. dentata 107,70 d

D’aprés ces résultats, on remarque que le traitement des larves de deux espéces de
moustiques par les HEs des 3 plantes stimule un systéme de détoxication qui se traduit par
une élévation de I’activité des GSTs et une diminution du taux de la GSH. Ce systeme est

moins efficace chez les larves traitées a la menthe comparativement a la lavande et le basilic.

3.7.3.3. Effet comparé de L. dentata sur I'activité spécifique des GSTs chez C. pipiens
et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24heures, un groupe renfermant les témoins et les traités de Culiseta, un
deuxiéme groupe composé des témoins de Culex et un dernier groupe constitué des traités de
Culex. A 48 et 72heures, 3 groupes sont également signalés, le premier groupe est représenté
par les témoins de Culiseta, un deuxieme groupe est constitué des traités de Culiseta et les
témoins de Culex et un dernier groupe formé par les traités de Culex. A partir de ces données,

on peut conclure que Culex pipiens est I'espece la plus affectée par L. dentata (Tableau 36).

Tableau 36. Effet de I’HE de L. dentata (CLsg) sur l'activité spécifique des GSTs chez les larves 4 de
C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Témoins
(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 28,96 £ 0,93 a 60,97 £ 0,35 b 31,36 £0,33a 97,28+ 1,95¢
48 2846+2,15a 63,07 +1,13 b 66,35+ 7,49 b 99,00£0,30 c
72 28,88+ 0,46 a 66,76 + 1,86 b 73,13+9,30 b 107,70 £ 1,14c
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3.7.3.4. Effet comparé de M. piperita sur l'activité specifique des GSTs chez C.
pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes a permis de mettre en évidence 4 groupes de moyennes,
chacun étant représenté par une série et cela a 24, 48 et 72heures. A partir de ces données, on

peut conclure que C. pipiens est I'espéce la plus affectée par M. piperita (Tableau 37).

Tableau 37. Effet de ’'HE de M. piperita (CLsp) sur l'activité spécifique des GSTs chez les larves 4
de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 28,96 + 0,93 a 60,97 +0,35b 31,36 +0,33 ¢ 67,01 +0,19d
48 28,46+215a 63,07+1,13b 32,10+ 0,23 ¢ 74,72 +1,28d
72 28,88 + 0,46 a 66,76 + 1,86 b 33,26 +1,19¢ 92,24+0,81d

3.7.3.5. Effet comparé de I’Ocimum basilicum sur I'activité spécifique des GSTs chez
C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes met en évidence 4 groupes de moyennes a 24heures, chacun
étant représenté par une série. A 48 et 72heures, 3 groupes sont signalés, un groupe renferme
les témoins de Culiseta, un deuxiéme groupe est constitué des traités de Culiseta et les
témoins de Culex et un dernier groupe formé par les traités de Culex. A partir de ces données,

on peut conclure que C. pipiens est I'espéce la plus affectée par 1’O. basilicum (Tableau 38).

Tableau 38. Effet de I’HE de I’O. basilicum (CLsg) sur l'activité spécifique des GSTs chez les larves
4 de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Témoins
C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 28,96 £ 0,93 a 60,97 £0,35b 71,10+ 0,40 ¢ 96,77+ 1,13 d
48 28,46+215a 63,07+1,13b 64,60+ 0,01 b 99,66 £0,79 ¢
72 28,88+ 0,46 a 66,76 £ 1,86 b 65,60 0,43 b 101,87 £ 0,58 c

Le traitement par les huiles essentielles utilisées, provoque une activation du systeme de
détoxication qui se traduit par une élévation de I’activité des GSTs et une diminution du taux
de la GSH. Ce systtme est moins efficace chez les larves traitées par la menthe

comparativement a celles traitées par le basilic et la lavande.

3.7.4. Effet sur le taux du malondialdehyde
Le taux de la MDA (uM/mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata et C.

pipiens témoins et traitées (CLsgg) est enregistré a 24, 48 et 72 heures apres traitement.
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3.7.4.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des series témoins et traitées (CLsp) indique une augmentation
significative du taux de la MDA a 24 (p=0,029), 48 (p=0,016) et 72heures (p=0,018) apres
traitement a la lavande. Par contre, une augmentation significative a été notée apres traitement
a la menthe seulement a 24h (p=0,015) et au basilic a 24 (p=0,015) et 72heures (p=0,004).
(Fig. 37).
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Figure 37. Effet des HEs (CLsg) sur le taux de la MDA (uM/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
longiareolata (m + SD, n=3). (ns Différence non significative (p>0,05), * Différence significative (p<0,05),
** Différence hautement significative (p<0,01) entre les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre croissant du taux de la MDA est résumé dans le tableau 39. Les
résultats mettent en évidence ’existence de 2 groupes différents a 24, le premier est formé des
témoins et le second est constitué des trois traitements. A 48h, le premier groupe englobe les
témoins et les traités par la menthe et le basilic, le deuxieme groupe représenté par les traités a
la lavande. A 72heures, les résultats montrent I’existence de 3 groupes : le premier constitué
des témoins et des traités a la menthe, le deuxieme groupe formé des traités a la lavande et le
troisieme représenté par les traités au basilic. De plus, on remarque que le basilic montre

I’effet le plus marqué.

s




Résultats

Tableau 39 : Classement par ordre croissant du taux de la MDA, chez C. longiareolata aprés
traitement a différentes HEs (CLs): test HSD de Tukey.

Traitements Valeurs moyennes
Témoins 5,39 a
24 M. piperita 8,05 b
L. dentata 8,68 b
0. basilicum 9,07 b
O. basilicum 4,51 a
48 M. piperita 6,02 a
Témoins 6,05 a
L. dentata 9,32 b
Témoins 6,10 a
79 M. piperita 6,27 a
L. dentata 9,14 b
O. basilicum 11,83 c

3.7.4.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

La comparaison des moyennes par le test «t» de student, indique une augmentation
significative du taux de la MDA a tous les temps testés : 24 (p=0,004 ; 0,01 et <0,001) ; 48
(p<0,001 ; p<0,001 et p=0,004) et 72h (p<0,001 ; p=0,008 et p<0,001) apres traitement a la

lavande, la menthe et le basilic respectivement (Fig. 38).
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Figure 38. Effet des HES (CLsp) sur le taux de la MDA (uM/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
pipiens (m + SD, n=3). (** Différence hautement significative (p<0,01), *** Différence trés hautement
significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Le classement des moyennes (tableau 40), a permis de mettre en évidence 4 groupes
distincts & 48 h, chacun étant représenté par un traitement avec 1’huile de lavande qui montre
I’effet le plus important. A 24h, 3 groupes sont constatés : le premier englobe les témoins, le
deuxiéme groupe representé par les traités a la lavande et la menthe et le troisiéme forme des

traités au basilic. Par contre, a 48h, 4 groupes sont signalés, chacun étant représenté par une
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série. A 72h, on a noté la présence de 3 groupes, un groupe formé des témoins, un deuxiéme
constitué des traités a la menthe et au basilic et un dernier groupe constitué des traités a la

lavande.

Tableau 40. Classement par ordre croissant du taux de la MDA, chez C. pipiens apres traitement a
différentes HEs (CLsp): test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 6,93 a
24 L. de_ntat_a 9,17 b
M. piperita 9,56 b
0. basilicum 10,09 c
Témoins 6,86 a
48 0. bgsiligum 8,24 b
M. piperita 9,32 €
L. dentata 9,75 d
Témoins 6,78 a
79 M. piperita 9,47 b
O. basilicum 9,66 b
L. dentata 10,36 G

3.7.4.3. Effet comparé de L. dentata sur le taux de la MDA chez C. pipiens et C.
longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24 et 48heures, un groupe renfermant les témoins de Culiseta, un deuxieme
groupe composé des témoins de Culex et un dernier groupe constitué des traités des deux
espéces. A 72h, 3 groupes sont également signalés, le premier groupe est représenté par les
témoins des deux especes, un deuxieme groupe est constitué des traités de Culiseta et un
dernier groupe formé par les traités de Culex. A partir de ces données, on peut conclure que C.

pipiens est l'espéce la plus affectée par I’HE de L. dentata (Tableau 41).

Tableau 41. Effet de I’'HE de L. dentata (CLsy) sur le taux de la MDA chez les larves 4 de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 539+0,94 a 6,93+0,014 b 8,68+0,19¢ 9,17+£0,25¢
48 6,05£0,26 a 6,86 + 0,047 b 9,32+£0,37¢c 9,75+£0,04 c
72 6,10£0,28 a 6,78 £ 0,029 a 9,14+0,59 b 10,36 = 0,04c

3.7.4.4. Effet comparé de M. piperita sur le taux de la MDA chez C. pipiens et C.
longiareolata

Le classement des moyennes, met en évidence 4 groupes de moyennes, chacun étant
représenté par un traitement et cela a 24heures. A 48 et 72heures, 2 groupes sont signalés, le

premier groupe est représenté par les témoins des deux especes et les traités de Culiseta et un
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deuxiéme groupe compose des traités de Culex. A partir de ces données, on peut conclure que

C. pipiens est I'espece la plus affectée par M. piperita (Tableau 42).

Tableau 42. Effet de I’'HE de M. piperita (CLsp) sur le taux de la MDA chez les larves 4 de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 539+094a 6,93+0,014 b 8,05+047c 9,56 + 0,46 d
48 6,05+ 0,26 a 6,86 £ 0,047 a 6,02+£0,72 a 9,32+0,26 b
72 6,10+ 0,28 a 6,78 £ 0,029 a 6,27+ 0,45 a 9,47+0,42b

3.7.4.5. Effet comparé de I’0. basilicum sur le taux de la MDA chez C. pipiens et C.
longiareolata

Le classement des moyennes met en évidence 3 groupes a 24heures, un groupe
renfermant les témoins de Culiseta, un deuxieme groupe composé des témoins de Culex et un
dernier groupe constitué des traités des deux especes. A 48heures, 2 groupes sont signalés, le
premier groupe est représenté par les témoins des deux espéces et les traités de Culiseta et un
groupe composé des traités de Culex. Enfin a 72heures, 3 groupes sont également observés,
un groupe renfermant les témoins des deux espéeces, un deuxieme groupe constitué des traités
de Culiseta et un dernier groupe formé des traités de Culex. A partir de ces données, on peut

conclure que C. pipiens est I'espéce la plus affectée par 1’O. basilicum (Tableau 43).

Tableau 43. Effet de 'HE de I’O. basilicum (CLs) sur le taux de la MDA chez les larves 4 de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 539+094 a 6,93+0,01b 9,07+£053 ¢ 10,09+ 0,00 ¢
48 6,05+ 0,26 a 6,86 £ 0,04 a 451+142 a 8,24+0,00 b
712 6,10+ 0,28 a 6,78+ 0,02 a 11,83+0,48 b 9,66 £0,00 ¢

3.7.5. Effet sur I'activité spécifique de la catalase
L’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
longiareolata et C. pipiens témoins et traitées (CLsg) est enregistrée a 24, 48 et 72 heures

apres traitement.

3.7.5.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des moyennes par le test «t» de student, révéle une augmentation
significative de I’activité de la catalase a tous les temps testés 24 (p=0,008), 48 (p=0,045) et
72heures (p=0,022) apres traitement a la lavande, a 24 (p=0,001) et 48heures (p=0,006) apres
traitement a la menthe et uniqguement a 24heures (p=0,001) apres traitement au basilic (Fig.

39).
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Figure 39. Effet des HEs (CLsg) sur ’activité spécifique de la catalase (WM/min/mg de protéines) chez
les larves 4 de C. longiareolata (m + SD, n=3). (ns Différence non significative (p>0,05), * Différence
significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01), *** Différence trés hautement
significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitees).

Un classement par ordre croissant de I’activité spécifique de la catalase est resumé dans le
tableau 44. Les résultats mettent en évidence 1’existence de 3 groupes différents a 24heures, le
premier groupe renferme les témoins, le second est constitué des traités a la lavande et la
menthe et le troisieme est représenté par les traités au basilic. A 48heures, trois groupes sont
remarqués, le premier englobe les témoins et les traités au basilic, le deuxiéme représenté par
les traités a la lavande et le troisieme constitué des traités a la menthe. A 72heures, les
résultats montrent 1’existence de 2 groupes : le premier constitué des témoins et les traités au

basilic et le deuxiéme représenté par les traités a la lavande et la menthe.

Tableau 44. Classement par ordre croissant de Dactivité spécifique de la catalase, chez C.
longiareolata aprés traitement a différentes HEs (CLs): test HSD de Tukey.

Temps (heures) Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 1,47 a
24 L. dentata 2,24 b
M. piperita 2,96 b
O. basilicum 3,77 C
O. basilicum 1,44 a
48 Témoins 1,62 a
L. dentata 1,85 b
M. piperita 3,33 C
O. basilicum 1,17 a
7 Témpins_ 1,32 a
M. piperita 1,62 b
L. dentata 1,83 b
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3.7.5.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens
Chez les larves de C. pipiens, I’é¢tude comparative des moyennes par le test « t » de student
des séries témoins et traitées a la lavande et a la menthe, montre une variation significative de
I’activité de la catalase a 48 (p=0,018 et p=0,012) et 72heures (p=0,023 et p=0,011) mais
aucune différence n’a été signalée a 24heures. Par contre, I’HE de I'O. basilicum montre une
augmentation significative de ce biomarqueur a tous les temps testés, 24 (p=0,022), 48
(p=0,019) et 72heures (p=0,039) par rapport aux séries témoins (Fig. 40).

Le classement relatif a 1’activité spécifique de la catalase (Tableau 45), a permis de mettre
en évidence 4 groupes de moyennes a 48 et 72heures, chacun étant représenté par une série.
Par contre & 24heures, 2 groupes sont constatés : le premier englobe les témoins et les traités a
la lavande et la menthe et le deuxieme représenté par les traités au basilic.

Témoin
L.dentata

M . piperita

*
HE BN

O. basilicum

Activité de la catalase (WM /min/mg de protéine)

W AV

Temps (heures)

Figure 40. Effet des HEs (CLs) sur I’activité spécifique de la catalase (uM/min/mg de protéines) chez
les larves du quatriéme stade de C. pipiens (m + SD, n=3). (ns Différence non significative (p>0,05),
* Différence significative (p<0,05) entre les séries témoins et traitées).

Tableau 45. Classement par ordre croissant de ’activité spécifique de la catalase, chez C. pipiens
apreés traitement a différentes HEs (CLsp) : test HSD de Tukey.

Temps (heures Traitements Valeurs moyennes Groupes
M. piperita 2,52 a
24 L. dentata 2,56 a
Témoins 2,93 a
0. basilicum 5,74 b
Témoins 1,12 a
48 L. dgntat_a 2,92 b
M. piperita 3,74 €
O. basilicum 4,02 d
Témoins 1,57 a
7 M. piperita 2,54 b
L. dentata 3,26 c
O. basilicum 4,10 d
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3.7.5.3. Effet comparé de L. dentata sur P’activité spécifique de la catalase chez C.
pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24heures, un groupe renfermant les témoins de Culiseta, un deuxiéme groupe
composé des traités de Culiseta et un dernier groupe constitué des témoins et des traités de
Culex. A 48 et 72heures, 4 groupes sont signalés, chaque groupe est représenté par une série
(Tableau 46).

Tableau 46. Effet de I’HE de L. dentata (CLs) sur I’activité spécifique de la catalase chez les larves
4 de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoains

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 1,47 £0,24 a 2,93+£0,07c 2,24+0,09b 2,56+0,30 c
48 162+0,09a 1,12+0,03b 185+0,03¢c 2,92+0,05d
72 1,32+0,06 a 157+0,06b 183+£0,04c 3,26+£0,15d

3.7.5.4. Effet comparé de Mentha piperita sur P’activité spécifique de la catalase chez
C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 2 groupes de
moyennes a 24heures, un groupe renfermant les témoins de Culiseta et un groupe qui englobe
toutes les autres séries. A 48heures, 4 groupes sont signalés, chacun étant représenté par une
série. A 72heures, 3 groupes sont observés, un groupe constitué des témoins de Culiseta, un
deuxieme groupe composé des traités de Culiseta et les témoins de Culex et un dernier groupe

formé par les traités de Culex (Tableau 47).

Tableau 47. Effet de I’'HE de M. piperita (CLsp) sur ’activité spécifique de la catalase chez les larves
4 de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 1,47 £0,24 a 296+0,25b 2,93+0,07b 252+0,06b
48 1,62 £0,09 a 3,33+£0,15b 1,12+ 0,03 ¢ 3,74+£0,05d
72 1,32 +0,06 a 162+0,15b 1,57+0,06 b 254+0,05¢c

3.7.5.5. Effet comparé de I’Ocimum basilicum sur Pactivité spécifique de la catalase
chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 4 groupes de
moyennes chacun étant représenté par un traitement a 24 et 48heures. A 72heures, 3 groupes
sont signalés, un groupe renfermant les témoins et les traités de Culiseta, un deuxieme groupe
composé des témoins de Culex et un dernier groupe constitue des traités de Culex (Tableau
48).
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Tableau 48. Effet de I’'HE de I’O. basilicum (CLsg) sur I’activité spécifique de la catalase chez les
larves 4 de C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Temps Témoins

(heures) C. longiareolata C. pipiens C. longiareolata C. pipiens
24 147+0,24 a 293+0,07b 3,77+£0,32¢c 5,74+ 0,02 d
48 1,62+0,09 a 1,12+0,03 b 1,44+ 0,06 c 4,02+0,07d
72 1,32+0,06 a 157+0,06 b 1,17+ 0,07 a 4,10+0,06 C

3.8. Impact des HEs sur la croissance des moustiques

3.8.1. Effet sur la croissance pondérale

L’effet des HEs (CLsp) a été testé sur la croissance pondérale des individus de différents
stades : stade larvaire 4, stade nymphal, stade adulte male et femelle chez les deux espéces de

moustiques.

3.8.1.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des valeurs moyennes par le test «t » de student des séries témoins et
traitées, montre que l'application de I'HE de I'O. basilicum affecte le poids corporel des
individus de tous les stades étudiés en le diminuant significativement (larves 4: p=0,048;
pupe: p=0,016; male : p=0,034 et femelle: p=0,006). Pour L. dentata, les résultats révelent une
diminution significative uniquement au stade L4 (p=0,017) et aucun effet n’a été signalé chez
les autres stades puisqu’aucune différence significative n’a été enregistrée (p>0,05). Par
contre 1’huile de M. piperita, provoque une diminution significative du poids corporel des
larves 4 (p= 0,008), des pupes (p= 0,036) et des adultes femelles (p=0,026) mais aucun effet
n'a été signalé chez les males (p>0,05). A partir de ces résultats, on peut conclure que ce

parametre est trop affecté par I'O. basilicum comparativement aux autres plantes (Fig. 41).

Témoin
L. dentata

M. piperita

O. basilicum

Poids corporel d'un individu (mg)

Figure 41. Effet des HEs (CLs) sur le poids corporel (mg) des individus de quelques stades chez C.
longiareolata (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus). (ns Différence non
significative (p>0,05), * Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01) entre
les séries témoins et traitées).
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Un classement par ordre décroissant du poids corporel met en évidence I’existence de 2
groupes chez les larves 4, le premier contient les témoins et les traités a la lavande et le
basilic, et le second groupe englobe les traités a la menthe. Chez les pupes, 3 groupes sont
constatés : un groupe témoins et traités a la lavande, un deuxiéme groupe représenté par les
traités a la menthe et un troisieme groupe formé des traités au basilic. De plus, on note chez
les adultes méles, deux classes : la premiere classe est constituée des témoins et des traités a la
lavande et & la menthe et la deuxiéme classe est représentée par les traités au basilic. Par
ailleurs, chez les adultes femelles, deux groupes sont distingués: un premier groupe
représenté par les témoins et les traités a la lavande et un deuxiéme groupe renfermant les

traités au basilic et a la menthe (Tableau 49).

Tableau 49 : Classement par ordre décroissant du poids corporel des individus de différents stades
chez C. longiareolata apreés traitement aux HES (CLsy) : test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 6,14 a
O. basilicum 5,73 a
Larve 4 L. dentata 5,41 a
M. piperita 5,29 b
Témoins 6,66 a
Pupe L. de_ntat_a 6,33 a
M. piperita 5,99 b
O. basilicum 4,84 C
Témoins 2,16 a
R L. dentata 2,06 a
i mls M. piperita 2,02 a
O. basilicum 1,27 b
Témoins 2,64 a
L. dentata 2,37 a
Adulte femelle M. piperita 207 b
0. basilicum 1,97 b

3.8.1.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

D’aprés les résultats mentionnés dans la Figure 42, on remarque que le traitement a la
lavande ne montre aucun effet sur le poids corporel des individus de tous les stades étudiés
puisqu'aucune différence (p>0,05) n'a été signalée entre les témoins et les traités (CLsg). Par
contre, l'application de M. piperita et de I'O. basilicum, diminuent significativement et
respectivement le poids corporel des larves 4 (p=0,031 et 0,009), des pupes (p=0,014 et
0,002), des adultes males (p=0,014 et 0,009) et des adultes femelles (p=0,033 et p=0,006). De
plus, on note que le basilic est la plante qui affecte le plus ce paramétre par rapport a la
lavande et la menthe.
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Figure 42. Effet des HEs (CLs) sur le poids corporel (mg) des individus de quelques stades chez C.
pipiens (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus). (ns Différence non significative
(p>0,05), * Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01) entre les séries
témoins et traitées).

Le classement des moyennes relatives au poids corporel, montre 3 groupes distincts chez
les larves 4 : le premier groupe est composé uniquement des témoins, le deuxiéme groupe est
constitué des traités a la lavande et a la menthe et le dernier groupe est formé des traités au
basilic. Chez les pupes, on a noté la présence de deux groupes : le premier représenté par les
témoins et les traités a la lavande et a la menthe et le second groupe constitué uniquement des
traités au basilic. Par contre, chez les adultes males, 3 groupes de moyennes sont constatés : le
premier englobe les témoins et les traités a la lavande, le deuxiéme représenté par les traités a
la menthe et le dernier renferme les traités au basilic. Cependant, un seul groupe est signalé
chez les adultes femelles et qui englobe toutes les séries (Tableau 50).

