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Introduction

I. INTRODUCTION

Notre monde est confronté a des enjeux capitaux et I’'un des défis les plus complexes de
notre siecle est le changement climatique. Ce dernier peut entrainer I'élargissement de la
gamme de la répartition géographique et de la dynamique des maladies & transmission
vectorielle. Le réchauffement climatique et I'évolution du niveau de la mer peuvent entrainer
une augmentation de l'intensité de la transmission et une extension de la distribution spatiale
de ces maladies (Hongoh et al., 2012) en influencant le taux de développement, la longévité
des insectes et le taux de reproduction des vecteurs, créant de nouveaux défis dans le contréle
de ces insectes dans les zones ou ils n‘ont jamais été enregistrés auparavant (El Zayyat et al.,
2015).

Les moustiques, vecteurs importants en santé publique, sont impliqués dans la transmission
du paludisme, de la fiévre jaune, de la dengue, des filarioses lymphatiques, et de certaines
encéphalites (EI Kady et al., 2008 ; Anupam et al., 2012). lls regroupent plus de 3000 especes
réparties dans le monde entier dont la plupart se retrouvent dans les régions tropicales et

subtropicales.

L’¢élargissement des aires de répartitions des insectes hématophages a 1’origine de
I’expansion de ces maladies est en grande partie liée aux changements globaux que subie le
monde dont D’intensification des échanges, I’instabilité politique, les changements de
techniques agro-pastorales et I’urbanisation, rendant ainsi les pays tempérés vulnérables aux
maladies tropicales (Patz et al., 1996 ; Gratz, 1999).

Face a ces menaces, et afin de contrer la propagation des insectes et des épidémies y
découlant, plusieurs méthodes ont été envisagees et adoptées ; ces stratégies de lutte se sont

appuyées dans les premiers temps sur 1’utilisation d’insecticides chimiques.

La premicre catégorie d’insecticide élaboré est représentée par les organochlorés ou
composés synthetiques de premiere génération. Ainsi, le dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT) a été pour la premiere fois synthétisé par Othman Zeidler en 1873. 1l aurait provoqué
une Vvéritable révolution dans la lutte contre les insectes (Aouati, 2016). La deuxiéme
catégorie d’insecticide est quant a elle représentée par les organophosphorés, les carbamates

et les pyréthrinoides de synthése qui sont des insecticides de deuxiéme génération. Ces
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insecticides chimiques sont tres efficaces car ils ont une action directe sur le systeme nerveux

central des insectes.

L’efficacité incontestée de ces insecticides de deuxiéme génération, souléve néanmoins un
souci de taille qui est celui de la résistance des insectes a 1’égard de ces molécules chimiques
(Georghiou et al., 1975 ; Sinegre et al., 1977 ; Schoeters & Hoogenboom, 2006 ; Bonde et al.,
2008 ; Al Sarar, 2010 ; Ekstrom & Ekbom, 2011). L’utilisation abusive de ces insecticides a
entrainé plusieurs inconvénients écologiques au cours des dernieres années. La toxicité et les
effets résiduels de ces insecticides sont la principale préoccupation des scientifiques (El
Zayyat et al., 2015).

Suite a ces conséquences néfastes, la recherche a ¢élaboré d’autres méthodes alternatives
aux insecticides chimiques (kim et al., 2000), ce qui a conduit au développement et utilisation
de nouvelles molécules prenant en considération les parametres biologiques, physiologiques
et biochimiques des organismes vivants. Ces molécules sont sélectives, sans risques
écotoxicologiques, biodégradables (Kebede et al., 2010), et non toxiques pour les organismes
non visés (Kostyukovsky et al., 2000). Elles sont décrites comme étant la troisiéme génération
d’insecticide, représentée par les toxines des bactéries Bacillus thuringiensis var israelensis
(Bti), Bacillus sphaericus. L’avantage de cette bactérie réside dans son innocuité envers la

faune non cible et les mammiferes (De Barjac et al., 1980 ; Shadduck, 1980).

Une deuxiéme méthode est devenue incontournable ces derniers temps, ¢’est 1’utilisation
de plantes dans la lutte anti vectorielle, en effet ces extraits de plantes agqueux ou sous forme
d’huiles essentielles contiennent des molécules naturelles toxiques présentant un grand
potentiel d'application contre les insectes et d'autres parasites des plantes et du monde animal
(Guarrera, 1999).

Plus de 2000 especes 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 (Andres et al., 2012).
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L'application des huiles essentielles (HES) dans le domaine de la lutte a augmenté au cours
des derniéres années en raison de leur disponibilité et leurs propriétés biologiques. Le monde
veégétal constitue un riche entrep6t de phytochimiques qui sont largement utilisés comme
alternatives aux insecticides synthétiques. Les métabolites secondaires obtenus a partir de
plantes ont montré un réel potentiel de lutte contre les moustiques (Ramar et al., 2013) et sont
souvent classés en quatre groupes principaux : terpénes, derives du benzéne, hydrocarbures et
autres composes divers (Tripathi et al., 2009). Les effets insecticides de ces extraits de plantes
varient non seulement en fonction des espéeces végétales, des espéces de moustiques, des
variétés geographiques et des parties utilisées, mais également en raison de la méthodologie

d'extraction adoptée et de la polarité des solvants utilisés (Ghosh et al., 2012).

Une recherche bibliographique ainsi que 1’étude des disponibilités locales, nous a permis
de choisir deux plantes : Mentha pulegium et Laurus nobilis (Linnée, 1753). Les activités des
huiles essentielles décrites sur les moustiques sont variées : inhibiteurs de croissance et / ou
larvicides, adulticides, ovicides ou répulsives (Sukumar et al., 1991 ; Carvalho et al., 2003 ;
Cavalcanti et al., 2004 ; Ansari et al., 2005 ; Foko et al., 2016 ; Vignesh et al., 2016 ).

Ce travail vise a tester 1’activité larvicide des extraits bruts de deux plantes aromatiques,
Mentha pulegium et Laurus nobilis L., qui appartiennent respectivement a la famille des
Lamiacées et des Lauracées. Leurs huiles essentielles sont utilisées dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques, elles représentent récemment un sujet de

recherche scientifique intéressant.

Dans ce contexte, notre étude a été consacrée dans une premicre partie a 1’extraction des
huiles essentielles de L. nobilis et M. pulegium ainsi qu’a la détermination de leur
composition chimique par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM). De plus, l'effet larvicide de ces huiles sur trois especes de moustique,
Culex pipiens, Culiseta longiareolata et Aedes caspius, les plus abondantes dans la région de
Teébessa (Tine-Djebbar et al., 2016) et la détermination des paramétres de létalité (CLso et
CLgo) ont été étudiés.

La deuxiéme partie a été consacrée a 1’é¢tude de la réponse des moustiques, par la

détermination d’un biomarqueur de neurotoxicité (acétylcholinestérase), des biomarqueurs de
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la détoxication, les glutathion S-transférases (GSTs) et son cofacteur, le glutathion (GSH),

chez les larves témoins et traitées aux huiles essentielles a différentes périodes.

La troisiéme partie traite I’impact de ces HEs sur la morphométrie (poids et volume
corporel) et les réserves énergétiques (glucides, lipides et protéines) des larves du quatriéme
stade de ces espéces a différentes périodes 24, 48, et 72 heures.
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Il. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation des plantes étudiées

2.1.1. Laurus nobilis (L., 1753)

Le nom latin laurus signifiant « toujours vert » fait allusion au feuillage persistant de la
plante et nobilis du latin « fameux » (Pariente, 2001). Le laurier, appelé aussi laurier-sauce est
une espece de la famille des Lauracées, unique représentant de la famille en région
méditerranéenne. Actuellement, la plante est largement cultivée comme plante ornementale et
pour la production commerciale dans beaucoup de pays tels que I’Algérie, la Turquie, la
France, la Gréce, le Maroc, I’Amérique centrale et les Etats Unis méridionaux (Barla et al.,
2007). Le Laurier est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de hauteur a croissance lente,
et au tronc droit ramifié a rameaux dressés, bois arborescents portent des feuilles denses,
persistantes, coriaces, pointues, et elliptiques (Julve, 2017), dés la base avec un sommet
conique, et s’arrondissant en fil du temps. L’écorce est noire a gris foncé et lisse. Ces
branches remontent en oblique avec des jeunes pousses fines, glabres et brun rougeéatre dont
les bourgeons sont étroits, verts rougeatres et longs de 0,2 a 0,4cm (Quezel & Santa, 1963),
fleurs dioiques, blanchatres ou jaunes, odorantes, en petites ombelles axillaires pédonculées et
involucrées. Dans les zones chaudes, les baies portent des fleurs peluches jaunes et des petits

fruits noirs violacés et nus.