Tableau 50. Classement par ordre décroissant du poids corporel des individus de différents stades
chez C. pipiens aprés traitement aux HEs (CLs): test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 2,19 a
L. dentata 1,90 b
LB M. piperita 1,65 b
O. basilicum 1,01 c
Témoins 2,37 a
Pupe L. de_ntat_a 2,17 a
M. piperita 2,02 a
O. basilicum 1,31 b
Témoins 1,09 a
N L. dentata 1,05 a
Pl el M. piperita 0,99 b
O. basilicum 0,85 c
Témoins 1,44 a
L. dentata 1,26 a
Adulte femelle M. piperita 114 a
O. basilicum 1,06 a
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3.8.1.3. Effet comparé de L. dentata sur le poids corporel des individus de C. pipiens
et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de
moyennes au stade larvaire, un groupe renfermant les témoins de Culiseta, un deuxiéme
groupe compose des traités de Culiseta et un dernier groupe constitué des témoins et des
traités de Culex. Chez les pupes, les adultes males et les adultes femelles, 2 groupes sont
signalés, un groupe formé des témoins de 2 especes et un deuxieme groupe représenté par les
traités (Tableau 51).

Tableau 51. Effet de L. dentata (CLs) sur le poids corporel des individus de différents stades de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata C. pipiens

Stades Témoins Clsp Témoins Clsg
Larve 4 6,14+0,29 a 541+£0,32b 2,19+0,19¢ 1,90+0,02¢c
Pupe 6,66 £ 0,21 a 6,33 +£0,07 a 237+£0,11b 2,17+0,24 b
Male 2,16 £0,19a 2,06+0,15a 1,09+0,03b 1,05+0,01 b
Femelle 2,64+0,22 a 237+0,17 a 144+011b 1,26 +0,23 b

3.8.1.4. Effet comparé de M. piperita sur le poids corporel des individus de C. pipiens
et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 4 groupes de
moyennes au stade larvaire et nymphal, chacun étant représenté par un traitement. Au stade
adulte male, 2 classes sont signalées, 1’une renferme les témoins et les traités de Culiseta et
’autre classe composé des témoins et des traités de Culex. Au stade adulte femelle, 3 groupes
sont observés, un groupe renfermant les témoins de Culiseta, un deuxiéme constitué des
traités de Culiseta et un dernier groupe formé des témoins et des traités de Culex (Tableau
52).

Tableau 52. Effet de M. piperita (CLsg) sur le poids corporel des individus de différents stades de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Stades C. longiareolata
Témoins Cls Témoins Cls
Larve 4 6,14+0,29 a 529+0,14 b 2,19+0,19¢ 1,65+ 0,08 d
Pupe 6,66 £0,21 a 5,99+0,09b 237+£0,11¢c 2,02+0,08d
Male 2,16 +£0,19a 2,02+0,15a 1,09+0,03b 0,99+0,03b
Femelle 2,64+0,22 a 2,07+£0,17b 144+011c 1,14+0,11¢c

3.8.1.5. Effet comparé de I’Ocimum basilicum sur le poids corporel des individus de
C. pipiens et C. longiareolata
Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de

moyennes au stade larvaire, un groupe renfermant les témoins et les traités de Culiseta, un
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deuxiéme groupe compose des témoins de Culex et un dernier groupe constitué des traités de
Culex. Au stade nymphal, 4 groupes sont signalés, chacun étant représenté par une série. Le
stade adulte male et femelle, 3 groupes sont egalement trouves, un groupe qui renferme les
témoins de Culiseta, un deuxiéme composé des traités de Culiseta et un dernier groupe

constitue des témoins et des traités de Culex (Tableau 53).

Tableau 53. Effet de I’O. basilicum (CLsp) sur le poids corporel des individus de différents stades de
C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Stades Teémoins CLso Temoins CLso

Larve 4 6,14+0,29 a 5,73+0,35a 219+0,19b 1,01+ 0,06 c
Pupe 6,66 £0,21 a 484+017b 2,37+0,11c 131+0,12d
Male 2,16+0,19a 1,27+0,22 b 1,09+0,03c 0,85+0,01c
Femelle 2,64+0,22 a 197+0,28b 1,44+0,11c 1,06 £0,23 ¢

3.8.2. Effet sur la croissance linéaire
L’effet des HEs (CLsp) a été évalué sur le volume corporel des larves 4, des pupes, des
adultes males et des adultes femelles des individus témoins et traités aux HEs de L. dentata,

M. piperita et O. basilicum.

3.8.2.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des valeurs moyennes par le test «t» de student des séries témoins et
traitées, montre que l'application de I’'HE de L. dentata et de M. piperita provoque une
diminution significative du volume corporel des individus au stade L4 (p=0,031 et 0,019) et
non significative au stade nymphal (p>0,05). Par contre, aucun effet n’a été signalé apres le
traitement avec le I’HE d’O. basilicum (p>0,05) pour les deux stades larvaire et nymphal. Les
résultats révelent une diminution significative du volume corporel chez les adultes males et
femelles respectivement traitées avec I’HE de L. dentata (p= 0,043 ; p= 0,046), M. piperita
(p= 0,004 ; p= 0,014) et O. basilicum (p= 0,013 ; p= 0,023). A partir de ces résultats, on peut
conclure que ce parametre est trop affecte par I'HE de M. piperita comparativement aux autres
plantes (Fig. 43).
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Figure 43. Effet des HEs (CLs) sur le volume corporel (mm?®) des individus de quelques stades chez
C. longiareolata (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus). (ns Différence non
significative (p>0,05), * Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01) entre
les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre décroissant du volume corporel est resumé dans le tableau 54. Les

résultats mettent en évidence 1’existence de 2 groupes chez les larves L4 et les adultes

femelles, le premier contient les témoins et les traitées a 1’huile essenticlle du basilic, le

second renferme les trois traitements. Cependant, ces huiles n’ont aucun effet sur les pupes et

les adultes males, donc on distingue une seule classe dans ces stades.

Tableau 54 : Classement par ordre décroissant du volume corporel des individus de différents stades

chez C. longiareolata apreés traitement aux HEs (CLsy) : test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 7,08 a
Larve 4 0. bgsilipum 4,94 ab
M. piperita 3,56 b
L. dentata 3,17 b
Témoins 7,61 a
Pupe L. dent_a_ta 5,44 a
O. basilicum 5,35 a
M. piperita 4,85 a
Témoins 59,36 a
A L. dentata 41,09 a
Pl el O. basilicum 35,09 a
M. piperita 29,57 a
Témoins 88,27 a
L. dentata 78,41 ab
Adulte femelle 0. basilicum 59 71 b
M. piperita 50,84 b
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3.8.2.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

D’apres les résultats mentionnés dans la Figure 41, on remarque que le traitement a la
menthe diminue significativement le volume corporel des individus de tous les stades
étudiés : L4 (p=0,021), des pupes (p=0,006), des adultes males (p=0,006) et des adultes
femelles (p=0,009). Cette diminution est significative chez les larves (p=0,008) et non
significative chez les pupes (p>0,05) aprés le traitement avec la lavande. Par contre, le
traitement avec le basilic n’affecte pas le volume corporel des individus de stade larvaire
(p>0,05) et le diminue significativement (p=0,007) au stade nymphal. L'application de L.
dentata et de I'O. basilicum réduit significativement le volume corporel des adultes méles (p=
0,021 et 0,042) et femelles (p= 0,019 et 0,039). De plus, on note que la menthe est la plante
qui affecte le plus ce parameétre par rapport a la lavande et le basilic (Fig. 44).
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Figure 44. Effet des HEs (CLs) sur le volume corporel (mm?®) des individus de quelques stades chez
C. pipiens (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus). (ns Différence non significative

(p>0,05), * Différence significative (p<0,05), ** Différence hautement significative (p<0,01) entre les séries
témoins et traitées).

Le classement relatif au volume corporel (tableau 55), a permis de mettre en évidence 3
groupes au stade larvaire et adultes femelles, le premier est représenté uniquement par les
témoins, le second est composé des larves traitées par les HEs de la menthe et du basilic et le
dernier groupe renferme celles traitées de lavande et de la menthe. Au stade nymphale et
adultes males, 2 groupes sont constatés : le premier englobe les témoins et les traitées de

lavande ; le deuxiéme contient les traitées de la menthe et du basilic.
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Tableau 55. Classement par ordre décroissant du volume corporel des individus de quelques stades
chez C. pipiens aprés traitement aux HES (CLsp): test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 3,24 a
Larve 4 O. basilicum 1,39 b
M. piperita 0,83 bc
L. dentata 04 €
Témoins 3,05 a
PuDe L. dentata 2,87 a
P 0. basilicum 1,86 b
M. piperita 1,42 b
Témoins 34,05 a
" O. basilicum 30,67 a
Adulte male L. dentata 20,81 b
M. piperita 18,63 b
Témoins 60,36 a
0. basilicum 43,98 b
Adulte femelle L e 3984 be
M. piperita 31,34 c

3.8.2.3. Effet comparé de L. dentata sur le volume corporel des individus de C.
pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de
moyennes au stade larvaire, un groupe renferme les témoins de Culiseta, un deuxieme groupe
composé des traités de Culiseta et les témoins de Culex et un dernier groupe constitué les
traités de Culex. Au stade nymphal, 2 groupes sont signalés, chacun est représenté par les
témoins et les traités d’une espéce. 4 groupes sont indiqués au stade adulte male, chacun étant
représenté par un traitement et 3 groupes au stade adulte femelle, un groupe renferme les
témoins et les traités de Culiseta, un deuxiéme groupe composée des témoins de Culex et un

dernier groupe constitué les traités de Culex (Tableau 56).

Tableau 56. Effet de L. dentata (CLs) sur le volume corporel des individus de différents stades de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata C. pipiens

SRR Témoins Cls Témoins Cls
Larve 4 7,08+0,44 a 3,17+0,15 b 3,24+0,26 b 0,4+0,04 ¢
Pupe 7,61+2,16 a 5,44+1,20 a 3,05+0,25 b 2,87+0,29 b
Male 59,36+2,98 a 41,09+2,04 b 34,05+2,05 ¢ 20,81+1,29 d
Femelle 88,27+6,30 a 78,41+1,79 a 60,36+4,89 b 39,84+4,84 ¢

3.8.2.4. Effet comparé de M. piperita sur le volume corporel des individus de C.
pipiens et C. longiareolata
Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de

moyennes au stade larvaire et au stade adulte méle et femelle, un groupe renferme les témoins
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de Culiseta, un deuxiéme groupe composé des traités de Culiseta et les témoins de Culex et
un dernier groupe constitué les traités de Culex. Au stade nymphal, 2 groupes sont signalés,
un groupe englobe les témoins de deux espéces et les traités de Culiseta et le deuxiéme

groupe renferme les traites de deux especes et les témoins de Culex (Tableau 57).

Tableau 57. Effet de M. piperita (CLs) sur le volume corporel des individus de différents stades de C.
longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

Stades C. longiareolata .
Témoins Clsy Témoins Clsy
Larve 4 7,08+0,44 a 3,56+0,54 b 3,24+0,26 b 0,83+0,06 ¢
Pupe 7,61+2,16 a 4,85+0,24 ab 3,05+0,25 ab 1,42+0,20 b
Male 59,36+2,98 a 29,57+257b 34,05£2,05b 18,63+1,37 ¢
Femelle 88,27+6,30 a 50,84+12,33 b 60,36+4,89 b 31,34+291 ¢

3.8.2.5. Effet comparé de I’Ocimum basilicum sur le volume corporel des individus
de C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 3 groupes de
moyennes au stade larvaire, un groupe renferme les témoins et les traités de Culiseta, un
deuxieme groupe composé des traités de Culiseta et les témoins de Culex et un dernier groupe
constitue les traités de Culex. Au stade nymphal, 2 groupes sont signalés, un groupe englobe
les témoins et les traités de Culiseta et le deuxieme groupe renferme les traités de deux
espéces et les témoins de Culex. Une seule classe de moyennes est signalée au stade adulte
méle et 2 classes chez les femelles, 1’une renferme les témoins de Culiseta et 1’autre composé

des témoins de Culex et les traités des deux espéces (Tableau 58).

Tableau 58. Effet de I’O. basilicum (CLsg) sur le volume corporel des individus de différents stades
de C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Stades

Témoins CLsg Témoins ClLs
Larve 4 7,08+0,44 a 4,94+1,33 ab 3,24+0,26 b 1,39+0,54 ¢
Pupe 7,61+2,16 a 5,35+1,69 ab 3,05+0,25 b 1,86+0,11 b
Male 59,36+2,98 a 35,09+17,22 a 34,05+2,05 a 30,67+1,20 a
Femelle 88,27t6,30 a 59,71+15,20 b 60,36+4,89 b 43,98+0,60 b

3.9. Impact des HEs sur la composition biochimique des moustiques

Les HEs de la lavande, du basilic et de la menthe ont été appliquees sur les larves 4
nouvellement euviées de C. longiareolata et C. pipiens et leurs effets ont été évalués sur la
composition biochimique (lipides, glucides et protéines) des individus de différents stades,

larves 4, pupes, adultes males et adultes femelles.
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3.9.1. Effet sur le contenu en protéines totales
Le contenu en protéines totales a été déterminé chez les larves 4, les pupes et les adultes
males et femelles témoins et traités de deux espéces, C. pipiens et C. longiareolata.

3.9.1.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

La comparaison des valeurs moyennes par le test «t» de student montre que les HEs
extraites de M. piperita et de 1’0O. basilicum respectivement, induisent une diminution
significative du contenu en protéines totales des larves 4 (p=0,012 et p=0,026), des pupes
(p=0,024, p=0,016), des adultes males (p=0,024, p=0,013) et des adultes femelles (p=0,025,
p=0,017). Par contre, les huiles de L. dentata diminuent significativement le contenu des
protéines des larves 4 (p= 0,019) et aucun effet n’a été signalé chez les autres stades testés
(Fig. 45).
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Figure 45. Effet des HEs (CLsg) sur le contenu en protéines totales (pg/individu) des individus de
quelques stades chez C. longiareolata (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus).
(ns Différence non significative (p>0,05),* Différence significative (p<0,05) entre les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre décroissant du taux des protéines chez C. longiareolata est
résume dans le Tableau 59. Ces résultats mettent en évidence une seule classe au stade
larvaire et deux classes au stade nymphale : la premiére contient les témoins et les traités a la
lavande et la seconde classe renferme les traités & la menthe et au basilic. Chez les adultes
males, 3 groupes sont constatés : le premier est représenté par les témoins et les traités a la
lavande, le deuxieme est composé par les traités a la menthe et le troisieme constitué des
traités au basilic. Cependant, on distingue 2 groupes de moyennes chez les adultes femelles ;
le premier englobe les témoins et les traités a la lavande et le second groupe inclue les traités a

la menthe et au basilic.
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Tableau 59. Classement par ordre décroissant du contenu en protéines, chez C. longiareolata aprés
traitement aux HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes
Témoins 54,33 a
Larve 4 L. dent_a_ta 41,91 a
O. basilicum 43,29 a
M. piperita 39,91 a
L. dentata 55,43 a
Pupe Témpins_ 51,52 a
M. piperita 42,23 b
O. basilicum 35,33 b
Témoins 54,68 a
R L. dentata 50,67 a
Adulte male M. piperita 42,47 b
0. basilicum 31,86 c
Témoins 59,57 a
L. dentata 47,28 a
Adulte femelle M. piperita 38,98 b
O. basilicum 36,21 b

3.9.1.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

Les résultats du dosage des protéines totales de C. pipiens sont présentés dans la Figure
46. Le traitement des larves 4 a la menthe et au basilic induit une diminution significative du
contenu en protéines chez les larves 4 (p=0,022 et p=0,020), les pupes (p=0,014 et p=0,018),
les méles (p=0,026 et p=0,015) et les femelles (p=0,021 et p=0,014). Par contre L. dentata
affecte significativement les protéines des larves 4 (p=0,034) et des pupes (p=0,016) mais

aucun effet n’a été signalé chez les adultes (Fig. 46).
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Figure 46. Effet des HEs (CLso) sur le contenu en protéines totales (ug/individu) des individus de
quelques stades chez C. pipiens (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus)
(ns Différence non significative (p>0,05), * Différence significative (p<0,05) entre les séries témoins et traitées).
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Le classement des moyennes relatives au contenu en protéines (Tableau 60) a permis de
mettre en évidence 2 groupes chez les larves 4, les adultes méles et les adultes femelles, le
premier renferme les témoins et les traités a la lavande et le deuxieme compose des traités a la
menthe et au basilic. Par ailleurs, un seul groupe est remarqué au stade nymphal, donc les
traitements n’ont aucun effet sur les pupes.

Tableau 60. Classement par ordre décroissant du contenu en protéines chez C. pipiens aprés
traitement aux HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Valeurs moyennes

Traitements

Témoins 49,81 a

Larve 4 L. de_ntat_a 41,62 a
M. piperita 35,45 b

0. basilicum 34,79 b

Témoins 30,29 a

Pupe O. basilicum 25,36 a

L. dentata 24,47 a

M. piperita 21,25 a

Témoins 44,67 a

A L. dentata 43,86 a

el rele M. piperita 33,56 b
O. basilicum 30,26 b

Témoins 47,55 a

L. dentata 45,86 a

Adulte femelle M. piperita 39.25 b
O. basilicum 34,25 b

3.9.1.3. Effet comparé de L. dentata sur le contenu en protéines totales des individus

chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes met en évidence un seul groupe chez les larves 4 et 2
groupes chez les pupes et les adultes méles, chaque groupe renferme les témoins et les traités
d’une espéce de moustique. Au stade adulte femelle, 2 groupes sont également signalés, le
premier groupe composé des témoins de Culiseta et le deuxieme constitué des autres séries
(Tableau 61).

Tableau 61. Effet de I'HE de L. dentata (CLsg) sur le contenu en protéines totales des individus de
différents stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata C. pipiens

Stades Témoins CLs Témoins CLs
Larve 4 54,33+9,31a 41,91 +£5,60 a 49,81 +4,24a 41,62+455a
Pupe 51,52 + 6,07 a 55,43+ 9,61 a 30,29+ 0,62 b 24,47 +563 b
Adulte male 54,68 + 3,13 a 50,67 +1,01 a 4467+531Db 4386+141b
Adulte femelle 59,57 + 2,62 a 4728+8,79b 4755+334Db 4586 +1,27Db
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3.9.1.4. Effet comparé de M. piperita sur le contenu en proteines totales des
individus chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes relatives au contenu en protéines, met en évidence 2 groupes
au stade larvaire et au stade adulte femelle, un groupe renfermant les témoins des deux
especes et un groupe constitué des traités de Culiseta et de Culex. Au stade nymphal, 2
groupes sont également signalés chacun est représenté par les témoins et les traités d’une
espéce de moustique. Par contre, au stade adulte male, on distingue 3 groupes, le premier
renferme les témoins de Culiseta, le deuxiéme constitué des témoins de Culex et des traités de
Culiseta et un dernier groupe formé des traités de Culex (Tableau 62).

Tableau 62. Effet de I'HE de M. piperita (CLs) sur le contenu des protéines totales des individus de
guelques stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Stades Témoins CLs, Témoins CLs,
Larve 4 54,33+9,31a 39,91+3,30b 4981 +424a 35,45+6,75b
Pupe 51,52 + 6,07 a 4223+511a 30,29+0,62 b 21,25+6,42b
Adulte male 54,68 + 3,13 a 4247+206b 4467+531Db 3356+281c
Adulte femelle 59,57 + 2,62 a 38,98 +4,67b 4755+ 3,34 a 39,25+3,32b

3.9.1.5. Effet comparé de I’0. basilicum sur le contenu en protéines totales des
individus chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes met en évidence 2 classes au stade larvaire, 1’une constituée
des témoins des deux especes et les traités de Culiseta et I’autre classe renferme les traités de
Culex. Au stade nymphal, 2 groupes aussi sont retrouvés, un groupe formé uniquement de
témoins de Culiseta et I’autre englobe les traités des deux espéces et les témoins de Culex.
Deux groupes sont également signalés au stade adulte male, le premier est composé par les
témoins et le deuxiéme par les traités des deux especes. Par contre, chez les femelles, on
distingue 3 classes, la premiere renferme les témoins de Culiseta, la deuxieéme englobe les les
traités des deux especes et la derniere est formeée de témoins de Culex (Tableau 63).

Tableau 63. Effet de I'HE de I’O. basilicum (CLsp) sur le contenu en protéines totales des individus de
différents stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Stades Témoins ClLs, Témoins Clso

Larve 4 54,33+9,31a 43,29+ 6,95 a 49,81 +424a 34,79+0,62b
Pupe 51,52 £ 6,07 a 35,33+4,37b 30,29 £ 0,62 b 25,36 £3,88 b
Adulte méle 54,68 +3,13a 31,86+3,34b 44,67 +531a 30,26 £3,54 b
Adulte femelle 59,57 £ 2,62 a 36,21 + 5,56 b 47,55+ 3,34 Cc 34,25+235b
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3.9.2. Effet sur le contenu en glucides totaux
Le contenu en glucides totaux a été déterminé chez les larves 4, les pupes et les adultes
males et femelles témoins et traités de deux espéces, C. pipiens et C. longiareolata.

3.9.2.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

D’apres les résultats présentés dans la Figure 47, on remarque que le traitement aux HES
extraites de L. dentata, M. piperita et O. basilicum (CLsp) provoque une diminution
significative du contenu en glucides chez les larves 4 (p=0,036; p=0,019 et p=0,028
respectivement) et les pupes (p=0,045; p= 0,039 et p=0,032 respectivement), par contre
aucun effet n’a été enregistré chez les adultes males et femelles, puisqu’aucune différence

significative n’a été signalée (p>0,05) (Fig. 47).
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Figure 47. Effet des HEs (CLsg) sur le contenu en glucides totaux (ug/individu) des individus de
guelques stades chez C. longiareolata (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus).
(ns Différence non significative ; * Différence significative (p<0,05) entre les séries témoins et traitées).

Un classement par ordre décroissant du contenu en glucides totaux, chez C. longiareolata
est résumé dans le tableau 64. Ces résultats mettent en évidence un seul groupe chez les
adultes méles et femelles et 2 groupes au stade larvaire et nymphal, le premier est constitué

uniquement des témoins et le deuxiéme regroupe les trois traitements.
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Tableau 64. Classement par ordre décroissant du contenu en glucides totaux, chez C. longiareolata
aprés traitement aux HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Traitements Valeurs moyennes
Témoins 208,40 a
Larve 4 L. dent_a_ta 158,30 b
O. basilicum 145,04 b
M. piperita 138,30 b
Témoins 295,00 a
Pupe L. de_ntat_a 241,20 b
M. piperita 235,20 b
0. basilicum 232,09 b
Témoins 211,20 a
Adulte male L. dent_a_ta 210,10 a
O. basilicum 197,96 a
M. piperita 196,52 a
Témoins 298,20 a
O. basilicum 296,10 a
AELE e L. dentata 290,00 a
M. piperita 288,06 a

3.9.2.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

Les huiles essentielles extraites de L. dentata, M. piperita et O. basilicum induisent une
diminution significative du contenu en glucides chez les larves 4 (p=0,049 ; p=0,018 et
p=0,008), les pupes (p=0,038 ; p=0,011 et p=0,008). Par contre, ces traitements provoquent
une augmentation de ce composé biochimique chez les adultes males (p=0,016 ; p=0,011 et
p=0,028) et les adultes femelles (p=0,006 ; p=0,029 et p=0,018) (Fig. 48).
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Figure 48. Effet des HEs (CLs) sur le contenu en glucides totaux (ug/individu) des individus de
quelques stades chez C. pipiens (m + SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus). (*
Différence significative (p<0,05) ; ** Différence hautement significative (p<0,01) entre les témoins et traitées).

Pour C. pipiens, le classement des moyennes du contenu en glucides (Tableau 65), révéle

I’existence de 3 groupes au stade larvaire, le premier formé seulement des témoins, le second
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regroupe les traités a la lavande et la menthe et le dernier contient les traités au basilic. Au
stade nymphal, on distingue également 3 groupes, le premier renferme les témoins, mais le
deuxiéme n’inclut que les traités a la lavande et le dernier regroupe les traités a la menthe et le
basilic. De plus, un seul groupe a été constaté au stade adulte male et 2 groupes au stade
adulte femelle, le premier représenté par les traités a la lavande et le deuxieme renferme les
témoins et les traités a la menthe et au basilic.

Tableau 65. Classement par ordre décroissant du contenu en glucides totaux, chez C. pipiens apres
traitement aux HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes Groupes
Témoins 125,70 a
Larve 4 L. de_ntat_a 99,76 b
M. piperita 88,26 b
O. basilicum 64,42 C
Témoins 217,80 a
Pupe L. de_ntat_a 175,30 b
M. piperita 115,69 €
O. basilicum 86,15 c
M. piperita 168,24 a
Adulte male L. dent_a_ta 153,30 a
O. basilicum 146,34 a
Témoins 132,88 a
L. dentata 201,10 a
O. basilicum 175,73 b
Rl il M. piperita 169,23 b
Témoins 152,60 b

3.9.2.3. Effet comparé de L. dentata sur le contenu en glucides totaux des individus
chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, montre 3 groupes de moyennes
au stade larvaire et nymphal, un groupe renferme les témoins de Culiseta, un deuxiéme
groupe composé des traités de Culiseta et un dernier groupe constitué des témoins et des
traités de Culex. Au stade adulte méle et femelle, on distingue uniquement 2 groupes, chacun
regroupe les témoins et les traités d’une espece de moustique (Tableau 66). A partir de ces
résultats, on peut conclure que le contenu en glucides totaux chez Culex est inférieur a celui

chez Culiseta.

Tableau 66. Effet de I'HE de L. dentata (CLsp) sur le contenu en glucides totaux des individus de
quelques stades chez C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Adulte male
Adulte femelle

211,20+ 13,10 a
298,20 + 14,90 a

210,10+ 27,70 a
290,00 + 28,00 a

132,88+ 8,37b
152,60 * 20,30b

Témoins Clsp Témoins CLsp
Larve 4 208,40 + 14,60 a 158,30 £19,10 b 125,70 + 7,36 ¢ 99,76 * 7,02¢
Pupe 295,00 £ 28,70 a 241,20+11,10 b 217,80 £19,20 ¢ 175,30 + 18,80 ¢

153,30 £ 15,09 b
201,10 = 14,00 b
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3.9.2.4. Effet comparé de M. piperita sur le contenu en glucides totaux des individus
chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes obtenues chez C. pipiens et C. longiareolata, révele la
présence de 3 groupes au stade larvaire et nymphal, un groupe renferme les témoins de
Culiseta, un deuxiéme groupe composé des traités de Culiseta et des témoins de Culex et un
dernier groupe constitué des traités de Culex. Au stade adulte male et femelle, on distingue
uniquement 2 groupes, chacun regroupe les témoins et les traités d’une espéce de moustique
(Tableau 67). Les fortes valeurs sont observées chez C. longiareolata comparativement a C.

pipiens.

Tableau 67. Effet de I'HE de M. piperita (CLso) sur le contenu en glucides totaux des individus de
guelques stades chez C. longiareolata et de C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. pipiens

C. longiareolata

Stades Témoins Cls Témoins Cls
Larve 4 208,4+14.6a 138,30+ 20,11 b 125,70+ 7,36 b 88,26 £ 5,12 ¢
Pupe 295,0 £ 28,7 a 235,20£21,02 b 217,80+19,2 b 11569 +11,45¢
Adulte male 2112+13,1a 196,52 £ 9,67 a 132,88 +8,37 b 168,24 + 25,78 b
Adulte femelle 298,2+149a 288,06 £ 10,30 a 152,60 + 20,30b 169,23 £19,50 b

3.9.2.5. Effet comparé de I’0O. basilicum sur le contenu en glucides totaux des
individus chez C. pipiens et C. longiareolata

Les mémes observations ont été faites chez les traités au basilic, ou note la présence de 3
groupes de moyennes chez les larves 4 et les pupes, un groupe renfermant les témoins de
Culiseta, un deuxiéme groupe composé des traités de Culiseta et des témoins de Culex et un
dernier groupe constitué des traités de Culex. Au stade adulte male et femelle, on distingue
également 2 groupes, chacun regroupe les témoins et les traités d’une espéce de moustique
(Tableau 68).

comparativement a C. pipiens.

Les fortes valeurs sont toujours observées chez C. longiareolata

Tableau 68. Effet de I'HE de 1’O. basilicum (CLs) sur le contenu en glucides totaux des individus de
quelques stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Témoins

CLs

Témoins

ClLsg

Larve 4 208,4+ 14,6 a 145,04 +19,67 b 125,70 +7,36 b 64,42 +238 ¢
Pupe 295,0+ 28,7 a 232,09+2146b 217,80+19,2 b 86,15+ 6,25 ¢
Adulte male 2112+ 131a 197,96 + 24,66 a 132,88 +8,37 b 146,34+12,38 b
Adulte femelle 2982+149a 296,10 + 17,33 a 152,60 + 20,3 b 175,73 £10,90b
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3.9.3. Effet sur le contenu en lipides totaux
Le contenu en lipides a été déterminé chez les larves 4, les pupes et les adultes des séries

témoins et traitées a la menthe, a la lavande et au basilic.

3.9.3.1. Efficacité comparée des HEs chez C. longiareolata

L’étude comparative par le test «t» de student des séries témoins et traitées pour C.
longiareolata montre que le traitement a la lavande provoque une augmentation significative
du contenu en lipides chez les individus des stades étudiés, les larves 4 (p=0,000), les pupes
(p=0,017), les adultes méles (p=0,022) et les adultes femelles (p=0,006). Par contre les HES
extraites de M. piperita et d’O. basilicum, provoquent une diminution significative chez les
larves 4 (p=0,047 ; p=0,031) et les pupes (p=0,037 ; p=0,039) et aucun effet n’a été signalé
chez les méles (p>0,05). Cependant, une augmentation significative de ce contenu a été
observée chez les femelles des séries traitées a la menthe et au basilic respectivement
(p=0,048 ; p=0,043) (Fig. 49).

500 =
Témoin

L. dentata

M. piperita

O. basilicum

Contenu en lipides (pg/individu)

Figure 49. Effet des HEs (CLsg) sur le contenu en lipides totaux (pg/individu) des individus de
guelques stades chez Culiseta longiareolata (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10
individus). (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 lipides totaux, chez C. longiareolata
aprés traitement aux HES (CLsg) est résumé dans le tableau 69. Ces résultats mettent en
évidence deux groupes chez les larves 4 et les pupes, le premier groupe est constitué des
témoins et des traités a la lavande et le deuxiéme formé des traités a la menthe et au basilic.

Chez les adultes males, 2 groupes sont également constatés : le premier regroupe les trois

)
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séries traitées et le deuxiéme englobe les témoins. Par contre chez les adultes femelles, un seul

groupe est enregistreé et il renferme toutes les séries.

Tableau 69. Classement par ordre décroissant du contenu en lipides totaux, chez C. longiareolata
aprés traitement aux HEs (CLso) : test HSD de Tukey.

Stades Traitements
L. dentata 258,30 a
Larve 4 Témc_)ins_ 190,10 a
M. piperita 112,89 b
0. basilicum 95,05 b
L. dentata 341,20 a
Pupe Témoing 205,39 a
O. basilicum 150,35 b
M. piperita 136,48 b
L. dentata 214,10 a
Adulte male 0. bgsilipum 179,45 a
M. piperita 169,25 a
Témoins 115,66 b
L. dentata 290,25 a
O. basilicum 279,66 a
Flire el M. piperita 265,47 a
Témoins 223,91 a

3.9.3.2. Efficacité comparée des HEs chez C. pipiens

Les résultats du dosage biochimique représentés dans la figure 52 révélent une
augmentation significative du contenu en glucides apres traitement a la lavande et cela a tous
les stades étudiés, larves L4 (p=0,001), pupes (p=0,004), adultes males (p=0,002) et adultes
femelles (p=0,006). Par contre, les HEs extraites de M. piperita et O. basilicum provoquent
une diminution significative de ce composé biochimique chez les larves 4 (p=0,036;
p=0,021), les pupes (p=0,017 ; p=0,001), les males (p=0,026; p=0,031) et les femelles
(p=0,033 ; p=0,016) (Fig. 50).
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Figure 50. Effet des HEs (CLsg) sur le contenu en lipides totaux (pg/individu) des individus de
guelques stades chez Culex pipiens (m £ SD, n = 3 répétitions comportant chacune 10 individus).
(* Différence significative (p<0,05); ** Différence hautement significative (p<0,01); *** Différence tres
hautement significative (p<0,001) entre les séries témoins et traitées).

Chez C. pipiens, le classement des moyennes relatives au contenu en lipides totaux
(Tableau 70), présente 4 groupes distincts au stade larvaire et nymphal, chacun étant
représenté par une série. Chez les adultes males et femelles, on distingue 3 groupes
différents : le premier contient les traités a la lavande, le second renferme les témoins et le
dernier regroupe les traités a la menthe et au basilic. De plus, on remarque que 1’O. basilicum
est la plante qui a le plus d’effet sur ce paramétre.

Tableau 70. Classement par ordre décroissant du contenu en lipides totaux, chez C. pipiens apres
traitement aux HEs (CLsy) : test HSD de Tukey.

Stades Traitements Valeurs moyennes Groupes

L. dentata 221,00 a

Témoins 131,83 b

LB M. piperita 98,56 c
O. basilicum 41,02 d

L. dentata 203,42 a

Pupe Témpins_ 138,98 b
M. piperita 97,42 ©

O. basilicum 28,79 d

L. dentata 210,18 a

R Témoins 99,11 b

olUlie ke O. basilicum 50,25 c
M. piperita 45,66 €

L. dentata 247,99 a

Témoins 132,77 b

IR M. piperita 107,75 c
O. basilicum 89,59 c

e
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3.9.3.3. Effet comparé de L. dentata sur le contenu en lipides totaux des individus
chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey apres le traitement avec I’huile
essentielle de L. dentata met en évidence 2 groupes de moyennes au stade larvaire et au stade
adulte male, le premier regroupe les traités des deux especes et le deuxieme englobe les deux
témoins. Au stade nymphal, on distingue aussi 2 groupes, le premier renferme uniquement les
traités de Culiseta et le deuxiéme groupe forme les autres. Par contre, 3 groupes sont
retrouvés au stade adulte femelle, un groupe renferme les traités des deux especes, un
deuxiéme groupe compose des témoins de Culiseta et un dernier groupe constitué les témoins
de Culex (Tableau 71).

Tableau 71. Effet de I'HE de L. dentata (CLso) sur le contenu en lipides totaux des individus de
quelques stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata C. pipiens
Stades Témoins CLs, Témoins CLs,
Larve 4 190,10 £ 29,60 b 258,30 + 40,10 a 131,83+16,12 b 221,00 £ 6,90 a
Pupe 205,39+ 5,71 b 341,20+61,10 a 138,98 +5,90 b 203,42 £393 b
Adulte male 115,66 £ 15,80 b 214,10+ 27,70 a 99,11+338 b 210,18 + 5,69 a
Adulte femelle 22391 +3124b 290,25 £ 24,56 a 132,77 +1,87 c 24799+ 8,31a

3.9.3.4. Effet comparé de M. piperita sur le contenu en lipides totaux des individus
chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes relatives au contenu en lipides des individus aprés
traitement a la menthe, met en évidence 3 groupes de moyennes au stade larvaire et nymphal,
un groupe renferme les témoins de Culiseta, un deuxiéme groupe est constitué des traités de
Culiseta et les témoins de Culex et un dernier groupe formé des traités de Culex. Au stade
adulte male, 3 groupes sont également signalés, le premier est formé des traités de Culiseta, le
deuxiéme est composé des témoins des deux especes et le dernier groupe est représenté par les
traités de Culex. Par contre, au stade adulte femelle, on observe uniquement 2 groupes,
chacun est représenté par les témoins et les traités d’une espéce de moustique (Tableau 72).

Tableau 72. Effet de I'HE de M. piperita (CLs) sur le contenu en lipides totaux des individus de
quelques stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Stades

Témoins ClLsy Témoins Clsg
Larve 4 190,10 + 29,6 a 112,89 +22,18 b 131,83+ 16,12 b 98,56 + 9,32 ¢
Pupe 205,39+5,71 a 136,48 £16,79 b 138,98 +5,90 b 97,42 +3,93 ¢
Adulte male 115,66+15,80 b 169,25 + 26,78 a 99,11+3,38 b 45,66 +8,25 ¢
Adulte femelle 223,91+£31,24 a 265,47 £ 27,65 a 132,77+1,87 b 107,75+ 6,47 b

@
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3.9.3.5. Effet comparé de I’O. basilicum sur le contenu en lipides totaux des individus
chez C. pipiens et C. longiareolata

Le classement des moyennes relatives au contenu en lipides des individus apres
traitement a la menthe, met en évidence 3 groupes de moyennes au stade larvaire et nymphal,
un groupe renferme les témoins de Culiseta, un deuxieme groupe est constitué des traités de
Culiseta et les témoins de Culex et un dernier groupe formé des traités de Culex. Au stade
adulte male, 3 groupes sont également signalés, le premier est formé des traités de Culiseta, le
deuxieme est composé des témoins des deux espéces et le dernier groupe est représenté par les
traités de Culex. Par contre, au stade adulte femelle, on observe uniquement 2 groupes,
chacun est représenté par les témoins et les traités d’une espece de moustique (Tableau 73).

Tableau 73. Effet de I’'HE de I'O. basilicum (CLsg) sur le contenu en lipides totaux des individus de
quelques stades chez C. longiareolata et C. pipiens : test HSD de Tukey.

C. longiareolata

Témoins Cls Témoins Cls
Larve 4 190,10 + 29,6 a 95,05+1258 b 131,83+ 16,12 b 41,02+1,67¢c
Pupe 205,39 +5,71 a 150,35 + 18,69 b 138,98 +5,90 b 28,79+147¢c
Adulte male 115,66+15,80 b 179,45 + 18,40 a 99,11+338 b 50,25+ 7,32 ¢
Adulte femelle 223,91+31,24 a 279,66 + 43,35 a 132,77+1,87 b 89,59+ 10,42 b

a
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1. Discussion
4.1. Rendement des huiles essentielles

Le rendement des huiles essentielles extraites de L. dentata, M. piperita et O. basilicum est
de l'ordre de 1,18, 1,46 et 1,56% respectivement de la matiére seche de la partie aérienne de la
plante. Ces résultats sont supérieurs a ceux signalés dans certaines régions de I'Algérie. Le
bon rendement des huiles obtenu dans cette étude, peut étre dd au climat semi-aride qui
caractérise la région de Tébessa et il est bien connu que les rendements maximaux sont
obtenus dans les régions a climat sec (Ouibrahim, 2014).

D’aprés Bousmaha et al. (2006), le rendement des HEs extraites de L. dentata marque des
variations d’une région a une autre dans la willaya de Tlemcen, il est de : 0,40 a 0,79% dans
la région d’Enjajra, 0,31-0,59% dans la région de Souk-EI-Khémis, 0,33-0,47% dans la
région de Sidi-Dris, 0,25-0,46% dans la région de Tafessout, 0,31-1,04% dans la région de
Honaine, 0,75-0,98% dans la région de Ouled-Sid-Echeikh, 0,28-0,55% dans la région de
Souk-Eltnine et de 0,24-0,46% dans la région de Beni-Saf. Par ailleurs, le rendement de cette
méme plante présente également des variations d’un pays a un autre, il est de 0,80% a
I’Espagne (Gamez et al., 1990), 0,58% au Yemen (Mothana et al., 2012), 1,41% au Maroc
(Imelouane et al., 2010) et 1,96% en Tunisie (Msaada et al., 2012). De plus, le rendement des
HEs varie d’une espéce de lavande a une autre, il présente des valeurs de 2% chez L.
angustifolia (Belhadj Mostefa et al., 2014), de 2,3% et 2,89% chez L. abrialis (Zrira, 2007;
Soro et al., 2014), et de 1,97% chez L. pedunculata (Soro et al., 2014).

Ayaidia (2011) a signalé également une variation du rendement des huiles de M. piperita
selon les régions de collecte de la willaya d'Ouargla, avec des taux de 0,8% dans la région de
Hdjira, de 0,45% dans la région de Beldet Omor et de 0,72% dans la région d'Awinet Moussa.
De méme, Pavela et al. (2014) ont signalé des rendements variant de 0,69% a 2,33% pour la
méme espece, cultivée dans les mémes conditions de culture. Le rendement d’extraction des
huiles de Mentha spicata et de Mentha piperita cultivées au Bénin sont respectivement de
1,06 % et de 1,2 % (Dahouénon-Ahoussi et al., 2010). Le rendement des HEs extraites des
plantes utilisées dans notre travail, est inférieur a celui de M. piperita (1,72 %), de M.
pulegium (2,33 %) et de M. suaveolens (4,33 %) cultivees au Maroc (Benayad, 2008).

De plus, le rendement en HE d’O. basilicum est de 0,7% dans la région d’Ain-Defla (Brada
et al., 2011) et de 0,71% dans la région d’El Kala (Ouibrahim et al., 2013). Le rendement des
HEs obtenues a partir des parties aériennes d’O. basilicum pourpres et vertes était de 0,2% et

0,5% respectivement (Sajjadi, 2006). Pripdeevech et al. (2010) a trouvé un rendement de
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1,39% chez O. basilicum var. thyrsiflora et de 0,61% chez O. basilicum. A son tour,
Matasyoh et al. (2008) signale un rendement de 0,12 jusqu’a 1,4% chez une autre espéce,
Ocimum gratissimum.

Cette variabilité du rendement peut étre due aux facteurs d’origine intrinséque, spécifique
au bagage génétique de la plante ou d’origine extrinseque, lié aux conditions de croissance et
de développement de la plante (Maffeir & Sacco, 1987 ; Bruneton, 1999). Ces différences
sont dues également a I’origine géographique, les facteurs écologiques notamment
climatiques (la température et I’humidité), I’espeéce végétale, 1’organe végétal, le stade de la
croissance, la période de collecte, la conservation du matériel végétal et la méthode
d’extraction (Granger et al., 1973; Rosua & Granados, 1987 ; Fournier et al., 1989 ; khajeh et
al., 2004 ; 2005 ; Viljoen et al., 2006; Sefidkon et al., 2007). La teneur en huiles essentielles
dépend également du moment de la collecte car les sommités fleuries et les feuilles récoltées
apres la floraison perdent 70% de leurs huiles essentielles par évaporation (Salle & Pelletier,
1991).

4.2. Composition chimique des HEs

L'analyse de la composition chimique des HEs extraites de L. dentata par la CPG/SM
révéle un chémotype o-terpinoléne/camphre car ces deux molécules sont majoritaires.
Comparativement aux recherches publiées, le profil chimique décrit dans cette étude a des
différences, mais aussi des similarités. Bettaieb et al. (2017) montrent que la composition de
I’HE de L. dentata est dominée par le camphre (26,52%) et le 1,8 cinéole (22,90%). Par
ailleurs, Soro et al. (2014) montrent un chémotype : camphre (49,75%) /1,8- cineole (39,84%)
chez la méme espéce, tandis que le camphre (46,36%), la fenchone (13,19%) et 1'a-pinéne
(10,74%) ont été enregistrés chez L. pedunculata. Méme étude réalisée sur L. abrialis a mis
en évidence la dominance du linalool (25%), du camphre (16,06%), de I'acétate de linalool
(13,66%) et du bornéol (11,94%) (Soro et al., 2014). La composition chimique de I’HE de
Lavandula augustifolia Mill., collectée dans la région de Batna, révéle 32 composants dont
1,8-cineole (29,4%) et le camphre (24,6%) sont les constituants majoritaires (Belhadj et al.,
2014). Imelouane et al. (2010) montrent que le B-pinene (27,08%) est le chémotype des
especes de Lavande collectées dans 1’Est Marocain, suivi par le pincarvéol (14,77%) et le
myrténal (8,18%). Les mémes auteurs ont signalé que les espéces de L. dentata provenant de
Taforalt et Talazart (Maroc) contiennent comme composants majoritaires : le 1,8- cineole
(41,28%), le sabinene (13,69%), le myrténal (5,11%) (Imelouane et al., 2009). En Tunisie, les
especes de lavande cultivées, ont le linalool (47,30 %) comme chémotype et linalyl acétate
(28,65%), bicyclogermacréne (3,40%), camphre (2,32%) et d-terpinéol (1,47%) sont les
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constituants majoritaires (Msaada et al., 2012). Le Tableau 74 présente les constituants

majeurs des HEs de L. dentata récoltée dans différentes régions dans le monde.