Figure 1. Laurus nobilis (L., 1753) (photo personnelle).
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4 La position systématique de Laurus nobilis (L., 1753) est la suivante :

Regne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Laurales

Famille Lauraceae

Genre Laurus

Espece Laurus nobilis L., 1753

2.1.2. Mentha pulegium (L., 1753)

Mentha pulegium L. est une plante aromatique appartenant a la famille des Lamiacées,
également appelée "Flio". Originaire d'Europe, d'Afrique du Nord et d'Asie tempérée, la
menthe pouliot est répandue en Amérique. Elle pousse sur des sols humides et les lieux
inondés en hiver en Afrique du nord (Iserin et al., 2001). En Algérie, elle pousse surtout dans
le Tell. La partie aérienne porte des trichomes glandulaires qui sont responsables de la
sécrétion d'huile essentielle (Quezel & Santa, 1963 ; Rodrigues et al., 2013). Le nom
pulegium vient du latin pulex (puce) car on dit que la fumée du pouliot éloigne les puces
(Oskuee et al., 2011). Plante vivace de 10 a 40cm de hauteur, velue-grisatre a glabrescente, a
tiges généralement ascendantes rameuses, trés aromatique ; feuilles ovales, d'environ 10mm
de longueur, pétiolées et presque entieres. Fleurs roses ou liliacées, disposées en pseudo-
verticilles espacés, a l'aisselle 5 a 15 feuilles superposées ; calice bilabié, a gorge fermée par
un anneau de poils ; corolle de 5 a 7mm de longueur, a 4 lobes égaux. Akénes ponctués
d'alvéoles (Quezel & Santa, 1963).

Figure 2. Mentha pulegium (L., 1753) (photo personnelle).
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+ La position systématique de Mentha pulegium (L., 1753) est la suivante :

Regne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Mentha

Espece Mentha pulegium L., 1753.

2.2. Collecte des plantes et extraction

Les feuilles de M. pulegium et L. nobilis ont été recueillies au cours de la période Mars-Mai
2014, dans la région de Bekaria (Sud-Est de Tébessa) (2 10Km de la ville de Tébessa). Une
biomasse de 50g du matériel végétal et 500ml d'eau distillée est soumise a une
hydrodistillation en utilisant un montage de type CLEVENGER durant 3 heures (Fig. 3). Les
huiles essentielles recueillies par décantation a la fin de la distillation sont ensuite conservées

a 4°C dans de petits flacons bien fermés en verre ombré jusqu'a l'utilisation.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids
de la matiére seche de la plante (AFNOR, 1987). Il est exprimé en pourcentage et calculé

selon la formule suivante:

R =Ps/Pa x 100 R = [XPs/ XPa] x 100

R : Rendement en huile en %.

Pa : Poids de la matiére séche de la plante en g.

Ps : Poids de I’huile en g.
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Entrée de I’eau

Réfrigérant

Sortie de I’eau

Ampoule & décanter

Ballon a fond

\ Huile essentielle

Chauffe ballon

Figure 3. Montage d'hydrodistillation (photo personnelle).

2.3. Analyse de la composition chimique des HEs

Les huiles de M. pulegium et L. nobilis ont été analysées au Laboratoire de Pharmacognosie,
Département de Pharmacie, Faculté de médecine de Batna. L’analyse chromatographique en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) est faite sur un chromatographe
de type Perkin Elmer. La colonne capillaire utilisée est de type HP-5 (30 m x 0,25mm ;
épaisseur du film 0,2um). Le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est 1’Hélium, réglé a
un débit de 1,1ml/min. La température de 1’injecteur est de 250°C, et I’injection se fait en
mode Split. Initialement, la température du four est maintenue a 60°C en isotherme pendant 1
min, puis son augmentation se fait graduellement a raison de 3°C par min jusqu’a 200°C. Pour
le spectrométre de masse, la température de détection est de 250°C. L’appareil est relié a un
systeme informatique gérant une bibliothéque 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 de Willey (Mclafferty & Stauffer, 1994) et de
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 donnees de la littérature
(Kondjoyan & Berdague, 1996 ; Adams, 2001).
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2.4. Présentation des Culicidés

Les moustiques appartiennent au régne Animal, a ’embranchement des Arthropodes et a la
classe des Insectes. Ces insectes ptérygotes (sous classe) de I’ordre des Diptéres sont
caractérisés par deux paires d’ailes dont la deuxiéme est transformée en haltere. C’est au sous
ordre des Nématoceres (piéces buccales modifiées pour piquer ou sucer), a la famille des
Culicidés qu’appartiennent les moustiques. 1ls se distinguent des autres Nématoceres piqueurs

par leur trompe longue et la présence d’écailles sur les nervures des ailes (Roth, 1980).