Tableau 74. Constituants majoritaires des HEs de L. dentata collectée dans différentes régions.

Constituants majoritaires Références
Camphre, Trans-pinocarvéol, B-eudesmol et a-guiaol Yémen Mothana et al. (2012)
1,8-Cinéole, Cis-verbénol, P-cymen-8-ol, Fenchone et N Bousmaha et al. (2006) ; Dob et al.
Myrténal (2005)
B-pinine, Pinocarvéol et Myrténal Espagne Garcia-Vallejo et al. (1987)
Menthe-1,5-dien-8-ol, Caryophylléne oxyde et Guiaol Egypte Nevein et al. (2014)
Camphre, Fenchone, d-Fenchol et Linalool Turquie Al-Sarar et al. (2014)

Concernant les HEs de M. piperita, plusieurs travaux ont mis en évidence de multiples
chémotypes dans différentes régions d’Algérie. D’apres les résultats obtenus dans notre étude,
I’huile de Mentha est de type carvone (52,58%) avec dl-limonene (17,40%) et dihydro-
carvéol (6,50%) comme composants majoritaires. Des résultats similaires ont été obtenus par
Goudjil (2016) dans la région d’Ouargla sur la méme espéce ou le carvone (51,04 %) et le
Limonene (36,37 %) représentent les constituants majoritaires. Pavela et al. (2014) ont
analysé 20 especes du genre Mentha et ils ont trouvés que les HEs extraites de M. villosa a un
chémotype de carvone (67,9%) et celles extraites de M. spicata sont de type
carvone/piperitenone oxyde. Par contre, les HEs de 8 échantillons de M. piperita montrent
une variation du taux de monoterpenes selon le génotype de la plante : menthol (20,5%-
57,3%), carvone (0-56,8%) et piperitenone oxyde (0-31,8%). Par ailleurs, d’autres
composants majoritaires ont été signalés chez les HEs de M. longifolia tels que le Pulegone
(74,95%), 1,8-cineole (7,35%), L-menthone (6,62%), et I'Eucarvone (2,68%) (Al-Sarar et al.,
2014) et chez les huiles de M. spicata comme le carvone (59,35%), le limonéne (9,87%) et
1,8-cinéole (7,35%) (Sertkaya et al., 2010). Le Tableau 75, présente les constituants majeurs

des HEs de M. piperita récoltée dans différentes régions.

Tableau 75. Constituants majoritaires des HEs de M. piperita collectée dans différentes régions.

Constituants majoritaires \ Références

Linalool (51,8%), Epoxyocimene (19,3%), - .
Sesquiphellandrene (9,4%) et Cadinene (4,0%). 2 DB RETiies e el (i)

Linalool (51%), Carvone (23,42%) et 3-octanol (10,1%) Brésil Sartoratto et al. (2004)

éa;\;/oo;e (30,5%), 1,8-cineole (14,7%) et Menthone Brésil Gracindo et al. (2006)

a-Terpinene (19,7%), Pipertitinone oxide (19,3%) et

Trans-Carveol (14,5%) Iran Yadegarinia et al. (2006)

Menthone (29,01%), Menthol (5,58%) et Menthyl

acetate (3,34 %) Maroc Derwich et al. (2011)

(+)-Menthol (38,06%), Menthol (35,64%) et Neo-
menthol (6,73%)

Turquie | Kizil et al. (2010)
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Pour I’huile essentielle de I’O. basilicum analysée au cours de notre étude, elle est de
chémotype Linalyl acétate/Linalool. D’apres Telci et al. (2006), quatre chémotypes de basilic
ont éte identifiés :

> Le chémotype européen ayant le Linalool comme composant principal (Italie, France,
Bulgarie, Egypte et Afrique du Sud).

> Le chémotype tropicale, riche en cinnamate de méthyle (Inde, Pakistan et Guatemala).

» Le chémotype de la Réunion possédant le methyl chavicol comme constituant
majoritaire (Madagascar, Thailande et Vietnam) (Vernin & Metzger, 1984 ; Simon et
al., 1999).

> Le chémotype Eugénol d'Afrique du Nord et de la Russie (Vernin & Metzger, 1984).

Hadj Kelifa et al. (2012), ont également identifié le Linalool comme composant principal
avec un taux de 32,83% suivi d’Acétate de linalyl (16%), lors d’une étude sur 1’huile
essentielle du basilic issu de la région de Khemis Miliana. Ces résultats sont semblables a
ceux obtenus par Brada et al. (2011) sur I’HE du basilic de la région de Chlef. Ainsi, il ressort
des travaux réalisés que I’HE du basilic de différentes régions d’Algérie est de chémotype
européen. Sept chémotypes ont été décrits pour I’huile essentielle de 1’0O. basilicum: (1)
Linalool, (2) Linalool/Eugénol, (3) Méthyl chavicol sans Linalool, (4) Méthyl
chavicol/Linalool, (5) Eugénol de méthyle/Linalool, (6) le Cinnamate de méthyle/Linalool et
(7) de chémotype Bergamotene (Zheljazkov et al., 2008). Les travaux de Bassolé et al. (2010)
ont mis en évidence le Linalool et I’Eugenol comme composés majoritaires de I’huile de cette
plante. Les constituants majoritaires des HEs d’O. basilicum de différentes regions sont

présentés dans le Tableau 76.

Tableau 76. Constituants majoritaires des HEs de I’O. basilicum collecté dans différents pays.

Constituants majoritaires Références

iso-pinocamphone (35,10%) et Carvone (39,70%). Italie De Martino et al. (2009)

Linalool (30,61%) and Estragole (20,04%) Martinez-Velazquez et

al. (2011)
Inde Anand et al. (2011)

Mexique

Méthyl chavivol (70,04%), Linalyl acétate (22,54%), Camphéne
(7,32%), Camphre (56,07%), DL-limonéne (13,56%).
a-terpineol (59,78%) et B-caryophyllene (10,54%)

Burkina Faso | Bayala et al. (2014)

1,8cineole (1,5%), B-ocimene (3,54%), Linalool (65,38%),
Eugenol (5,26%), &-guainene (2,27%), Cadinol (8,18%), Roumanie Stephan et al. (2013)
Camphre (2,13%), a-bergamotene (1,55%).

Geraniol (34,89%), a-pinene (0,23%), Eugenol (1,33%),
Linalool (2,21%), Camphre (0,64%).

Linalool (5,8%), Naphthaléne (4,98%), Estragole (16,5%),
Butylactyl ester (9,72), Eicosene (2,17)

P-Cymeéne (2,6%) Thymol (6,5%) Germacrene D (1,1%) N-
Phéllandrene (15,3%), Carvacrol (1,8%), N-Bisabolene (0,3%),
Limonéne (30,9%), (Z)-N-Ocimene (2,1%), R-Cadinéne (1%),
(E)-N-Ociméne (0,6%), O-Cadinéne (1, 8%)

Inde Saha et al. (2013)

Pakistan Bariyah (2013)

Cameroon Belong et al. (2013)

E



Discussion

Copaeéne (25,5%), P-menth-2-en-1-ol (7,70%), 3-carene (1,6%),
d-himachaléne (3,6%), Eugenyl acétate (4,8%), a-cubebene Ethiopie Unnithan et al. (2013)
(2,5%), Bornyl acétate (4,0%).

1,8-cineole (6,2%), Linalool (36,3%), Camphre (9,7%), a-
terpineol (3,8%), Methyl chavicol (9,1%) et Eugenol (34,9%).
Linalool (52,42%), Méthyl eugenol (18,74%) et 1,8-cineole

Brésil Barcelos et al. (2013)

Govindarajan et al.

Inde

(5,61%). (2013)
Linalool (51,86%), Terpinen-4-ol (2,98%), 1,8, cineole
(13,95%), Eugenol (8,39%), Trans-a-bergamotene (1,39%), a- Cameroun Ntonga et al. (2014)
terpineol (1,32%), B-ocimene (1,18%).

2 5 - - 5 s
Méthyl eugenol (39,3%), Méthyl chavicol (38,3%), Terpinoléne Inde Joshi (2014)

(7,7%), Eugenol (4,5%)

Linalool (69,87%), Geraniol (9,75%), P-allylanisole (6,02%),
1,8-cineole (4,90%), Trans-a-bergamotene (2,36%) et Neryl Oman Abbasy et al. (2015)
acetate (1,24%).

Linalool (48,4%), 1,8-cinéol (12,2%), Eugenol (6,6%), Méthyl

Abou El-Soud et al.

cinnamate (6,2%), a-cubebene (5,7%), Caryophyllene (2,5%), Egypte (2015)
B-ociméne (2,1%) et a-farneséne (2%)

Méthyl chavicol (85,19%), 1,8 cineole (3,96%), Trans-a Iran Sharafati-Chaleshtori et
bergamotene (1,18%) al. (2015)
Linalool (33,9%), Eugenol (8,3%), o-7-H-Eudesma-3,5-diene q
(4,24%), a-Bulnesene (3,31%), o-amorphene (3,95%), pB- Egypte o E(IZ'S%T erel,
cubebene (4,33%)

Les variations qualitatives et quantitatives observées dans la composition chimique des
HEs testées sont probablement dues a des facteurs génétiques, mais également a des facteurs
géographiques, bioclimatiques ainsi qu’aux conditions de récolte et de stockage de la plante
(Hussain et al., 2008; Anwar et al., 2009).

La composition des huiles essentielles est sujette a plusieurs facteurs de variabilité, des
facteurs externes et internes a la plante. Pour une espéce donnée, la proportion des différents
constituants d’une HE peut varier selon les conditions de stockage, la température, I’humidité
relative et la durée de séchage. Les vents ont également un effet sur la composition des HES
des plantes, particulierement chez les espéces qui posseédent des structures histologiques de
stockage superficielles (ex : poils sécréteurs des Lamiaceae). Lorsque la localisation est plus
profonde, la qualité est beaucoup plus constante (Bruneton, 1999 ; Gyorgyi et al., 2006).
Danute et al. (2004) ont constaté que la composition chimique de I’HE de Daucus carota
récoltée dans des régions saines est différente de celle récoltée dans des régions polluées.

La qualité des huiles essentielles est également influencée par les conditions
méteorologiques au moment de la récolte et ’heure de la récolte (Kofidis et al., 2004). La
composition d’une huile essentielle de Mentha récoltée le matin est différente a celle récoltée
au milieu ou en fin de journée. De plus, le procédé et la durée de distillation, les procédés
physiques ou chimiques utilisés lors de I’extraction et de 1’analyse peuvent donner lieu a des

variations des constituants (Belaiche, 1979 ; Bruneton, 1999 ; Kofidis et al., 2004).
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4.3. Toxicité des HEs a I'égard des moustiques

La toxicologie est 1’¢tude des effets nocifs d’une substance chimique naturelle ou
synthétique sur les organismes vivants. Les tests toxicologiques sont adoptés pour tester la
sensibilité des larves, vis-a-vis des insecticides utilises en campagnes de lutte (OMS, 1963),
ils sont nécessaires d’évaluer les concentrations létales (CLsg et CLgp).

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme
moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et al., 1999). Ces extraits
contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu
complexes, leur mécanisme d’action est méconnu et relativement peu d’études ont été
réalisées a ce sujet (Isman, 2000). On considére que les biopesticides a base d’huiles
essentielles peuvent étre des outils de choix dans les programmes de gestion de la résistance
des insectes aux pesticides. Avec les mécanismes d’action particuliers de ces biopesticides, ils
peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans potentiellement inciter le développement de la
résistance chez les insectes (Windley et al., 2012). lls peuvent également étre utilisés en
alternance avec les pesticides de synthese afin de prolonger leur durée de vie. Les
biopesticides ont plusieurs cibles, ils peuvent affecter le systeme nerveux des insectes
provoquant la paralysie et par la suite la mort de ces derniers, modifier la conductance de
plusieurs canaux ioniques (calcique, potassique, sodique), perturber la disposition des doubles
couches lipidiques et peuvent également agir au niveau des terminaisons pré-synaptiques
(Windley et al., 2012). Ces multiples cibles des biopesticides s’opposent a I’apparition du
phénomene de résistance chez les insectes.

La toxicité évaluée a partir du taux de mortalité enregistrée apres traitement, dépend des
doses administrées. Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles extraites
de trois plantes L. dentata, M. piperita et O. basilicum a 1’égard des larves du quatriéme stade
nouvellement exuviées de C. longiareolata et de C. pipiens, dont les résultats montrent une
activité larvicide de toutes les HEs appliquées avec une relation dose-réponse. De plus, on
note que les HEs de M. piperita sont les plus toxiques et que les larves de C. pipiens sont plus
résistantes que celles de C. longiareolata.

L’huile essentielle la plus efficace, obtenue a partir de M. piperita, est caractérisee par une
teneur élevée en carvone et limonene. Le limonéne est considéré comme un important
insecticide a cause de sa faible toxicité envers les Mammiféres et de leur biodégradabilité
élevée (Aidi Wannes, 2011). Lee et al. (2001) a montré la toxicité du limonéne isolé de
Mentha arvensis L. contre une espéce de coléoptére, Sitophilus oryzae. La toxicité de ce
constituant a ¢été¢ mise en évidence lors de 1’évaluation de I’activité larvicide de 14 composés

monoterpeniques vis-a-vis d’une espéce de moustique, Aedes aegypti L. (Santos et al., 2011).
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Les caractéristiques structurales qui peuvent contribuer a I'activité larvicide des monoterpénes
ont été identifiées expérimentalement car la présence d'hétéroatomes dans la structure de base
hydrocarboneée, le remplacement des doubles liaisons par des époxydes plus reactifs et la
présence d'hydroxyles dans la structure cyclique diminue le pouvoir larvicide (Santos et al.,
2011). Par contre, les doubles liaisons conjuguées et I'augmentation de la polarité semble
jouer un réle important dans I'augmentation de I’efficacité larvicide des composés (Santos et
al., 2011). De plus, la structure chimique, la substitution alkyl et la longueur de la chaine
latérale alkyl en position C8 sont essentielles pour conférer une toxicité (Wang et al., 2012).

Dans des travaux antérieurs, les propriétés insecticides de certaines huiles essentielles ont
été testées particulierement sur les larves de moustiques. Nous citons a cet effet, les travaux
de Michaelakis et al. (2011) qui montrent que les huiles extraites de trois espéces de Mentha :
M. pulegium, M. piperita et M. spicata possédent une activité larvicide a I'égard de C. pipiens
avec des CLsp de I’ordre de : 46,4 ; 40,28 et 27,23 ppm respectivement. Par ailleurs, Singh et
al. (2003) révele une activité larvicide des HEs extraites d’Ocimum canum avec des
concentrations létales (CLso=301, 340 et 234ppm respectivement) supérieures a celles
trouvées au cours de notre expérimentation et cela a 1’égard de trois espéces de moustiques :
A. aegypti, C. quinquefasciatus et A. stephensi.

D’autre part, I’application des HEs extraites de quatre plantes, provoque une toxicité a
I’égard des larves d’Aedes aegypti avec une CLsy et CLgpde 47,54 et 86,54 ppm pour Mentha
piperita, de 40,5 et 85,53 ppm pour Zingiber officinale, de 115,6 et 193,3 ppm pour Curcuma
longa et de 148,5 et 325,7 ppm pour O. basilicum (Kalaivani et al., 2012). L’étude de Amer
& Mehlhorn (2006) sur I’activité larvicide des HEs extraites de 41 plantes a 1’égard des larves
3 d’Aedes aegypti montre que L. angustifolia, M. piperita et O. basilicum induisent une
mortalité de 63,3%, 53,3% et 86,7% respectivement apres 24h de traitement, avec une
concentration de 50 ppm.

Les travaux de Pavela et al. (2014) ont montré que le traitement par les HEs de 8
échantillons de la méme espece, M. piperita sur les larves 3 de C. quinquefasciatus provoque
un effet toxique avec des CLs variant de 54 - 141ppm et des CLgo variant de 88 - 577ppm.
Les études de Manzoor et al. (2013) réalisées sur cing plantes a I'égard des larves 3 ont révélé
I'efficacité de I'O. basilicum a 1’égard d’A. aegypti et C. quinguefaciatus comparativement aux
autres plantes, avec des CLso (75,35ppm et 92,30ppm respectivement) similaires a celles
trouvées au cours de notre expérimentation.

Ces activités larvicides a 1’égard des différentes espeéces de moustiques sont reliées a
I’action des constituants majoritaires des HEs. D’apres Cetin & Yanikoglu (2006), les HEs

d’Origanum orites et Origanum minutiflorum, ou le carvacrol est le constituant majeur,
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montrent un effet toxique a I'égard des larves 3 et 4 de C. pipiens avec une CLso de 24,8 et
73,8ppm respectivement. De plus, les HEs d’Artemisia sieberi et Artemisia haussknechtii
avec le camphre comme composant majeur, sont trés efficaces contre C. maculatus (Hashemi
& Safavi, 2012 ; Negahban et al., 2007). L’efficacité des HEs d’Aegle marmelos sur C.
pipiens peut étre due a la concentration élevée en limonene (64,1%) (Satyal et al., 2012), car
I'application de ce constituant sur les larves 3 d'A. aegypti montre un effet toxique avec des
concentrations létales de 13ul/L pour la CLsg et de 23,2ul/L pour la CLg (Rocha et al., 2015).
Plusieurs travaux antérieurs ont montré que le linalool est le responsable de la toxicité des
HEs de certaines plantes vis-a-vis des espéces de moustiques (Chantraine et al., 1998 ; Tiwary
et al., 2007). Par ailleurs, Govindarajan (2013), montre que les HEs d’O. basilicum dont le
linalool est le composant principal (52,42%), présentent un effet toxique a I’égard des larves 3
de C. tritaeniorhynchus, A. albopictus et A. subpictus avec une CLs, de 14,01 ; 11,97 et
9,75ppm et une CL,, de 23,44 ; 21,17 et 18,56ppm, respectivement.

Dans cette étude, on peut expliquer I’activité larvicide des HEs a I’égard de C.
longiareolata et C. pipiens, par I’action de leurs composants majoritaires : L. dentata avec
terpinoléne et camphre, M. piperita avec carvone et limonene et O. basilicum avec linalyl
acetate et linalool. Plusieurs travaux ont montré que la toxicité des HEs est influencée par la
composition chimique de ces dernicres. Ceci dépend généralement de 1’origine, des conditions
climatiques, de la méthode et la période d’extraction et de la partie de la plante (Manal et al.,

2013).

4.4. Effet des HEs sur les biomarqueurs

Une bonne évaluation de I’impact écotoxicologique des contaminants nécessite souvent
une approche multifactorielle utilisant plusieurs marqueurs biologiques. Au niveau
biochimique, il existe différents types de biomarqueurs regroupés selon leur fonction au
niveau cellulaire (Badiou, 2007). Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs
enzymatiques comme la catalase, la glutathion peroxydase, les glutathion S-transférases et
I'acétylcholinestérase (Durou et al., 2007).

En dépit des diversités chimiques des insecticides et diversités biologiques des insectes, un
nombre de mécanismes de résistance sont capable de détoxifier les insecticides en métabolites
moins toxiques (Soderlund, 1997). Ces mécanismes sont :

v Résistance comportementale s’observe au niveau de I’insecte qui présente un

comportement différent, empéchant le toxique d’agir.
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v' Résistance physiologique s’exprime au niveau des tissus et organes ; elle est
caractérisée par une diminution de la pénétration ou par une augmentation de
I’excrétion des insecticides.

v Résistance biochimique se situe au niveau cellulaire. Elle consiste d’une part, en une
augmentation de ’activité enzymatique des systémes de détoxication (Cytochromes
P450, GSTs et Carboxylestérases) et d’autre part, en une diminution de I’affinité des
sites d’action vis-a-vis des insecticides (Canal sodium “voltage-dépendant”, AChE et
GABA).

Pour contribuer a une compréhension de ces mécanismes, nous avons évalu¢ I’effet des
HEs de L. dentata, de M. piperita et d’O. basilicum sur I’activit¢ d'un biomarqueur de
neurotoxicité, l'acétylcholinestérase, des biomarqueurs du stress oxydatif, glutathion S-
transférases et son cofacteur, le glutathion, la catalase et un biomarqueur de la peroxydation
lipidique, le malondialdéhyde chez deux espéces de moustiques, C. longiareolata et C.

pipiens a différentes périodes apreés traitement : 24, 48 et 72heures.

4.4.1. Effet des HEs sur P’activité spécifique de ’AChE

L’acétylcholinestérase a été découverte en 1938 par Nachmanshn (Haubruge & Amichot,
1998). Son role est d’hydrolyser I’acétylcholine en acétate et choline afin de stopper la
stimulation du récepteur et par conséquent la dépolarisation de la membrane (Soreq & Zakut,
1993 ; Charpentier et al., 2000). Son site actif possede un site catalytique qui peut étre
décomposé en 2 parties, le sous-site estérasique et anionique. Le sous-site anionique est
responsable de la stabilisation du substrat lors de catalyse par fixation de I’ammonium
quaternaire de la partie choline de I’ACh (Rosenberry, 1975). Le sous-Site estérasique
contenant la triade catalytique Ser200, His440 et Glu327 constitue le lieu de la catalyse
(Eldefrawi, 1985).

Au niveau des jonctions neuromusculaires et interneuronales, I’influx nerveux est
transmis grace a la libération d’acétylcholine par la terminaison nerveuse dans 1’espace
synaptique, ce qui permet la transmission du message nerveux d’une cellule a une autre. Une
fois Dlinformation  transmise, 1’acétylcholine est rapidement inactivée par
I’acétylcholinestérase, ce qui permet au systéme de revenir a son état de repos (Badila, 1995 ;
Bocquené, 1997 ; Bainy, 2000).

Plus de 90 % des insecticides de synthése sont des organophosphorés, des carbamates et
des pyréthrinoides, avec des sites d’action localisés dans le systéme nerveux, dont
I’acétylcholinestérase (AChE) est le plus important (Haubruge & Amichot, 1998). Les

organophosphorés et les carbamates agissent en inhibant 1’activité catalytique de I’AChE. Ils
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se fixent en effet sur le site actif de I’enzyme, a la place de I’acétylcholine ; au cours de la
liaison de ces insecticides a I’enzyme, 1’AChE des insectes est inactivée par phosphorylation
ou carbamylation des résidus de la sérine dans le site actif (Eldafrawi, 1985 ; Haubruge &
Amichot, 1998). L’accumulation de I’ACh dans la région synaptique provoque une
transmission permanente de 1’influx nerveux, causant finalement la mort de 1’insecte par
tétanie. La mort fait suite & une liaison de maniére covalente du groupement acetyl de
I’acétylcholinestérase empéchant ainsi toute liaison ultérieure de 1’enzyme avec une molécule
d’acétylcholine (Bainy, 2000). En effet I’exposition a des doses données d’insecticide, peut
conduire progressivement a une inhibition irréversible de 1’ AChE, et produit un effet toxique ;
neurotoxicité qui est définie par un changement structural ou une altération fonctionnelle du
systeme nerveux (Braquenier, 2009 ; Samuel & Laurent, 2005).

L’analyse des résultats obtenus apres dosage de ’activité enzymatique de I’AChE des
larves 4 chez C. longiareolata et C. pipiens, traitées par les HEs de L. dentata, de M. piperita
et de I’O. basilicum a la CLsy a différents temps 24, 48 et 72 heures, révéle une diminution
significative de I’activit¢ de ’AChE comparativement aux témoins. Cette diminution est
probablement due a I’inhibition de cette enzyme par les HEs. Le traitement avec certaines
huiles essentielles ou leurs constituants purifiés a provoqué des symptémes qui prouvent leur
mode d'action neurotoxique. Ces symptdmes manifestés, y compris I'hyperactivite, les
convulsions et les tremblements suivis de paralysie, sont similaires a ceux produits par les
organophosphorés et les carbamates (Kostyukovsky et al., 2002). Plusieurs monoterpénes des
huiles essentielles agissent comme étant des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (Grundy &
Still, 1985 ; Ryan & Byrne, 1988).

The control situation In the presence of EO components
__— presynaptic neuron | |__— presynaptic neuron
e <
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Figure 51. Mécanisme d'action des huiles essentielles au niveau des synapses cholinergiques. ACh-
acétylcholine, nAChr- récepteurs de I'acétylcholine nicotinique, OE-composants de I'HE (Jankowska

et al., 2018).
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Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Al-Asrar et al. (2014) qui démontrent que
les HEs de M. longifolia et de L. dentata expriment une activité anti-acétylcholinestérase a
I’égard des adultes de Callosobruchus maculatus. Les HEs extraites d'Artemisia dracunculus
L., Inula graveolens L., Lavandula officinalis C., et Ocimum sanctum L. provoquent une
inhibition de l'activité de I'AChE avec un effet plus puissant enregistré chez Artemisia
dracunculus (50% d'inhibition pour la CLsg) (Dohi et al., 2009). Lopez & Pascual-Villalobs
(2010), et Abdelgaleil et al. (2009) ont prouvé que le fenchone et le camphre sont des
inhibiteurs de I’AChE chez Sitophilus oryzae (L.) et Tribolium castaneum. De plus, les HEs
extraites a partir de Chamaemelum nobile, Eriocephalus punctulatus, Ormenis multicaulis,
Santolina chamaecyparissus, Cyclotrichium niveum, Thymus praecox subsp. caucasicus var.
caucasicus, Echinacea purpurea, Echinacea pallida, Salvia chionantha, Anethum graveolens,
Salvia lavendulaefolia peuvent inhiber 1’activité de I’AChE (Seo et al., 2014 ; Orhan et al.,
2009 ; Tel et al., 2010 ; Orhan et al., 2013 ; Perry et al., 2002). 23 sur 28 composeés testés sur
I’AChE des insectes, ont provoqué son inhibition, avec un effet marqué de a-pinéne, B-
pinéne, B-phellandréne, carvacrol, limonene, menthol, menthone, 1,8-cineole, cis-ociméne,
niloticin (Seo et al., 2014 ; Yeom et al., 2015 ; Anderson & Coats, 2012 ; Park et al., 2016 ;
Lee et al., 2001 ; Picollo et al., 2008 ; Park, 2014 ; Reegan et al., 2016). Singh et al. (2017)
ont montré que l'activité de ’AChE est fortement inhibée chez les insectes : Periplaneta
americana et Sitophilus oryzae exposés a l'anhydride 2,3-diméthylmaléique (molécule
naturelle biofumigante isolée de la racine de Colocasia esculenta) et l'inhibition était
compétitive. De plus, les alcaloides qui sont principalement toxiques contre les insectes
(Kennedy & Wightman, 2011) servent potentiellement de larvicides naturels contre les
moustiques (Talontsi et al., 2011). lls provoquent une inhibition de I'acétylcholinestérase
(AChE) et les canaux sodiques (Rattanam et al., 2014). Ghosh (2012) a déclaré que
I'inhibition de I'AChE est la perturbation physiologique la plus importante des métabolites
secondaires des plantes chez les insectes, car elle fonctionne comme une enzyme clé
responsable de l'arrét de la transmission de l'influx nerveux au niveau synaptique. En
conséquence, I'exposition des insectes, tels que les moustiques a des substances contenant des
métabolites secondaires induit la paralysie et la mort de ces derniers (Rattanam et al., 2014).

Les monoterpénes avec un petit poids moléculaire peuvent se fixer sur des récepteurs
cibles qui modifient I’activit¢é nerveuse (Chaubey, 2017). Lopez et al. (2015) dans ses
travaux, a étudié la cinétique de I’inhibition et le volume spatial des terpénes et leurs capacités
de liaison. lls ont conclu que deux molécules de monoterpenes peuvent se lier a une seule
molécule d’AChE au méme temps et la liaison du premier composé d’HE favorise

I’attachement du deuxiéme. Egalement, ces auteurs ont montré que certains monoterpenes tels
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que le carvone et le fenchone, peuvent se lier a plusieurs sites d’AChE. Par contre, ils ont
trouvé un seul site de liaison pour le terpinene et le camphre. Les résultats obtenus par
Praveena & Sanjayan (2011) ont prouvé que le linalool se fixe sur un site cible de I’AChE,
contenant des acides aminés hydrophobes tels que “PHE”, “ILE”, “TRP”, “LEU”, “GLY”,
“SER”, “TYR” chez Aedes aegypti, Leptinotarsa decemlineata et Spodoptera litura. Savelev
et al. (2003) montrent un effet synergique antiacétylcholinestérase de 1,8-cineole et a-pinéne
et ils ont obtenu des résultats similaires avec le 1,8-cineole et le caryophyllene oxide. Par
contre, une interaction antagoniste est trouvée avec le 1,8-cineole et le camphre. Miyazawa et
al. (1998) ont également observé une action antagoniste de certains composés des HEs. Ils ont
comparé¢ 1’effet inhibiteur des HEs extraites a partir de certaines plantes a la somme
d’efficacité inhibitrice des composés majeurs et le mélange synthétique de ces composés. Ils
ont trouvé que les HEs provoquent une forte inhibition de I’activit¢é de I’AChE (46%),
comparativement a la somme d’action inhibitrice des composés qui atteint une valeur de
29,5% et au mélange synthétique de ces composes qui induit une inhibition de 19%. Par
contre, 1’étude de Jukic et al. (2007), a montré que les HEs extraites de thym induisent une
inhibition de Dactivit¢ de I’AChE inférieure a celle des composés majeurs seuls.
Certainement, l’interaction positive ou négative des composés des HEs dépend de leur
pourcentages (Jankowska et al., 2018).

Par ailleurs, D’activité insecticide de plusieurs terpenes tels que la coumarine est
directement reliée a leurs capacité d’inhiber I’AChE (Olmedo et al., 2015 ; Rajashekar et al.
2014). Ceci concorde avec nos résultats car le degré d'inhibition de 1’activité de I’AChE est
corrélé avec la toxicité des HEs. Les huiles extraites de Mentha piperita sont les plus toxiques
et ont plus d'impact sur I'AChE par rapport aux autres huiles testées. L’activité insecticide des
huiles essentielles de Melaleuca alternifolia a 1’égard de Helicoverpa armigera (Liao et al.,
2017) et celles extraites de deux plantes, Cuminum cyminum et Piper nigrum a I’égard de
Sitophilus zeamais et Sitophilus oryzae est liee a leurs effets inhibiteurs sur I’activité de
I’AChE (Chaubey, 2011 ; 2017). Une étude d’Oboh et al. (2017) révéle 1’éfficacité des huiles
essentielles de Citrus sinensis contre T. confusum, C. maculatus et S. oryzae et qui est
associée a ses effets inhibiteurs sur l'activité acétylcholinestérase et Na* / K*'-ATPase. L’étude
d’Olmedo et al. (2015) présente une inhibition de I’AChE de plus de 60% chez Tribolium
castaneum apres traitement par le compose majeur (anéthole) des HEs de Tagetes filifolia. Par
contre, Lee et al. (2001) n’ont pas trouvé une corrélation directe entre la toxicité par le
menthone a I’égard de Sitophilus oryzae et I’inhibition de I’AChE. Par ailleurs, Herrera et al.
(2015) indiquent que le camphre présente une activité insecticide faible et une inhibition

d’AChE élevée. Les mémes observations ont été faites par Yeom et al. (2012) apres
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traitement a 1’a-pinéne. Cela peut étre du a la faible pénétration de ces composes au niveau du

site cible des insectes traités.

4.4.2. Effet des HEs sur le taux de glutathion

L’activité du systeéme antioxydant subit une augmentation ou une inhibition sous 1’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 1’espeéce exposée d’autre part. L’induction du
systéme de défense antioxydant peut étre considérée comme une adaptation de I’organisme a
un environnement pollué (Droge, 2002).

Le glutathion (GSH) est un tripeptide soluble dans I’eau, constitué de trois acides aminés ;
glutamate, cystéine et glycine (L-y -glutamyl-L cysteinyl glycine) (Meister & Anderson,
1983 ; Noctor et al., 1998 ; Kim et al., 2005). Dans la plupart des organismes, le glutathion est
majoritairement synthétisé dans le cytoplasme a partir de deux acides aminés, la cystéine et le
glutamate. Mais, dans des conditions physiologiques, cette forme ne représente que 5-12% de
la concentration du glutathion total qui varie entre 0,1 et 10 mM selon les especes (Foyer et
al., 1991; Frendro et al., 1999). Le glutathion peut étre transporté et/ou produit dans d'autres
compartiments cellulaires. Dans la plupart des organismes vivants, le glutathion joue plusieurs
réles incluant le transport des acides aminés, la synthese de I'ADN, la croissance cellulaire, la
régulation des activités enzymatiques et la régulation du cycle cellulaire (Kim et al., 2005 ; Lu,
2009 ; Meister & Anderson, 1983 ; Penninckx, 2002 ; Shan et al., 1990 ; Sies, 1999 ; Wang &
Ballatori, 1998). Le glutathion est un biomarqueur non-enzymatique qui joue un rdle
primordial dans la défense intracellulaire. C’est le principal systéme impliqué dans la
détoxification des ions peroxyde et dans la lutte contre le stress oxydatif (Gannagé-Yared et
al., 1998). Le glutathion existe sous deux formes, une forme oxydée (GSSG) et une forme
réduite (GSH), et ses enzymes comprennent la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion S-
transférase (GST) qui sont impliquées dans la détoxification (Yu, 1994 ; Kisek et al., 2004 ;
Zehnalek et al., 2004, Singh et al., 2017).

L’analyse des résultats obtenus au cours de nos expérimentations, révele une diminution
significative du taux de la GSH chez les séries traitées par les trois plantes, avec un effet
marqué des HEs de L. dentata et d’O. basilicum a 1’égard de C. pipiens. Cela explique I’effet
moins toxique de ces plantes par rapport a M. piperita et la sensibilité de C. longiareolata par
rapport a C. pipiens. La diminution du glutathion peut étre expliquée par une consommation
accrue de ce cofacteur par les GSTs afin de détoxifier ces biopesticides. Kiran et al. (2017)
observent une réduction du taux de la GSH chez Callosobruchus chinensis et C. maculatus
apres traitement (CLsp) a I’'HE de Boswellia carterii. Cette diminution a été également

observée chez S. oryzae et R. dominica traités a la CLsy d’HE de Gaultheria procumbens
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(Kiran & Prakash, 2015). Par contre, les travaux de Singh et al. (2017) mettent en évidence
une augmentation du taux de la GSH chez S. oryzae exposée a l'anhydride 2,3-
diméthylmaléique.

4.4.3. Effet des HES sur P’activté spécifique des GSTs

Les GSTs sont des enzymes antioxydantes impliquées dans la phase Il de détoxification
des xénobiotiques (Sau et al., 2010) en catalysant la conjugaison de ces substances avec le
groupement thiol du glutathion endogene (Chelvanayagama et al., 2001 ; Boyer, 2006 ;
Walters et al., 2009 ; Ebadoallahi et al., 2013). Le r6le majeur du glutathion est de convertir
des composés lipophiles en molécules hydrophiles facilement excrétables (Habig et 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 role important
dans la physiologie du stress, le transport intracellulaire et dans les différentes voies de
biosynthése (Oppenoorth et al., 1977 ; Kao & Sun, 1991 ; George, 1994 ; Sun et al., 2001).

Dans la présente étude, 1’activité spécifique des GSTs chez les larves 4 de C. longiareolata
et C. pipiens, traitées aux HEs, a augmenté d’une maniere significative a différentes périodes,
par rapport aux témoins. L’augmentation de 1’activité¢ des GSTs se traduit par une mise en
place du processus de détoxification. Par ailleurs, la surproduction d’enzymes peut étre due a
une modification d’un géne régulateur contrdlant le degré d’expression de 1’enzyme, et a une
augmentation du nombre de copies du gene qui code pour ces enzymes (Cédric, 2008). Le
processus de détoxication est incapable d’empécher I’effet insecticide de ces extraits de
plantes.

Les travaux antérieurs montrent des résultats similaires a ceux obtenus dans notre étude
(Vanhaelen et al., 2001, Dugravot et al., 2004; Khosravi et al., 2010 ; Zibaee & Bandani
2010 ; Bouayad et al., 2013). Une augmentation de 1’acivit¢ des GSTs est signalée chez
Xanthogaleruca luteola traitée a I’huile de neem (Valizadeh et al., 2013), chez Glyphodes
pyloalis traitée a 1’extrait méthanolique d’Artemisia annua (Khosravi et al., 2011), chez
Zonocerus variegatus exposé a 1’extrait d’Ocimum gratissimum (Adeyi et al., 2014) et chez
Drosophila melanogaster exposée a I’HE de Psidium guajava (Pinho et al., 2014). De plus,
Shojaei et al. (2017) montrent une augmentation de 1’activité des GSTs chez les larves de
Tribolium castaneum traitées a la CLs, CLso et CLyo de I’HE d’Artemisia dracunculus avec
une relation dose-réponse. Par contre, une réduction de ’activité des GSTs a été notée chez
les larves du troisieme stade de T. castaneum et C. maculatus traitées aux HEs de cardamome,
la cannelle et la muscade (Tarigan et al., 2016), les larves de Tribolium castaneum traitées a

I’huile de Agastache foeniculum (Ebadoallahi et al., 2013), les larves de Culex
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quinguefasciatus traitées a I’HE de Citrus grandis (Mahanta et al., 2017) et les larves de T.
castaneum traitées aux HEs de six plantes: Allium sativum, Mentha piperita, Ocimum
basilicum, Thymus vulgaris, Sesamum Indicume et Chamaemelum nobile) (Abd El-Aziz & EI-
Sayed, 2009). Ce faible niveau de détoxication qui se traduit par une diminution de ’activité

des GSTSs, peut étre a I’origine du pouvoir insecticide.

4.4.4. Effet des HEs sur le taux de la MDA

Le stress oxydatif cause des dommages cellulaires au niveau membranaire qui se traduit
par une inactivation des enzymes et des récepteurs et une dépolymérisation des
polysaccharides (Kumar et al., 2017). Puisque les lipides jouent un role important dans le
maintien et I’intégrité du fonctionnement cellulaire (Klowden, 2007). La fragmentation des
lipides membranaires et la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés grace aux
radicaux oxygénés, provoquent des changements de la structure, la fluidité, le transport et les
propriétés antigéniques de la membrane cellulaire, conduisant a la formation d’importantes
Iésions au niveau des tissus et des organes (Van der Vaart et al., 2004). La peroxydation
lipidique est un processus complexe correspondant a la dégradation oxydative des acides gras
polyinsaturés des membranes cellulaires conduisant a la formation de divers aldéhydes
toxiques pour 1’organisme dont le principal composé est le malondialdéhyde (MDA)
(Zeilinski & Portner, 2000). Kohn & Liversedge (1944) sont les premier a décrire la réaction
colorimétrique de I’acide thiobarbiturique (TBA) avec une substance inconnue formée durant
I’incubation de I’homogénat d’un tissu. Cette substance inconnue est identifiée plus tard par
Patton & Kurtz (1951) comme le malondialdéhyde (MDA), second produit de la péroxydation
lipidique. Le MDA est dérivé de la péroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés, ce
processus commence par une €¢limination de I’atome d’hydrogene de I’acide gras polyinsaturé
pour former ensuite, via les radicaux libres, un produit primaire stable lipide-hydroperoxide
qui sera décomposé pour former un deuxieme produit plus stable le malondialdéhyde, produit
final de la peroxydation lipidique qui peut réagir avec des groupes amines libres, des peptides,
des phospholipides et des acides nucléiques (Storey, 1996 ; Stohs et al., 2000). L’expression
d’une peroxydation lipidique par un taux élevé du MDA est utilisée comme biomarqueur du
stress oxydatif chez les organismes aquatiques, bioindicateurs de la pollution (Dewes et al.,
2006 ; Oruc & Usta, 2007).

Le taux de la MDA a été évalue a 24, 48 et 72h chez les larves 4 témoins et traitees de C.
longiareolata et de C. pipiens. Les résultats obtenus montrent une augmentation significative
de ce biomarqueur aprés traitement par les HEs, avec un effet plus marqué de la lavande et

cela sur C. pipiens par rapport a C. longiareolata. Des résultats similaires ont été rapportés
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par Prakash (2015) qui a révelé que la toxicité de I'HE de Rosmarinus officinalis a 1’égard de
Sitophilus oryzae et Oryzaephilus surinamensis, pourrait étre associée a un stress oxydatif
(activité antioxydante accrue des enzymes) et une inhibition de l'activité de I’AChE. Les
résultats d’Olmedo et al. (2015) suggerent que I'HE de T. filifolia et le composé (E)-anethole
présentent une activité insecticide et induisent un stress oxydatif représenté par une

augmentation du taux de la MDA.

4.4.5. Effet des HEs sur I’activté spécifique de la catalase

La catalase joue un role crucial dans I'élimination de I'hydrogene peroxyde des cellules
ainsi que dans la défense contre le stress oxydatif (Aebi, 1984). Les résultats obtenus chez les
larves 4 de C. longiareolata et C. pipiens, révéle une augmentation significative de I’activité
de la catalase chez les traités comparativement aux témoins, avec un effet marqué de 1’O.
basilicum. Cette augmentation de I’activité traduit une mise en place du processus de
détoxication qui est une forme de défense de I’insecte contre le pesticide (Clark, 1989).

Nos résultats concordent avec ceux de Pinho et al. (2014), qui ont démontré une
augmentation de 1’activité de la CAT chez les mouches traitées a I'HE de Psidium guajava.
Une augmentation du taux de CAT de I’ordre de 30,29% et 38,82%, a été observée apres 24 h
d’exposition a la CLsy de I’HE de Boswellia carterii chez C. chinensis et C. maculatus
respectivement (Kiran et al., 2017). Par contre, une diminution de l'activité de CAT a été
observée chez S. oryzae et R. dominica traités a ’'HE de Gaultheria procumbens (Kiran &
Prakash, 2015), ce qui peut étre en raison de la production accrue du radical anion superoxide
(Kurutas et al., 2009 ; Sreejai & Jaya, 2010). Cette diminution de I'activité de CAT induit une
accumulation de H,O, toxique a la cellule, conduisant a la peroxydation des lipides
membranaires (Sharma et al., 2012).

4.5. Impact des HEs sur la croissance des moustiques

Le volume corporel des moustiques peut influencer quelques paramétres essentiels tels que
le volume du repas sanguin consommeg, le degré de son utilisation dans les voies métaboliques
et le nombre d'ceufs qui arrive a la maturation (Hosoi, 1954 ; Van Den Heuvel, 1963). Le
poids corporel chez les insectes dépend généralement de la présence de la nourriture dans
leurs habitats, des conditions environnementales et surtout des caractéres héréditaires de
chaque espece (Braquenier, 2009). Des etudes ont montré que les réserves d'énergie des
moustiques dépendent de leur taille (Briegel, 1990).

Nos résultats montrent que le traitement par les HEs cause une réduction des parameétres

biométriques étudiés tels que le poids et le volume corporels des larves, des pupes et des
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adultes méles et femelles, avec un effet marqué de la menthe suivi par le basilic et enfin par la
lavande et cela sur C. pipiens par rapport & C. longiareolata. Nos résultats ont montré une
grande concordance avec I'hypothése de Chopa & Descamps (2012) qui révele une forte
corrélation entre la toxicité des HEs et les niveaux de sensibilité métabolique, biochimique,

physiologique et morphologique (taille du corps, texture et épaisseur de la cuticule).