2.5. Cycle de vie des Moustiques

Les moustiques sont des insectes holométaboles, leur cycle biologique comprend une
phase aquatique et une phase aérienne (Fig. 4). 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, 2006).
La femelle adulte est hématophage, elle pique les vertébrés pour sucer leur sang contenant des
protéines nécessaires a la maturation des ceufs (Klowden, 1990). Pendant la piqtre, elle
injecte de la salive anticoagulante qui provoque, chez I'hnomme, une réaction inflammatoire

plus ou moins importante selon les individus (Guimaraes, 1997).
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. h
Adulte (x 40)

Stade nymphal (x 40)

(Eufs : Nacelle (x 40)

4 Stades larvaires (x 40)

Figure 4. Cycle de vie des moustiques (Bouguerra, 2019).

2.5.1. (Euf

Suite a I’accouplement qui a eu lieu peu de temps aprés 1’émergence des adultes, les
femelles fécondées déposent entre 200 et 400 ceufs (Bendali, 1989), perpendiculairement a la
surface de I’eau (Urquhart et al., 1996 ; Wall & Shearer, 1997). Fusiformes, ils mesurent
environ Imm de long. Blanchatres au moment de la ponte, ils s’assombrissent dans les heures

qui suivent (Fig. 5). Une corolla est présente au niveau du péle inférieur de I’ceuf.

Figure 5. (Eufs de moustique en nacelle (Anonyme, 1983)
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2.5.2. Larve

Les larves de moustiques sont aquatiques. Elles se trouvent, au repos, sous la surface de
I’eau, respirant D’air atmosphérique en faisant affleurer les spiracles qui s’ouvrent a
I’extrémité du siphon respiratoire (Urquhart et al., 1996 ; Andreo, 2003). Tres mobiles, les
larves plongent en profondeur lorsqu’elles se sentent menacées ou pour la recherche de leur
nourriture. Les larves ont une croissance discontinue et subissent 4 mues, lui permettant de
passer d’environ 2 a 12mm de long, la durée des 4 stades larvaires est habituellement de 8 a
12 jours lorsque les conditions de température sont favorables. A chaque mue, elles
abandonnent dans 1’eau, ’exuvie (tégument externe) du stade précédent et la derniére mue
transforme la larve du 4°™stade en nymphe (Sirivanakarn, 1977). D’aspect vermiforme, son
corps se divise en trois segments : téte, thorax trapu dépourvu d’appendices locomoteurs et
abdomen souple (Fig.6). Ses pieces buccales sont de type broyeur, adaptées a un régime

saprophyte (alimentation de type particulaire) (Kettle, 1995 ; Andreo, 2003).

Figure 6. Larve de moustique (Anonyme, 1983)

2.5.3. Nymphe

La nymphe, également aquatique, est mobile mais ne s’alimente pas durant toute la durée
de ce stade, qui varie entre 2 & 5jours. Elle préléeve I’air atmosphérique grace a deux
trompettes respiratoires. Le stade nymphal est un stade de transition au métabolisme
extrémement actif, au cours duquel 1’insecte subit de trés profondes transformations
morphologiques et physiologiques qui I’aménent du stade larvaire, aquatique et saprophyte, a
la forme adulte, aérienne et habituellement hématophage chez les femelles (Guitsevitch et al.,
1974 ; Rhodain & Perez, 1985). La téte et le thorax fusionnent pour donner un céphalothorax

(Fig.7). Sa forme globale rappelle celle d’un point d’interrogation. Les orifices anal et buccal
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étant bouchés, la nymphe ne se nourrit pas. Ses palettes natatoires, situées sur 1’abdomen, lui
permettent de se déplacer (Vinogradova, 1990 ; 2000 ; 2003).

M'\ Trompettes

4 respiratoires

X e (“éphialo-thorax

abdomen

R e — LRSI 10
1mm A .
<> natatotres

Figure 7. Aspect général d’une nymphe de Culex pipiens (Berchi, 2000).

2.5.4. Stade adulte

A la fin de ce stade, le tégument de la nymphe se fend sur le dos, suivant une ligne
longitudinale. Par cette ouverture, le moustique adulte dégagera successivement son thorax, sa
téte, ses pattes, son abdomen, abandonnant dans 1’eau 1’exuvie nymphal. Ce phénoméne de
I’émergence dure environ 15min durant lesquelles ’insecte se trouve exposé sans défenses a

de nombreux prédateurs de surface (Rodhain & Perez, 1985).