Les biopesticides d’origine végétales ont montré des effets déléteres sur la croissance et le
développement des insectes, en réduisant le poids des larves, des pupes et des adultes et
I'allongement des stades de développement (Talukder, 2006). Les HEs réduisent également le
taux de survie des larves et des pupes ainsi que I'émergence des adultes (Koul et al., 2008). Il
a été rapporté que les graines d'azadirachtine et I'huile de neem ont augmenté
significativement la mortalité nymphale des pucerons a 80 et 77% respectivement, en méme
temps, que la durée de développement des individus qui survivent jusqu'a I'age adulte (Kraiss
& Cullen, 2008). Plusieurs pesticides botaniques ont été signalés avoir un effet prononcé sur
la période de développement, la croissance et I'émergence des adultes (Shaalan et al., 2005).
Les résultats de Qin et al. (2010) ont montré que I'HE de Piper sarmentosum et la myristicine
(composé majeur) présentaient un effet inhibiteur sur la croissance et le développement de
Brontispa longissima (Coleoptera : Hispidae) avec un effet marqué de la myristicine. L’extrait
éthanolique de Melia azedarach a réduit la consommation d’aliments et la digestibilité des
larves, induisant ainsi une diminution du taux de croissance des larves de Spodoptera
littoralis, un blocage de la pupaison et une réduction du poids de la pupe (Akacha et al.,
2017). L'extrait éther de pétrole d’Artemisia annua a influencé le cycle de vie d’An.
Stephensi, en réduisant le pourcentage d'éclosion, la survie des larves et des nymphes et
I'émergence des adultes et en allongeant leurs périodes. L'indice de croissance de cette espéce
a été également réduit de maniere significative (Sharma et al., 2006). Le méme indice a
diminué chez C. quinquefasciatus aprés traitement a ’extrait méthanolique d’Azadirachta
indica, avec une réduction de la taille moyenne des pupes émergées, enflement du
céphalothorax, et rétricissement de I'abdomen de 2,506 a 1,984 mm, suite au déplacement de

I’hémolymphe de I'abdomen au céphalothorax (Sharma et al., 2009).

4.6. Impact des HEs sur les réserves énergétiques des moustiques

Dans les études physiologiques, la détermination des proteines totales et de nombreuses
macromolécules chimiques, telles que les lipides et les glucides, est important (Yazdani et al.,
2014). Les protéines sont des composants biochimiques importants, nécessaires au
développement de 1’organisme et a sa croissance pour réaliser ses activités vitales (Yazdani

et al., 2014). Le dosage des constituants biochimiques est réalisé dans le corps entier des
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larves 4, pupes et adultes males et femelles de C. longiareolata et C. pipiens, aprés traitement
aux HEs. Les résultats révelent une réduction du contenu en protéines chez les traités
comparativement aux témoins, avec un effet marqué de la menthe poivrée et du basilic par
rapport a la lavande. La réduction des protéines est un phénomeéne fréquent chez les insectes
traités par les produits toxiques (Nathan et al., 2008), et qui peut étre attribuée a un ou
plusieurs facteurs, tels que la diminution de leurs synthése ou augmentation de leurs
dégradation pour détoxifier les principes actifs présents dans les extraits de plantes ou les HEs
(Vijayaraghavan et al., 2010). La dégradation des protéines en acides aminés a pour but de
faciliter leur incorporation dans le cycle de Krebs comme acides cétoniques afin de
compenser les faibles taux d’énergie causés par le stress (Nath et al., 1997). De plus, la
réduction en réserve protéique peut étre également due a l'adaptation physiologique de
I'insecte a un état de stress causé par les insecticides (Ribeiro et al., 2001).

Les glucides forment un groupe de composés tres importants. Certains représentent une
source d’énergie pour les organismes vivants, soit immédiatement utilisable (tréhalose), soit
sous forme de réserves (glycogene) ; d’autres ont un role structural (cellulose, chitine, acide
hyaluronique) (Nation, 2008). Les taux de glycogene et de tréhalose dans les tissus sont
étroitement liés aux événements physiologiques tels que le vol, la mue, et la reproduction
(Kaufmann et Brown, 2008). Le tréhalose est la fraction la plus importante des glucides
circulants. 1l joue un réle métabolique de premier plan dans le cycle de développement
(Steele, 1981) et constitue une source énergetique essentielle en libérant le glucose sous
I’action d’une enzyme, tréhalase.

Nos résultats indiquent une réduction significative du contenu en glucides chez les larves 4
et les pupes et une augmentation chez les adultes males et femelles des deux especes traités
avec les trois plantes testées. Cet épuisement pourrait étre expliqué par une demande accrue
d'énergie et d'un métabolisme intense en raison de l'effet de I'huile et I’état de stress des
insectes (Sancho et al., 1998 ; Olga et al., 2006). Des travaux antérieurs ont montré les effets
négatifs des huiles essentielles sur les réserves glucidiques (Sak et al., 2006 ; Abdul Razak &
Sivasubramanian, 2007). Des résultats similaires ont été obtenus chez le criquet pélerin traité
par Metarhizium anisopliae (Seyoum et al., 2002) et chez la larve de G. pyloalis traitée avec

I'extrait de A. annua (Khosravi et al., 2011).

Les lipides représentent la principale source d’énergie chez les insectes (Beenakers et al.,
1985). Ils sont transportés du corps gras, site de leurs syntheses et stockage vers les organes
utilisateurs via I’hémolymphe surtout lors de la vitellogénése (Downer, 1985 ; Keely, 1986 ;
Van Hensden & Law, 1989). Les lipides augmentent pendant la période d'alimentation et leur

quantité varient selon le stade de croissance et les conditions d'alimentation (Chapman, 1998).
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L'épuisement des lipides aprés traitement aux produits toxiques pourrait étre dd a une
altération de leurs synthése (Klowden, 2007), a un dysfonctionnement hormonal pour le
contréle du meétabolisme lipidique (Steel, 1985) et a l'utilisation de cette réserve métabolique
(Sak et al., 2006). Une perturbation des composés biochimiques peut avoir un effet direct ou
indirect sur les adultes émergeés (Sak et al., 2006). La diminution des lipides tissulaires sous
I’effet d’un insecticide peut étre due a la formation des lipoprotéines, a la réparation des
dommages cellulaires et a 'augmentation de la lipolyse pour fournir de 1’énergie (Steele, 1985
; Lohar & Wright, 1993). Les lipides et les glucides (sucres et glycogene) sont les principaux
déterminants de la survie larvaire et de la synthese des hormones juvéniles (Clements, 1999 ;
Caroci et al., 2004). Ces réserves servent de précurseurs pour la métamorphose des larves en
pupes et en adultes (Timmermann & Briegel, 1999). Cela suggére que la réduction des
réserves metaboliques larvaires peut empécher la métamorphose et supprime ainsi
I'émergence des adultes. Les résultats obtenus au cours de nos expérimentations révelent une
augmentation du contenu en lipides chez tous les stades testés des deux especes traitées a la

lavande et une diminuion chez les traités a la menthe et au basilic.

De nombreux travaux ont montré que 1’application des HEs provoque la réduction du taux
des protéines chez les insectes (Smirle et al., 1996 ; Caballero et al., 2008 ; War et al., 2011 ;
Khosravi & Sendi, 2013). De plus, plusieurs études ont démontré que les insecticides
synthétiques et botaniques pouvaient modifier la quantité des glucides, des lipides et des
protéines chez les insectes. Une réduction significative du contenu en protéines a été observée
chez Glyphodes pyloalis traitée par I’'HE de Lavandula angustifolia (Yazdani et al., 2013).
Tarigan et al. (2016) trouvent que les HEs de cardamome, cannelle et muscade diminuent le
taux des protéines, des glucides et des lipides chez Tribolium castaneum Herbst et
Callosobruchus maculatus F. Khosravi et al. (2010) indiquent des résultats similaires et
montrent une réduction du taux des lipides et des glucides chez les larves de G. pyloalis
traitées avec I’extrait d’A. annua. Les quantités de protéines, de glycogene et de triglycérides
chez les larves d’Ephestia kuehniella traitées avec les huiles essentielles de Teucrium polium
(Lamiaceae) et 1'a-pinéne, ont diminué significativement par rapport aux témoins (Shahriari et
al., 2017). War et al. (2013) observent également une diminution du contenu en protéines et
en lipides chez Helicoverpa armigera aprés traitement aux HEs d’Azadirachta indica.
Ebadollahi et al. (2013) ont signalé que la teneur en glucides, protéines et lipides totaux a
diminué chez les larves de T. castaneum soumises a la fumigation avec A. foeniculum. Une
réduction de ces parameétres a eté également observée chez les larves de Plodia interpunctella
apres traitement avec la CL3o de I’HE d’Artemisia khorassanica (Borzoui et al., 2016). Sneha

& Preet (2016) étudient I’effet de I’HE de neem sur les larves d’A. aegypti, ils signalent une
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diminution de 90% et 82% du contenu en glucides et lipides respectivement chez les traités
comparativement aux témoins. Preet & Sneha, (2018) confirment que les moustiques sont
capables d'ajuster leurs voies métaboliques en fonction des besoins et des contraintes. Ils
trouvent que la diminution en sucre et en lipide est maximale apres 72 h de traitement. Par
ailleurs, la teneur en protéines, glucides et lipides chez les larves de P. interpunctella et de
Helicoverpa armigera traitées par les concentrations subléthales de I’'HE d’Artemisia annua
est significativement diminuée apres 24h de traitement (Zamani et al., 2011 ; Mojarab-
Mahboubkar et al., 2015). Par contre, Madaci et al. (2008) indiquent que les extraits
hydroalcooliques des feuilles de Nerium oleander (Apocynacées) provoquent une
augmentation du taux de protéines chez les larves du vers blanc rhizotrogini. Askar et al.
(2016) signalent que l'application d'huile de girofle chez les adultes de trois espéces de
Sitophilus a augmenté les niveaux de lipides et des protéines, en revanche, I'huile d'anis a
réduit significativement la teneur totale en protéines chez S. granarius et I’a augmenté chez S.
oryzae. La réduction ou l'augmentation du contenu en protéines totales peut également étre
attribuée aux changements dans la synthése de I'ADN, a la synthese réduite des protéines, la
faible assimilation des aliments et la faible absorption des acides aminés pendant la synthese
des protéines apres exposition aux insecticides (Askar et al., 2016).

Plusieurs études ont montré que les moustiques résistants aux traitements contenaient
moins de réserves énergétiques que les moustiques sensibles (Hardstone et al., 2010), ce qui

suggere qu'elles ont utilisé ces réserves pour activer le processus de détoxification.
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Conclusion et perspectives

V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En raison des problémes liés a 1’utilisation des insecticides chimiques et leur impact nocif
sur la santé et I’environnement, le recours a des alternatifs naturels remplagant les insecticides
de synthése et présentant des avantages écologiques et économiques, s’avére nécessaire.

Les huiles essentielles sont des substances aromatiques, d’une composition chimique
complexe, ce qui leur confere des propriétés insecticides trés intéressantes et le

développement de la résistance trés lent, comparativement aux insecticides de synthése.

Les HEs de trois plantes appartenant a la famille des Lamiaceae présentent des rendements
de 1,18 %, 1,46% et 1,56% de la matiere seche de la partie aérienne de L. dentata, M. piperita
et O. basilicum respectivement. L’analyse chimique par CPG-SM des HEs extraites de L.
dentata a révélé une abondance des composés monoterpéniques dominés par la présence de
I’a- terpinoléne (51,13%) et le camphre (13,43 %). Alors que les HEs de M. piperita sont
caractérisées par la présence de carvone (52,58%) et dl-limonéne (17,40%) comme composés
majoritaires. Par ailleurs, les HEs de 1I’O. basilicum sont de Chémotype Acétate de linalyl/

linalool avec des pourcentages de 53,89% et 22,52% respectivement.

Ces HEs ont été testées sur Culiseta longiareolata et Culex pipiens, les espéces de
moustiques les plus abondantes dans la région de Tébessa. Leurs actions ont été évaluées sur

plusieurs aspects : toxicologique, biomarqueurs, morphométriques et biochimiques.

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales (CLso et
CLgo) des huiles de trois plantes a I’égard des larves du quatrieme stade nouvellement
exuviées de C. longiareolata et C. pipiens. Elles révélent un effet insecticide avec une relation
dose-réponse. Les HEs de M. piperita présentent un pouvoir larvicide trés élevé contre Culex
et Culiseta, suivies par I’O. basilicum et L. dentata. De plus, C. pipiens est I’espéce la plus

résistante aux traitements appliqués comparativement a C. longiareolata.

L’évaluation d’un biomarqueur de neurotoxicité, indique que les HEs de L. dentata, M.
piperita et O. basilicum provoquent une inhibition de 1’activité spécifique de I’AChE chez les
2 especes testees, avec un effet marque chez C. pipiens et qui dépasse les 50%. De plus, ces
huiles provoquent une réduction du taux de la GSH et une augmentation de I’activité de la
GST chez les traités comparativement aux témoins. D’autre part, un biomarqueur de

peroxydation lipidique, le MDA et la catalase ont été également affectés par I’application de
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ces huiles en les augmentant chez les 2 espéces étudiées, suggérant une induction des

processus de détoxication.

De plus, les HEs extraites de 3 plantes, affectent la croissance linéaire et pondérale des
individus, en réduisant le volume et le poids corporel des larves 4, des pupes et des adultes de

C. pipiens et C. longiareolata, avec un effet marqué de la menthe.

Enfin, les réserves energétiques des individus sont également perturbées sous I’effet des
huiles essentielles. Les résultats révélent une diminution significative du contenu en protéines,

glucides et lipides chez les individus de différents stades étudiés.

Cette étude basée sur l'utilisation des plantes aromatiques comme insecticide, ouvre de
larges perspectives dans le domaine des connaissances fondamentales d'une part et dans le
domaine appliqué d’autre part. A I’avenir, il serait intéressant de compléter le présent travail

par :

» Evaluation de D’effet des principes actifs (composants majoritaires) des huiles
essentielles des plantes et leur formulation pour leur application comme biocide.

» Etude de I’'impact des HEs sur le potentiel reproducteur de ces espéces de moustiques.

» Etude de I’effet répulsif et fumigant de ces HEs a 1’égard des adultes males et femelles
des espéces testées.

» Evaluation de ’activité antibactérienne, antifongique et antioxydante de ces HEs.
Au terme de cette étude nous formulons les recommandations suivantes :

» Aux chercheurs : Nous recommandons de poursuivre d’autres travaux sur les extraits
de plantes dont les activités larvicides ont été prouvées dans cette étude. Des
investigations doivent étre menées pour découvrir d’autres substances larvicides
provenant de notre patrimoine végétal. L’utilisation des extraits de nos plantes,
contribuera a réduire le colt des insecticides et a préserver notre environnement.

» Aux autorités :
- A I’état, de s’investir dans la promotion et la valorisation des plantes médicinales,

- Aux décideurs de la Santé, de renforcer les reseaux de recherches scientifiques, en

les dotant de moyens conséquents pour atteindre leurs objectifs.
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Résumé

V1. Résumé

Cette présente étude a pour but de déterminer la composition chimique des huiles
essentielles extraites de Lavandula dentata (lavande), Mentha piperita (menthe poivrée) et
Ocimum basilicum (basilic), et d’évaluer leurs activités larvicides a 1’égard de deux espéces
de moustiques les plus abondantes, Culex pipiens L. et Culiseta longiareolata A. (Diptera,
Culicidae).

Les HEs extraites de 1’O. basilicum, de M. piperita et de L. dentata ont été testées a
différentes concentrations sur les larves 4 nouvellement exuviées de Culex et Culiseta dans les

conditions du laboratoire selon les recommendations de I’organisation mondiale de la santé.

Les effets ont été examinés sur la mortalité, les biomarqueurs enzymatiques (AChE, GSTs
et catalase) et non-enzymatiques (GSH et MDA), les parametres morphométriques et la
composition biochimique des larves, pupes et adultes.

Le rendement des HEs de L. dentata, O. basilicum et M. piperita obtenues par
hydrodistillation affiche des valeurs de 1,18; 1,56 et 1,46% de la matiére séche
respectivement. Leur composition chimique a été déteminées par CPG/SM. L’analyse
chimique a montré que les HEs de L. dentata, O. basilicum et M. piperita contiennent 8, 38 et
65 composés respectivement, avec a-terpinolene (51,13%), carvone (52,58%) et acétate de
linalyl (53,89%) comme constituants majoritaires respectivement.

Les tests toxicologiques effectués selon le protocole standard de I’OMS, ont révélé
I’activité larvicide de ces HEs. De plus, I’HE de M. piperita est plus efficace par rapport aux

autres plantes et C. longiareolata est I’espece de moustique la plus sensible.

L activité enzymatique déterminée chez les larves traitées (CLsg) aux huiles essentielles a
révélé une activité neurotoxique et une induction du systéme de détoxication, traduites par
une inhibition de I'AChE et une augmentation de l'activité des GSTs et de la catalase,
respectivement. En outre, une augmentation de la MDA et une diminution de la GSH ont été
enregistrées apres traitement aux HEs. L’HE de M. piperita peut étre efficace dans la lutte
biologique contre les moustiques et cela peut étre di a ses effets inhibiteurs sur I'activité de

I'acétylcholinestérase, malgré la stimulation du systéme de détoxication.

Par ailleurs, I’é¢tude morphométrique montre que les HES provoquent une diminution de la
croissance des individus de différents stades. De plus, elles réduisent significativement le

contenu en protéines, glucides et lipides chez les larves, les pupes et les adultes males et
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femelles. Cela est probablement di aux conditions de stress imposees par le traitement a ces

insectes qui ont besoin d’un apport supplémentaire d'énergie provenant du métabolisme
glucidique et lipidique

Mots clés: Moustiques, Huiles essentielles, C. longiareolata, C. pipiens, M. piperita, O.

basilicum, L. dentata, Toxicité, Biomarqueurs, Morphométrie, Composition biochimique.
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Abstract

The present study was undertaken in order to determine the chemical composition of the
leaf essential oil of Lavandula dentate, Mentha piperita and Ocimum basilicum, (Lamiaceae)
cultivated in Tebessa (Algeria) and to assess their potential larvicidal activity against two
most abundant and investigated mosquito species, Culex pipiens L. and Culiseta

longiareolata A. (Diptera, Culicidae).

The essential oils extracted from O. basilicum, M. piperita and L. dentata were tested at
different concentrations on newly molted fourth-instar larvae of Culex and Culiseta under

standard laboratory conditions according to the World Health Organization recommendations.

The effects were examined on the mortality, the enzymatic (AChE, GSTs and catalase) and
non-enzymatic (GSH and MDA) biomarkers, the morphometric measurements and the

biochemical composition of larvae, pupae and adults body.

The essential oils contents of L. dentata, O. basilicum and M. piperita leaves obtained by
hydrodistillation were 1.18%, 1.56% and 1.46% of the dry weight respectively. Its chemical
compositions have been investigated by GC/MS. The chemical analysis showed that L.
dentata, O. basilicum and M. piperita essential oils contained eight, thirty eight and sixty five
compounds respectively, with a-terpinolene (51.13%), carvone (52.58%) and linalyl acetate

(53.89%) as major components respectively.

Bioassay test done following the World Health Organization standard protocol revealed
that these essential oils exhibited larvicidal activity. Moreover, M. piperita EO appeared most
toxic in comparison with Lavandula and Ocimum and Cs. longiareolata is the most sensitive

species.

The enzymatic measurements performed in LCs, treated larvae revealed a neurotoxic
activity and a stimulation of the detoxification system as evidenced by an inhibition of AChE
and an increase in GST and Catalase activity, respectively. In addition, an increase in MDA
and a decrease in GSH were recorded after treatment with EOs. M. piperita EO may be
effective in the biological control against mosquitoes and this may be due to its inhibitory

effects on acetylcholinesterase activity, despite the stimulation of the detoxification system

Otherwise, the morphometric study showed that the tested essential oils were found to
decrease the individual growth of different developmental stages. Moreover, it reduces

significantly the body contents of proteins, carbohydrates and lipids of larvae, pupae, adult
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male and female. This is probably due to the stress induced by these EOs in mosquitoes and

which require additional energy input from carbohydrate and lipid metabolism in particular.

Keywords: Mosquitoes, Essential oils, C. longiareolata, C. pipiens, M. piperita, O.

basilicum, L. dentata, Toxicity, Biomarkers, Morphometry, Biochemistry
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K/‘l”“a}:y 101.20 ppm, respectively. The enzymatic measurements performed in LCsq treated larvae revealed a neurotoxic
orphometry

activity and a stimulation of the detoxification system as evidenced by an inhibition of AChE and an increase in
GST activity, respectively. The morphometric study shows that the essential oil tested was found to decrease
the growth of different developmental stages. Moreover, it reduces significantly the body contents of proteins,
carbohydrates and lipids of the different stages studied (larvae, pupae, adult male and female). Overall, our re-
sults indicate that O. basilicum essential oil has potential for the development of new and safe control products
against mosquitoes.