L’adulte, une fois métamorphosé, provoque une cassure au niveau de la téte nymphale et
émerge a la surface de I’eau. Les males atteignent leur maturité sexuelle au bout d’un jour
alors que les femelles I’atteignent au bout de 1 a 2 jours, et elles sont plus grandes que les
males issus d’'une méme émergence (Clements, 1999). Les moustiques, comme beaucoup
d’insectes se nourrissent de nectar, source d’énergie. Seules les femelles sont hématophages ;
elles n’ont pas besoin de sang pour leur propre survie mais en retirent les protéines
nécessaires a la maturation de leurs ceufs. La fécondation des ceufs s’effectue lors de la ponte
gréce au stockage du sperme des males par la femelle dans une spermathéque. En géneéral, la
duree de vie des moustiques adultes varie d'une semaine a plus d'une trentaine de jours. Deux
éléments permettent de distinguer le méle de la femelle & I’ceil nu ; les palpes maxillaires sont
trés courts et effilés chez la femelle, contrairement au male, ou ils sont plus longs que la
trompe et ses antennes sont plus développées et tres poilues (Urquhart et al., 1996 ; Euzeby,
2008).

12
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2.6. Présentation des especes de moustiques étudiées
2.6.1. Aedes caspius (Pallas, 1771)

Décrite pour la premiéere fois en 1771 par Pallas, Aedes caspius est une espéce
multivoltine, les gites sont tres variés, le plus souvent de grande taille (mares, marais, riziéres,
canaux.) mais parfois de dimensions plus réduites (fossés, puits abandonnés.). La présence
d'une abondante végétation est générale et 1'éclosion différée de quelques ceufs fait que les
larves peuvent étre présentes presque toute I'année dans les gites. Les femelles piquent tous
les vertébrés a sang chaud, surtout a I'extérieur des habitations. Anthropophiles, elles sont
souvent responsables de nuisance, méme dans les cités éloignées des gites larvaires. Les
imagos peuvent se déplacer sur plus de 40km pour rechercher leur repas sanguin.
Aedescaspius est vecteur de filaires animales et d'arbovirus (Tahyna, virus de la
myxomatose), peut étre infecté naturellement par le virus West Nile et dissémine la tularémie
(Schaffner et al., 2001).

C'est un petit moustique long de 5mm environ, globalement roux avec des bandes
longitudinales claires sur le thorax et des bandes blanches sur les pattes. Le siphon de la larve
porte une touffe apicale, les épines du peigne siphonal sont implantées régulierement, la soie
antennaire est en touffe et les écailles du 8™ segment sont toutes sans épines médianes (Fig.
8, 9 et 10). Chez l'adulte, I'extrémité abdominale de la femelle est effilée et le cerque est

allongé, les tergites abdominaux claires ornés de deux croissants latéraux (Fig. 11 et 12).

+ La position systématique d’Aedes caspius (Pallas, 1771) est la suivante :

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
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 Aedes

Espéce Aedes caspius (Pallas, 1771).
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" 3 A 4
Figure 8. Epines du peigne siphonal d'A. Figure 9. Soie antennaire d'A. caspius (Gr : X
caspius (Gr : X 55). (Tine Diebbar. 2009). 150). (Tine Djebbar, 2009).

Figure 10. Ecailles du 8™ segment abdominal Figure 11. Extrémité abdominale de la femelle
d'A. caspius (Gr : X 500). (Tine-Djebbar, 2009). d'A. caspius (Gr : X 375). (Tine-Djebbar, 2009).

Figure 12. Tergites abdominaux d'A. caspius
(Gr : X 260). (Tine-Djebbar, 2009).
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2.6.2. Culex pipiens (Linné, 1758)

Le complexe Culex pipiens est le plus commun des moustiques du genre Culex. Il est d’une
grande importance fondamentale, meédicale et vétérinaire et vecteurs du virus du Nile
Occidental dans I'Est des Etats-Unis. Comprenant presque 800 espéces, on trouve les Culex
dans de nombreuses régions du globe, notamment dans les régions tropicales, en Australie et
en Europe (Bussieras & Chermette, 1991). C. pipiens est une espéce relativement commune
en France, et surtout en région mediterranéenne. On la retrouve également dans toutes les
régions tempérées de 1’hémisphere nord (Wall & Shearer, 1992). Cette espece se caractérise
chez la larve, d’un mentum qui contient 8 dents ou plus de part et d'autre de la dent meédiane
(Fig. 13) ; les écailles du 8°™ segment sont toutes sans épine médiane (Fig. 14) et la dent
distale du peigne siphonal est formée de 3 a 5 denticules basaux (Bruhnes et al., 1999) (Fig.
15). L’adulte de C. pipiens se caractérise par le tergite Il avec une bande antérieure claire
(Fig.15).