Biochemistry
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safer, more environmentally friendly and efficient alternatives that have
the potential to replace synthetic pesticides and are convenient to use
(Tapondjou et al., 2005). Several insect growth disruptors (Tine-Djebbar
and Soltani, 2008; Bouaziz et al., 2011; Djeghader et al., 2013; Hamaidia

1. Introduction

Mosquitoes are the major vector of several diseases like malaria, den-
gue fever, yellow fever, filariasis and chikungunya, causing millions of

deaths every year (James, 1992). Mosquitoes also cause allergic responses
in humans that include local skin and systemic reactions such as angio-
edema (Peng et al.,, 1999). Due to its large geographical distribution and
high abundance, Culex pipiens called the domestic mosquito, represent
the most important species in Algeria and many countries in the world
(Boudjelida et al., 2008). The larval stage of mosquitoes is attractive tar-
gets for pesticides because mosquitoes breed in water, and thus, it is
easy to deal with them in this habitat (Amer and Mehlhorn, 2006). How-
ever, the use of conventional pesticides have caused many risks to people
and/or the environment. Consequently, there is an urgent need to develop

* Corresponding author at: Department of Nature and Life Sciences, University of
Tebessa, 12000 Tebessa, Algeria.
E-mail addresses: fouzia.djebbar@yahoo.fr (F. Tine-Djebbar),
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https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.09.013
0254-6299/© 2017 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

and Soltani, 2016), biological agents such as fish (Bendali et al., 2001),
Bacillus thuringiensis (Boudjelida et al., 2008; Mansouri et al., 2013),
Metarhizium anisopliae (Boudjelida and Soltani, 2010; Boudjelida and
Soltani, 2011) and plant derivatives (Alouani et al., 2009; Rehimi et al.,
2011; Alouani et al,, 2013; Dahchar et al., 2016) were tested in our labo-
ratory research. The application of easily degradable plant compounds is
considered to be one of the safest methods of control of insect pests and
vectors (Alkofahi et al., 1989). An important group of plant secondary me-
tabolites are the essential oils (EO) which exhibit both a repellent and a
larvicidal action. Plants EO (or their constituents) have been valued as in-
secticides owing to their broad spectrum of activity such as toxicity, ovi-
position and feeding deterrence, and repellency and attraction which
appear to result from interaction with the insect nervous system, either
by acetylcholinesterase inhibition or antagonism of the octopamine re-
ceptors (Rattan, 2010; Pavela et al., 2014). The insecticidal properties of
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EO are very well documented (Traboulsi et al., 2002; Kellouche and
Soltani, 2004; Koul et al., 2008; Pavela, 2008; Kellouche et al., 2010;
Urzaa et al., 2010; Toudert-Taleb et al., 2014; Hedjal Chebheb et al.,
2015) and no development of resistance against the botanical products
has yet been reported (Sharma et al., 1992). Basil (0. basilicum), belonging
to the Lamiaceae family, is one of the most popular plants grown exten-
sively in many continents around the world. The species of O. basilicum
L., 1753 is the most cultivated in Algeria. It can be used as condiments
and insect repellent (Iwu, 1993; Delille, 2007).

In this study conducted under laboratory conditions on Cx. pipiens, a
medically important mosquito species, we assessed the efficacy of
0. basilicum essential oil against fourth-instar larvae by determining
the lethality parameters. In a second series of experiments, we
investigated the biochemical response following O. basilicum essential
oil exposure by measuring acetylcholinesterase (AChE) and glutathion
S-transferase (GST) activities, biomarkers of neurotoxicity and
detoxification, respectively. In addition, its effects on morphometric
measurements and on main biochemical components (carbohydrates,
proteins and lipids) in whole body of the different instars (fourth instar
larvae, pupae and adults) were investigated.

2. Materials and methods
2.1. Plant materials and oil extraction

The leaves of O. basilicum (Lamiaceae) were collected in April 2015
in Tebessa (Northeast Algeria) and transported to laboratory. Dried
leaves of the plants (about 100 g) were cut into small pieces and
hydrodistilled in a clevenger type apparatus for 3 h according to the
method recommended in the British Pharmacopoeia (1988). The vola-
tile oils were dried over anhydrous sodium sulfate and stored in sealed
vials at 4 °C until analysis. The yield of the oils was calculated based on
dried weight of plant materials.

2.2. Gas chromatography-mass spectrometry

The essential oil of O. basilicum was subjected to GC-MS analysis
using Trace GC ULTRA/Polaris Q (GC-MS, Thermo Electron). A VB-5
(5% phenyl/95% dimethylpolysiloxane) column (length 30 m, internal
diameter 0.25 mm, film thickness 0.25 um) was used with helium as
carrier gas. The GC oven temperature was kept at 60 °C for 8 min and
programmed to 250 °C for 10 min at rate of 2 °C/min. The injector tem-
perature was set at 250 °C. The split flow was adjusted at 50 ml/min. MS
were taken at 70 eV. The sample was dissolved in pure hexane. A vol-
ume of 0.2 pl was injected for GC-MS analysis. The composition was re-
ported as relative percentage of the total peak area. The components
were identified based on their retention times (RT) (determined with
reference to a homologous series of normal alkanes), and by comparison
of their mass spectral fragmentation patterns with those obtained from
the authentic samples and/or the MS library.

2.3. Mosquito rearing

The larvae of Cx. pipiens were obtained from a stock colony of the
laboratory of Applied Animal Biology and reared as previously described
(Rehimi and Soltani, 1999). Larvae were kept in pyrex storage jar (25
larvae/jar) containing 150 ml of stored tap water and maintained at
temperature between 25 and 27 °C. Larvae were daily fed with fresh
food consisting of a mixture of Biscuit Petit Regal-dried yeast (75:25
by weight), and water was replaced every two days.

2.4. Larvicidal test
Larval bioassays were conducted as previously described (Boudjelida

et al,, 2005). The EO of O. basilicum was added to treatment beakers at
different final concentrations. Newly molted fourth-instar larvae of

Cx. pipiens were exposed to different concentrations (50, 75, 100, 125
and 150 ppm) for 24 h according to the World Health Organization
(WHO) procedure (Anonym, 1983; WHO, 2005). Essential oil was dis-
solved in 1 ml ethanol solvent, and then diluted in 150 ml of filtered
tap water to obtain the desired concentrations. The controls were pre-
pared using 1 ml of ethanol in 150 ml of water for positive controls and
no additive with negative ones. After the exposure time (24 h), larvae
were removed, washed with untreated water and placed in clean
water. The test was carried out with 4 replicates each containing 25 lar-
vae per concentration. The mortality percentage obtained was corrected
(Abbott, 1925) and toxicity data were studied by probit analysis
(Finney, 1971). Lethal concentrations (LCso and LCqg) and 95% confidence
limits (95% CL) were estimated, and slope of the concentration-mortality
lines were calculated (Swaroop et al,, 1966).

2.5. Enzyme assays

The lethal concentration (LCsg = 73.45 ppm) was applied on fourth
instar larvae and its effects examined on AChE and GST activities mea-
sured at various times (24, 48 and 72 h) following treatment. The
AChE activity was carried out following the method of Ellman et al.
(1961) using acetylthiocholine as previously described (Habes et al.,
2006). Pooled heads (each containing four heads per series) were ho-
mogenized in the following solution containing 38.03 mg ethylene gly-
col tetra-acetic acid (EGTA), 1 ml Triton X-100, 5.845 g NaCl, and 80 ml
Tris buffer (10 mM, pH 7). After centrifugation (5000 rpm for 5 min),
the AChE activity was measured in aliquots (100 pl) of resulting

Table 1
Chemical composition of O. basilicum oils: retention time (RT) and concentration (%) of
different constituents.

N RT Compound Area
1 10.0636 «-pinene 0.08
2 124926 Sabinene 0.14
3 12.6565 2-B-pinene 0.21
4 13.7168 Beta-Myrcene 0.77
5 16.0012 Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl) 0.04
6 163723 Eucalyptol 3.29
7 16.9988 cis-Ocimene 0.66
8 17.7073 R- Ocimene 0.42
9 183579 +y-Terpinene 0.15
10 19.2061 Trans Sabinene hydrate 0.04
11 20.4255 «-terpinolene 0.07
12 22.2858 Linalool 22.52
13 224785 Octen-1-ol, acetate 0.28
14 23.2449 3-Octanyl Acetate 0.27
15 26.5944 Cyclopentylacetone 0.08
16 27.1004 Terpinene-4-ol 0.05
17 28.4499 «- Terpineol 4,57
18 31.2693 Neral 0.62
19 31.9392 2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (S)- 0.18
20 33.2886 Linalyl acetate 53.89
21 35.0333 Neryl acetate 0.48
22 38.8840 Terpinyl acetate 2.95
23 39.8865 Neryl acetate 1.22
24 41.1974 Geranyl acetate 2.53
25 41.4817 Beta-elemene 0.09
26 41.7131 Benzene, 1-ethyl-3,5-dimethyl- 0.28
27 424601 5-Ethyl-m-xylene 0.08
28 43.1348 Trans-caryophyllene 0.63
29 452505 o-Humulene 0.04
30 455927 Trans-p-Farnesene 0.18
31 47.0000 Germacrene-D 047
32 51.4821 Cyclohexanemethanol 1.89
33 53.7424 Veridiflorol 0.18
34 56.0221 «-Selinene 0.10
35 57.1112 P-Eudesmol 0.10
36 57.2606 o-Eudesmol 0.13

37 58.1474 Cyclohexanemethanol, 4-ethenyl-.alpha..alpha.4-trimethyl-3- 0.04
(1-methylethenyl)-, (1R-[1.alpha,, 3.alpha., 4.beta.])-
38 59.3089 3-Methyl-2-butenal 0.06

Bold values signifies important component.
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supernatants added to 100 pl of 5-5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
(DNTB) in Tris buffer (0.01 M, pH 8) and 1 ml Tris (0.1 M, pH 8). After
5 min, 100 pl acetylthiocholine was added. Absorbances were red at a
wavelength of 412 nm with a run time of 20 min.

GST activities were determined with the soluble fraction as enzyme
source. GST activities toward 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) were
measured according to Habig et al. (1974). Each decapitated body was
homogenized in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 6) and centrifuged
(14,000 rpm for 30 min). 200 pl of the resulting supernatant was added
to 1.2 ml of reaction mixture containing 1 mM CDNB and 5 mM reduced
glutathione (GSH) in the homogenization buffer. Changes in absorbance
were recorded at 340 nm. The protein content was evaluated according
to Bradford (1976) using bovine serum albumin as standard (BSA,
Sigma).The activity was expressed as pM/min/mg proteins.

2.6. Morphometric measurements

As above, newly molted fourth instar larvae were treated with
0. basilicum EO at its LCsg as determined before. The body size was re-
corded by measuring under a dissecting microscope the width of the
thorax in larvae, cephalothorax in pupae and the wing length in adults
(Timmermann and Briegel, 1999) on 3 replicates of 10 individuals
from each stage (larvae, pupae and adults) and the body weight of indi-
viduals from different instars was also determined.

2.7. Biochemical composition of body

Proteins, carbohydrates and lipids were extracted following the pro-
cedure of Shibko et al. (1966) and quantified as previously described
(Soltani-Mazouni et al., 2012). Briefly, for body biochemical analyses,
newly molted individuals from each stage were collected. Pooled sam-
ples (10 individuals per pool) were weighed and extracted in 1 ml of

Abundance
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trichloracetic acid (20%). In brief, quantification of proteins was carried
following the Coomassie Brilliant Blue G-250 dye-binding method
(Bradford, 1976) with bovine serum albumin as a standard. The absor-
bance was measured at 595 nm. Carbohydrates were determined fol-
lowing the anthrone method (Duchateau and Florkin, 1959) using
glucose as standard. Lipids were measured by the vanillin method
(Goldsworthy et al., 1972). Data were expressed in pg per individual.

2.8. Statistical analysis

The number of individuals tested in each series is given with the re-
sults. Data are presented as the mean + standard deviation (SD). The
significance between different series was tested using Student's t-test.
All statistical analyses were performed using MINITAB Software
(Version 17, PA State College, USA) and p < 0.05 was considered to be
a statistically significant difference.

3. Results and discussion
3.1. Extraction yield and chemical composition of essential oil

The results of the steam distillation show that the yield of extraction
of essential oil of O. basilicum was 1.56 £ 0.15% (dry matter of the
plant). This yield is higher compared to those reported in other regions
in Algeria. It was 0.7% in the region of Ain Defla and El Kala (Brada et al.,
2011; Ouibrahim et al., 2013). The relative good performance achieved
in our study may be due to the drought that characterizes the Tebessa
region. It is known that the maximum yields are achieved in dry
weather.

The chemical composition of the EO of O. basilicum is given in Table 1
and Fig. 1. Gas chromatography and mass spectrometry of essential oils

cTEB1.DVdata.ms
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Fig. 1. GC-MS chromatogram for essential oils obtained from O. basilicum (abundance as function the time in min).
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Table 2
The reported major constituents of the volatile oil isolated from O. basilicum.

Major constituents Country References

Linalool (48.4%), 1,8-cineol (12.2%), eugenol (6.6%), methyl cinnamate (6.2%), Egypt (Abou El-Soud et al., 2015)
a-cubebene (5.7%), caryophyllene (2.5%), p-ocimene (2.1%) et a-farnesene (2.0%).

iso-pinocamphone (35.10%) et carvone (39.70%). Italy (De Martino et al., 2009)

Methyl chavicol (52.4%), Linalool (20.1%) Iran (Sajjadi, 2006)

Linalool, a-cardinole, 6-caridnene, y guaiene, a-selinéne, 3-selinene, a-guaiene, Serbia (Kostic et al., 2008)
«a-bergamoténe

Linalool (30.61%) and estragole (20.04%) Mexico (Martinez-Velazquez et al., 2011)

Linalool (69.60%) Pakistan (Anwar et al., 2011)

revealed 38 compounds with two major components: linalyl acetate
(53.89%) and linalool (22.52%).

Hadj Khelifa et al. (2012) found linalool as a major component with a
rate of 32.83% followed by linalyl acetate 16%, in the essential oil of
0. basilicum from the region Khemis Miliana (Algeria). These results
are similar to those obtained by Brada et al. (2011) in Chlef region
(Algeria). According to Telci et al. (2006), four chemotypes of basil
were identified:

- The European chemotype with linalool as the main component
(Italy, France, Bulgaria, Egypt and South Africa).

- Tropical chemotype, rich in methyl cinnamate (India, Pakistan and
Guatemala).

- The chemotype of Reunion with methyl chavicol as the majority
constituent (Madagascar, Thailand, and Vietnam) (Vernin and
Metzger, 1984; Simon et al., 1999).

- The eugenol chemotype of North Africa and Russia (Vernin and
Metzger, 1984).

Thus, it appears that the O. basilicum EO from different regions of
Algeria belongs to European chemotype. The major constituents of
0. basilicum essential oil from different regions are summarized in Table 2.

3.2. Larvicidal activity

Dose-response relationship was determined for O. basilicum essen-
tial oil applied to newly molted fourth instar larvae of Cx. pipiens
(Fig. 2). The mortality was scored at 24 h after treatment. Preliminary
tests showed that the solvent (ethanol) had no significant effect on lar-
vae compared to untreated series. With probit, LCso was calculated as
73.45 ppm (FL 95% = 71.02-75.94 ppm) and LCgg was 101.20 ppm

100 -
90

70 -
60 -
50

Corrected Mortality (%)

(FL 95% = 90.54-113.10 ppm) (Slope = 0.13). After treatment, intoxi-
cated larvae showed a change in their behavior by sinking to the bottom
of the jar and remain immobile until they died. Our results indicate that
0. basilicum essential oils and their active components (linalool and
linalyl acetate) could be developed as control agents against mosquito
larvae.

Amer and Mehlhorn (2006) have examined the larvicidal activity of
the essential oils extracted from 41 plants against third instar larvae of
Aedes aegypti, The lethal concentration 50 values of these oils ranged be-
tween 1 and 101.3 ppm against A. aegypti, between 9.7 and 101.4 ppm
for A. stephensi and between 1 and 50.2 ppm for C. quinquefasciatus.
The methanol extract of O. basilicum applied at its (LCsq) was reported
to present an insecticidal activity against 2nd, 3rd and 4th stage larvae
of Anopheles stephensi with mortalities of 0.276%, 0.285% and 0.305%, re-
spectively (Aarthi and Murugan, 2010). The toxic effect of five plants
(Acorus calamus, Mentha arvensis, Ocimum basilicum, Saussrea lappa
and Cymbopogan citrates) was examined on third instar larvae of Ae.
aegypti and Cx. quinquefasciatus, the highest larvicidal activity is ob-
served in the volatile oil of O. basilicum with LCsq of 75.35 ppm and
92.30 ppm against Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus, respectively
(Manzoor et al., 2013).

The larvicidal activity of EOs against different species of insects is
connected to the action of their major constituents. Linalool is the
major component (57%) of EO extracted from Zanthoxylum armatum.
It exhibited a larvicidal activity against Ae. aegypti, Anopheles stephensi
and Cx. quinquefasciatus with an LCsg ranged between 49 and 58 ppm
(Tiwary et al., 2007). Similarly, Govindarajan et al. (2013) also reported
that in O. basilicum EO linalool is the main component (52.42%) and ex-
hibited a toxic effect against 3rd instar larvae of Cx. tritaeniorhynchus, Ae.
albopictus and An subpictus with an LCsg of 14.01, 11.97 and 9.75 ppm
and a LCyg 23.44, 21.17 and 18.56 ppm respectively.
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Fig. 2. Efficacy of essential oil of O. basilicum applied on fourth instar larvae of Cx pipiens: corrected mortality (m 4 SD, n = 4 repeats each containing 25 individuals).
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Fig. 3. Effect of 0. basilicum essential oils (LCso) applied on fourth instar larvae of Cx. pipiens on the activity of acetycholinesterase (mean 4 SD.; uM/min/mg proteins; n = 4) (** =P<0.01,

#* = P<0.001).

3.3. Enzymatic activities

In order to obtain information on the mode of action of O. basilicum
EO, activities of AChE and GST were determined following treatment of
fourth instar larvae of Cx. pipiens. The results of the AChE determination
are shown in Fig. 3. EO was found to inhibit significantly (P < 0.05) the
specific activity of AChE compared to control series. The inhibition per-
centages recorded were 58.83, 75.33 and 54.64 (UM/min/mg proteins)
at 24, 48 and 72 h, respectively.

Our results are similar to those obtained by Al-Sarar et al. (2014)
showing that EOs of Mentha longifolia and Lavandula dentata inhibited
the AChE activity in Callosobruchus maculatus adults. The AChE was
also inhibited in the treated insects by pulegone and 1, 8-cineole
(Houghton et al., 2006; Picollo et al., 2008). Fenchone and camphor
were reported as AChE inhibitors in many species of insects such as:
Sitophilus oryzae, and Tribolium castaneum (Abdelgaleil et al., 2009;
Lépez and Pascual-Villalobos, 2010). Kostyukovsky et al. (2002) found
that EOs bind to receptors of AChE and octopamine in insects and was
offered the second receptor is the main target for the EOs. The working
of Enan (2001, 2005a, 2005b) supports the study of Kostyukovsky et al.
(2002) and indicates that the presence of octopamine receptors in in-
sects makes EOs more toxic than in mammals.

120

% %

3% %k

GST activity (uM/min‘mg of

The GST activity measurements presented in Fig. 4, revealed a sig-
nificant increase (P < 0.05) in the treated series compared to control
at 24, 48 and 72 h, respectively. The GST activity is known to be in-
volved in the metabolism of various endogenous compounds and is
recognized as one of the major mechanisms conferring insecticide
resistance in many pests (Yu, 2004). GSTs play an important role in
stress physiology and are implicated in intracellular transport and
various biosynthetic pathways (Wilce and Parker, 1994 ). The GST ac-
tivities generally take part in converting a reactive lipophilic mole-
cule into a water-soluble, non-reactive conjugate, which may easily
be excreted (Yu and Abo-Elghar, 2000).

3.4. Effects on weight and volume of body

Measurements of the whole body weight of Cx. pipiens larvae, pupae,
male and female adults showed that the weight was affected under
treatment of O. basilicum EOs at its LCso (Table 3). The treatment
decreased significantly the weight of larvae (p = 0.009), pupae (p =
0.002), male (p = 0.009) and female (p = 0.006) adults, respectively.

The body volume in control and treated series significantly (p < 0.001)
increased during the development (fourth instar larvae, pupae and
female and male adults). However, treatment with O. basilicum

u Control

= 0. basilicum

48

72

Exposure time (hour)

Fig. 4. Effect of O. basilicum essential oils (LCso) applied on fourth instar larvae of Cx. pipiens on the GST activity (mean = SD.; pM/min/mg proteins; n = 4) (** = P<0.01, " = P<0.001).
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Table 3

Effect of O. basilicum EOs applied at LCsq on the fresh body weight (mg) and on the body
volume (mm?) in different stages of development of Cx. pipiens (m =+ SD, n = 3 pools each
containing 10 individuals).

Stages Body weight (mg) Body volume (mm?>)

Control LCsq Control LCsq
Larvae 2194 0.19a 1.01+£0.06b 3.234+034a 0.40 £+ 0.04 b
Pupae 2374+011a 131+£012b 3.69+031a 290 +£0.39a
Male adults 1.09+003a 085+001b 4397+862a 2075+173a
Female adults 1444+ 0.11a 1064+ 023b 45.18 +15.71a 2739 +448a

For each stage, mean values followed by the same letter are not significantly different
atp = 0.05.

essential oil caused a significant decrease in the body volume only in lar-
vae (p = 0.004) compared to control. There was no significant (p > 0.05)
effect of treatment on body volume of pupae, female and male adults.
The body size is a pivotal trait for mosquitoes, because it can influ-
ence their blood-feeding ability, host attack rate and fecundity. All of
these traits are important determinants of their potential to transmit
diseases (Farjana and Tuno, 2013). Harwood et al. (1990) found that
D-Limonene, linalool, a-myrcene and o-terpineol significantly in-
creased the pupal duration in German cockroach, Blattella germanica
when fed through artificial diet (Karr and Coats, 1992). 1,8 Cineole iso-
lated from Artemisia annua is also a potential insecticidal allelochemical
that could reduce the growth rate, food consumption and food utiliza-
tion in some post-harvest pests and house hold insects (Jacobson and
Halber, 1947; Klocke et al., 1989; Obeng-Ofori and Reichmuth, 1997).

3.5. Effect of O. basilicum EOs on biochemical composition of bodies

The amounts of carbohydrates, lipids and proteins were estimated in
the whole body from different developmental stages of Cx. pipiens using
LCsp of O. basilicum essential oil (Table 4). The comparison of mean values
shows that a significant decrease in the protein amounts was recorded in
larvae (p = 0.020), pupae (p = 0.018), male adult (p = 0.015) and fe-
male adults (p = 0.014). Concerning the carbohydrate levels, a significant
reduction was observed in larvae (p = 0.008) and pupae (p = 0.008)
and a significant increase in male adult (p = 0.028) and female adults
(p = 0.018) compared to controls. Finally, the lipid content was de-
creased in treated series in all stages tested: larvae (p = 0.021), pupae
(p = 0.045), male adult (p = 0.031) and female adult (p = 0.016) as
compared to control.

Carbohydrates play an important role for the structure and functions
of all tissues during metamorphosis as well as for the embryonic devel-
opment (Chippendale, 1978; Kaufmann and Brown, 2008). They form a
group of important elements, some represent the energy source for the
living organisms, either immediately usable, or in the form of reserves,
others have a structural role like cuticle synthesis. Our results showed

Table 4

Effect of O. basilicum EOs applied at LCso on amounts of proteins, carbohydrates and lipids
(ug/mg) from different stages of development of Cx. pipiens (m 4= SD, n = 3 pools each
containing 10 individuals).

Stages Control LCso

Larvae Proteins 4981 +424a 34.79 £ 0.62 b
Carbohydrates 12570 £ 7.36 a 64.42 +£ 238D
Lipids 13183 £ 16.12a 41.02 4+ 1.67b

Pupae Proteins 30.29 £ 0.62 a 25.36 +3.88b
Carbohydrates 21780+ 192 a 86.15+ 6.25b
Lipids 13898 £ 59a 88.79 £ 147D

Male adults Proteins 4467 +531a 30.26 £+ 3.54b
Carbohydrates 132.88 + 837 a 98.34 4+ 12.38b
Lipids 99.11 +3.38a 50.25 £ 7.32b

Female adults Proteins 4755 +334a 34254+ 235b
Carbohydrates 152.60 + 20 a 112.73 £ 1090 b
Lipids 13277 £ 1.87 a 89.59 4+ 1042 b

In each line, values followed by the same letter are not significantly different at p = 0.05.

significant changes following treatment with O. basilicum essential oils
in carbohydrate contents in all considered stages.

Protein synthesis is necessary for the maintenance of body growth
and reproduction. Proteins enter in various reactions such as the hor-
monal regulation and they integrated in the cell as a structural element
at the same time as the carbohydrates and the lipids (Cohen, 2010;
Sugumaran, 2010). In the present investigation, after treatment of
fourth instar larvae of Cx. pipiens with O. basilicum essential oil, an
inhibitory action on proteins was generally exhibited during the tested
stages. This depletion might be due to their degradation for metabolic
purposes or to an impaired incorporation of amino acids into
polypeptide chains or inhibition of protein synthesis.

The lipids represent the independent source of energy and
are transported via the hemolymph from their site of storage
(Van Hensden and Law, 1989) toward the user organs, in particular
the vitellogenesis (Zhou and Miesfeld, 2009) and cuticular synthesis
(Dapporto et al., 2008). In the present investigation, total lipid contents
of different stages of Cx. pipiens were determined in control and treated
series. Results revealed that the levels of lipids tended to decline with
respect to controls.

4. Conclusion

Phytoproducts possess different bioactive components that can be
used as general toxicants against various larval stages of mosquitoes
(Shaalan et al., 2005). The combined ovicidal, larvicidal and growth reg-
ulating effects displayed by many phytochemicals can produce remark-
able effects. In the present study, it can be concluded that the essential
oil of O. basilicum with linalyl acetate and linalool as major compounds
was found to exhibit potent larvicidal activity against Cx. pipiens larvae.
Moreover, the O. basilicum essential oil presented a neurotoxic activity
as evidenced by the inhibitor effect on AChE. It caused modification in
biochemical composition. Further studies on commercial preparation
of repellent products and field trials are needed to recommend the de-
velopment of ecofriendly chemicals from this plant based oil for mos-
quito control and protection against the bites of haematophagous
insects.
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Lavandula dentata essential oils: chemical composition and larvicidal activity
against Culiseta longiareolata and Culex pipiens (Diptera: Culicidae)

D. Dris"?, F. Tine-Djebbar"?" & N. Soltani®

lLubomtory of Water and Environment, Larbi Tebessi University, 12000-Tebessa, Algeria
“Laboratory of Applied Animal Biology, University Badji Mokhtar of Annaba, Algeria

The current study was undertaken in order to determine the chemical composition of the
leaf essential oils of Lavandula dentata L. (Lamiaceae) cultivated in Tebessa (Algeria) and to
evaluate its potential larvicidal activity against fourth instar larvae of Culiseta longiareolata
Macquart and Culex pipiens L. (Diptera: Culicidae). The essential oil content of L. dentata
leaves obtained by hydrodistillation was 1.18 % dry weight. The chemical analysis performed
by gas chromatography-mass spectrometry showed that this essential oil contained eight
compounds. The major chemical constituents identified were a-terpinolene (51.13 %) and
camphor (13.43 %). Bioassay test done following the World Health Organization standard
protocol revealed that this essential oil exhibited larvicidal activity. The LCs0 and LCyg values
against fourth instar larvae were 77.09 and 104.45 ppm for Cs. longiareolata and 113.38 and
150.38 ppm for Cx. pipiens, respectively. The results proved the potential use of this natural
product as an alternative to synthetic insecticides for controlling mosquitoes.

Key words: Lavandula dentata, essential oils, mosquito larvicide, Culiseta longiareolata, Culex

pipiens, GC/MS.
INTRODUCTION

Mosquitoes act as a vector for most of the
life-threatening diseases like malaria, yellow fever,
dengue fever, chikungunya, filariasis, encephalitis
and West Nile virus infection. Mosquitoes are
considered as ‘public enemy number one’ (WHO
1996). Mosquito-borne diseases are prevalent in
more than 100 countries across the world, infecting
over 700 million people every year globally
(Ghosh et al. 2012). The main effective control is
based on the chemical insecticides (Njogu ef al.
2009) which are generally not safe for humans and
the environment. Organochlorine, organophos-
phate, carbamate and pyrethroid synthetic insec-
ticides are commonly used for controlling the
ever-increasing population of vectors (Boudjelida
et al. 2005; Hamaidia & Soltani 2014). However,
these compounds cause an environment hazard
due to their potential toxicity to non-target organ-
isms and to the development of resistance among
the vectors (Ouma & Russell 2013; Chirchir et al.
2013). Consequently, there is an urgent need to
find healthy and effectiveness alternatives that
preserve the environment in order to replace
synthetic pesticides (Tapondjou et al. 2005). Several
insect growth disruptors (Tine-Djebbar & Soltani
2008; Bouaziz et al. 2011; Farnesi et al. 2012;
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Djeghader et al. 2013; Hamaidia & Soltani 2016),
biological agents such as fish (Bendali et al. 2001),
Bacillus thuringiensis (Boudjelida et al. 2008;
Mansouri et al. 2013), Metarhizium anisopliae
(Boudjelida & Soltani 2010; Boudjelida & Soltani
2011) and plant derivatives (Alouani ef al. 2009;
Rehimi et al. 2011; Alouani et al. 2013; Dahchar et al.
2016) were tested previously in our laboratory
against mosquitoes. The plant world constitutes a
rich storehouse of phytochemicals which are widely
used as alternatives to synthetic insecticides.
Secondary metabolites obtained from plants have
shown a real mosquito control potential (Ramar
et al. 2013). They are often classified into four main
groups: terpenes, benzene derivatives, hydrocar-
bons and other miscellaneous compounds
(Tripathi et al. 2009). Insecticidal effects of these
plant extracts vary not only according to plant
species, mosquito species, geographical varieties
and parts used, but also due to extraction method-
ology adopted and the polarity of the solvents
used (Ghosh et al. 2012). Approximately 1200 plant
species have a potential insecticidal value (Roark
1947), and only 344 plant species showed insecti-
cidal activity against mosquitoes (Sukumar et al.
1991). The essential oils (EOs) exhibited several
activities against mosquitoes such as growth
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inhibitors and/or larvicides, adulticides, repellents,
or oviposition deterrents (Sukumar et al. 1991;
Carvalho et al. 2003; Cavalcanti et al. 2004; Ansari
et al. 2005).

Among the 39 species of the genus Lavandula
(Lamiaceae) some species produce essential oils.
Different species, such as Lavandula stoechas L.,
L. multifida L., L. coronopifolia Pott., L. pubescens Dec.
and L. dentata L. grow in Algeria (Beloued 1999).
Culex pipiens L. and Culiseta longiareolata Macquart
represent the most representative mosquito species
in Algeria, particularly in the Tebessa area (Boua-
bida et al. 2012). The present study was designed
to investigate the chemical composition of the
L. dentata essential oil and its larvicidal activity
against fourth instar larvae of these two mosquito
species that represent medical and veterinary
interests.

MATERIAL AND METHODS

Plant materials and oil extraction

The aerial parts of Lavandula dentata L. (Lamiaceae)
were collected in April 2013 in Tebessa (northeast
Algeria). In the laboratory, plants were identified
and authenticated by a plant taxonomist. Dried
above-ground parts of the plants (about 100 g)
were cut into small pieces and subjected to
hydrodistillation for 3 h using a Clevenger type
apparatus. Briefly, the plant was immersed in
water and heated to boiling, then the essential oil
was evaporated together with water vapour and
finally collected in a condenser. The distillate was
isolated and dried over anhydrous sodium sulfate.
The obtained oil was stored at 4 °C until analysis by
gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS).

Gas chromatography-mass spectrometry

The essential oil of L. dentata was subjected to
GC-MS analysis using Trace GC ULTRA /Polaris Q
(GC-MS, Thermo Electron).

A VB-5 (5 % phenyl/95 % dimethylpolysiloxane)
column (length 30 m, internal diameter 0.25 mm,
film thickness 0.25 um) was used with helium as
the carrier gas. The GC oven temperature was kept
at 60 °C for 8 min and programmed to 250 °C for
10 min at rate of 2 °C/min. The injector tempera-
ture was set at 250 °C. The split flow was adjusted
at 50 ml/min. MS were taken at 70eV. The sample
was dissolved in pure hexane. A volume of 0.2 ul
was injected for GC-MS analysis. The composition
was reported as relative percentage of the total
peak area. The components were identified based
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on their retention times (RT) (determined with
reference to a homologous series of normal alkanes),
and by comparison of their mass spectral fragmen-
tation patterns with those obtained from the
authentic samples and/or the MS library.

Mosquito rearing

The larvae of Cs. longiareolata and Cx. pipiens
were obtained from a stock colony of the labora-
tory of Animal Biology, University of Tebessa and
reared as previously described (Rehimi & Soltani
1999). Each batch of 25 larvae were kept in Pyrex
storage jars containing 150 ml of stored tap water
and maintained at temperature between 25 and
27 °C. Larvae were fed daily with fresh food
consisting of a mixture of Biscuit Petit Regal-dried
yeast (75:25 by weight), and water was replaced
every two days.

Larvicidal bioassays

Larval bioassays were conducted as previously
described by Boudjelida et al. (2005). The essential
oil of L. dentata was added to treatment beakers at
different final concentrations. Newly moulted
fourth instar larvae of Cx. pipiens and Cs.
longiareolata were exposed to different concentra-
tions (50, 75, 100, 125, 150, 175 and 200 ppm) for
24 h according to the World Health Organization
(WHO) standard procedure (Anon. 1983; WHO
2005). Essential oils were dissolved in 1 ml ethanol
solvent, and then diluted in 150 ml of filtered tap
water to obtain the desired concentrations. The
controls were prepared using 1 ml of ethanol in
150 ml of water for positive controls and no addi-
tive with negative ones. After the exposure time of
24 h, larvae were removed, washed with un-
treated water and placed in clean water. The test
was carried out with four replicates each contain-
ing 25 larvae per concentration. Mortality was reg-
istered after 24 h of treatment. The mortality
percentage obtained was corrected (Abbott 1925)
and toxicity data were studied by probit analysis
(Finney 1971). Lethal concentrations (LCsp and
LCog) and 95 % confidence limits (95 % CL) were
estimated, and slope of the concentration-
mortality lines were calculated (Swaroop et al.
1966).

Statistical analysis

The number of individuals tested in each series
is given with the results. Data are presented as
mean =+ standard deviation (S.D.). The significance
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between different series was tested using Student’s
t-test. All statistical analyses were performed using
MINITAB Software (Version 17, PA State College,
U.S.A.). The level of significance for statistical tests
was P = 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Extraction yield

From the results of steam distillation, we found
that the yield of extraction of essential oil of
L. dentata was 1.18 + 0.055 % of the dry matter of
the aerial part of the plant. This yield is high
compared to those obtained from the same species
at different sites in West Algeria (Tlemcen): 0.40 to
0.79 % (Enjajra), 0.31 to 0.59 % (Souk-El Khemis),
0.33 t0 0.47 % (Sidi Dris), 0.25 to 0.46 % (Tafessout),
0.31 to 1.04 % (Honaine), from 0.75 to 0.98 %
(Ouled-Echeikh Sid), 0.28 to 0.55 % (Souk-Eltnine)
and 0.24 to 0.46 % (Beni Saf) (Bousmaha et al. 2006)
and also in Yemen with a value of 0.8 % (Gamez
et al. 1990) and 0.58 % (Mothana et al. 2012). Our
yield is slightly inferior compared to those of other
authors when Imelouane ef al. (2010) reported
1.41 % for extracts from eastern Morocco and
1.96 % from Tunisia (Msaada et al. 2012).

Soro et al. (2014) found a yield of 2.18 % and
1.97 % of EO for 100 g of dried matter respectively
for L. dentata and L. pedunculata. This difference
in essential oil contents of lavender yield from
different regions depends on several factors like
the species, geographical origin, harvest period,
location and duration of drying, temperature and
extraction technique (Svoboda & Hampson 1999;
Smallfield 2001).

Chemical composition of essential oil

The chemical composition of the EOs of L. dentata
is given in Table 1 in the order of the retention
times of the constituents (Fig. 1). Gas chromatog-
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raphy and mass spectrometry of essential oils
revealed eight compounds with two major com-
ponents: a-terpinolene (51.13 %) and camphor
(13.43 %). For the remaining components, the con-
tents of 1-borneol (7.93 %), 2-furanmethanol,
5-ethenyltetrahydro-a.,a.,5-trimethyl-, cis- (7.14 %),
cis-cinaloloxide (7.01 %), 3-cyclohexan-1-ol,
4-methyl-1-(1-methylethyl) (CAS) (5.45 %), 3,7-
octadiene-2,6-diol, 2,6-dimethyl-3,7-octadiene-
2,6-diol (4.29 %) and eucalyptol (3.62 %) were sig-
nificantly higher.

Compared to published data, the chemical pro-
file obtained presents differences, but also some
similarities. Soro et al. (2014) found camphor
(49.75 %) and 1,8-cineole (39.84%) as major com-
ponents of L. dentata’s essential oil. The chemical
composition of the essential oil of L. augustifolia
Mill. collected from Batna (eastern Algerian)
revealed 32 components with 1,8-cineole (29.4 %)
and camphor (24.6 %) as major components
(Belhadj 2014). Imelouane et al. (2010) found
p-pinene (27.08 %) as the chemotype of eastern
Morocco species and other components such as
pincarveol (14.77 %) and myrtenal (8.18 %). The
same authors showed that the population from
Taforalt, Talazart (Morocco) contains 1,8-cineol
(41.28 %), sabinene (13.69 %), bicyclo [3.1.0]
hexan-3-ol, 4-methylene-1-(1-methylethyl)
(6.76 %), myrtenal (5.11 %) and a-pinene (4.05 %)
(Imelouane et al. 2009). In Tunisia, for the culti-
vated species, linalool was found as chemotype
(47.30 %) and linalyl acetate (28.65 %), bicycloger-
macrene (3.40 %), camphor (2.32 %) and d-terpineol
(1.47 %) were registered as major compounds
(Msaada et al. 2012). The major constituents of
L. dentata essential oils from different regions are
summarised in Table 2.

Larvicidal activity
Dose-response relationship was determined for

Table 1. Chemical composition of Lavandula dentata oils: retention time (RT) and concentration (%) of different

components.

Components RT (min) Concentration (%)
Eucalyptol 16.27 3.62
Cis-linalooloxide 19.41 7.01
2-Furanmethanol,5-ethenyltetrahydro-«,«,5-trimethyl-,cis- 20.55 714
a-Terpinolene 21.67 51.13
Camphor 24.38 13.43
1-Borneol 26.30 7.93
3-Cyclohexan-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-(CAS) 27.03 5.45
3,7-Octadiene-2,6-diol,2,6-dimethyl 28.62 4.28
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Fig. 1. GC-MS chromatogram for essential oils obtained from Lavandula dentata (abundance as a function of the time

in minutes).

essential oil of L. dentata applied to newly moulted
fourth instar larvae of Cx pipiens and Cs. longiareolata
(R? = 0.98) (Fig. 2). The mortality was scored at 24 h
after treatment. The positive controls showed no
effect of ethanol solvent against Cx. pipiens and Cs.
longiareolata larvae. With probit, LCso was calcu-
lated as 113.38 ppm (FL 95% = 110.2-116.62 ppm)
and 77.09 (FL 95%: 73.92-80.40 ppm) (slope: 1.22
and 1.26) and LCy was 150.38 ppm (FL 95%:
136.09-166.15 ppm) and 104.45 ppm (FL 95%:
103.17-105.72 ppm) for Cx. pipiens and Cs.
longiareolata, respectively. Based on the LC values,
Cs. longiareolata appeared the most sensitive species.
After treatment, intoxicated larvae showed a

change in their behaviour by sinking to the bottom
of the jar and remaining immobile until they died.
According to Regnault-Roger et al. (2012), EOs exert
their activities on an insect through neurotoxic
effects involving several mechanisms notably
through GABA, octopamine synapses and inhibi-
tion of acetylcholinesterase, which may explain
our results. Our results indicate that L. dentata
plant essential oils and their active components
(a-terpinolene and camphor) could be developed
as control agents against mosquito larvae.

Many EOs were reported effective against Cx.
pipiens larvae. Thus, volatile oils from Origanum
orites and Origanum minutiflorum species showed

Table 2. The major constituents reported in literature and the biological activities of the volatile oils isolated from

Lavandula dentata.

Major constituents Uses Country References

Camphor, trans-pinocarveol, f-eudesmo Antimicrobial and Yemen Mothana et al. (2012)

and a-guiaol antioxidant

1,8-Cineole, cis-verbenol, p-cymen-8-ol, - Algeria Bousmaha et al. (2006),
fenchone and myrtenal Dob et al. (2005)

B-Pinine, pinocarveol and myrtenal - Spain Garcia-Vallejo et al. (1987)
Menthe-1,5-dien-8-ol, caryophyllene oxide Antioxidant Egypt Nevein et al. (2014)

and a-guiaol

Camphor (61.43 %), fenchone (24.3 %), Fumigant toxicity Turkey Al-Sarar et al. (2014)

d-fenchol (2.15 %), and linalool (1.52 %)
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Fig. 2. Efficacy of essential oil of Lavandula dentata applied on fourth instar larvae of Culex pipiens and Culiseta
longiareolata: corrected mortality (mean + S.D., n=4 replicates each containing 25 larvae). Asterisks indicate a signif-

icant differences between the two species.

LCso values of 24.8 and 73.8 ppm against third and
fourth instar larvae of Cx. pipiens, and carvacrol
was the main compound of these oils (Cetin &
Yanikoglu 2006). The toxicities of essential oils
from Achillea species against various insect species
(Sitophilus granarius and Tribolium confusum) are
related to the high contents of a number of
oxygenated monoterpenes such as camphor,
1,8-cineole, borneol, and bornyl acetate (Calmasur
et al. 2006). In particular, 1,8-cineole and terpinen-
4-ol have been found to be most toxic against
Sitophilus granarius and Leptinotarsa decemlineata,
when compared to camphor, borneol, and bornyl
acetate (Kordali et al. 2006).

Cheng et al. (2004) demonstrated that cinna-
maldehyde, cinnamyl acetate, and eugenol had an
excellent larvicidal activity against fourth instar
Aedes aegyptilarvae in 24 h with an LCsp value of 29,
33, and 33 ppm, respectively. Aradjo et al. (2003)
found that 1,8-cineole induced 100 % larval
mortality of A. aegypti after 1 day with a dosage of
100 ppm. Cheng et al. (2009) demonstrated that
a-phellandrene, limonene, p-cymene, c-terpinene,
terpinolene, and a-terpinene exhibited great
larvicidal performance. Both a-phellandrene and
terpinolene are reported to show larvicidal activity
against Ae. aegypti larvae with an LCsy values of
23.08 and 15.3 ppm, respectively (Perumalsamy
et al. 2009). Abbas et al. (2015) studied the toxic

effect of terpinolene and a-phellandrene against
Ae. aegypti and Anopheles quadrimaculatus and
found that terpinolene and a-phellandrene could
cause high larval mortality. Also, EOs with main
components similar to those of L. dentata have
been found effective against Cx maculatus; essen-
tial oil from Artemisia sieberi Besser (54.7 %
camphor) showed LCsp value of 1.45 ul/l (Negah-
ban et al. 2007). The EO of Artemisia haussknechtii,
with camphor as main component, was found
very effective against Cx. maculatus (Hashemi &
Safavi 2012). In this present study, the very impor-
tant larvicidal activity observed in the EO of
L. dentata could be explained by the chemical com-
position of this oil and the action or effect of its
major constituent (terpinolene).

CONCLUSION

Phytoproducts possess different bioactive com-
ponents that can be used against various larval
stages of mosquitoes (Shaalan et al. 2005). The
combined ovicidal, larvicidal and growth regulat-
ing effects displayed by many phytochemicals can
produce remarkable effects. In the present study, it
can be concluded that the essential oil of L. dentata
with a-terpinolene and camphor as major com-
pounds showed a larvicidal activity against Cx.
pipiens and Cs. longiareolata larvae. Moreover, the
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L. dentata EO appeared less toxic against Cx. pipiens
larvae in comparison with Cs. longiareolata larvae.
Further studies on commercial preparation of
repellent products and field trials are needed
to recommend the development of the EOs of
L. dentata as mosquito control and protection
against the bites of haematophagous insects.
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