+ La position systématique de Culex pipiens L., 1758 est la suivante :

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
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 Culex

Espece Culex pipiens (Linné, 1758)
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Figure 13 Mentum de C plplens (Gr ¢ Figure 14. Ecallles dU 8éme Segment abdomlnal

375). (Tine- Djebbar, 2009). de C. pipiens (Gr : X 200) (Tine-Djebbar,
2009).

Figure 15. Tergites abdominaux de C.
pipiens (Gr : X 150). (Tine-Djebbar, 2009).

2.6.3. Culiseta longiareolata (Aitken, 1954)

C. longiareolata est multivoltine, 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 max de densité au printemps et un autre en automne (Bruhnes et al.,
1999). Les ceufs de Culiseta groupés en nacelle sont cylindro-coniques, chaque nacelle porte
environ 50 a 400 ceufs (Boulkenafet, 2006). Les femelles sont sténogames et autogenes. Elles
piquent de préférence les vertébrés surtout les oiseaux, tres rarement I'humain, I'espéce est
considérée comme un vecteur de Plasmodium d'oiseau (Bruhnes et al., 1999). La larve est
caractérisée par un peigne siphonal dont ses dents sont implantées irrégulierement (Fig. 16).
Chez I'adulte, on remarque la présence au moins d'une tache d'écaille sombre sur l'aile, le

thorax avec trois bandes blanches longitudinales et I'absence des soies longues et fortes au
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niveau du lobe basal du gonocoxite (Bruhnes et al., 1999) (Fig. 17, 18 et 19). Thorax avec

trois bandes blanches longitudinales et I'absence des soies longues et fortes au niveau du lobe
basal du gonocoxite (Bruhnes et al., 1999) (Fig. 17, 18 et 19).

4+ La position systématique de C. longiareolata (Aitken, 1954) est la suivante :

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Infra-classe Neoptera
Super-ordre Endopterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Infra-ordre Culicomorpha
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culiseta
Espéce Culiseta longiareolata (Aitken, 1954).

C. longiareolata (Gr : X 40). (Bouabida, 2014).

Figure 17. Ecailles sombres sur l'aile (fleche)
de C. longiareolata Gr: X 60). (Bouabida,
2014).

17



Matériel et Méthodes

2~

Figure 18. Trois bandes blanches longitudinales ~ Figure 19. Lobe basal du gonocoxite (fleche)
(fleche) de C. longiareolata (Gr : X 40). de C. longiareolata (Gr : X 150). (Tine-
(Bouabida, 2014). Diebbar. 2009).

2.7. Techniques d’élevage

Les ceufs et les larves de moustiques sont récoltés dans des citernes (4mx1mx1m) présentes
au niveau de la cité de I’aéroport dans la ville de Tébessa et dans des sites situés au niveau de
différentes regions de la ville de Tébessa (Nord-Est d’Algérie). Les larves sont élevées au
laboratoire dans des récipients en plastique contenant de 1’eau déchlorurée et nourries avec du
mélange biscuit 75% - levure 25% (Rehimi & Soltani, 1999). Le régime alimentaire joue un
grand réle 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). L’eau est

renouvelée chaque deux jour.

Figure 20. Sites de prélévement des moustiques (photos personnelles).
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2.8. Traitement et tests de toxicité

Apres un test de Screening, on a pu déterminer la gamme de concentrations des huiles
essentielles de Laurusnobiliset deMenthapulegiumqui sont de I'ordre de 12,5, 25, 50, 75 et
100ppm. Ces concentrations ont été appliquéees a partir d’une solution mére (huile essentielle
+ éthanol) dans des pots contenant 150ml d’eau et 25 larves du quatriéme stade nouvellement
exuviées de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius. Apres 24 heures de traitement, selon
les recommandations de 1’organisation mondiale de la santé¢ (Anonyme, 1983), les larves sont
rincées et placées dans de nouveaux récipients contenants de I'eau propre et de la nourriture.
Le témoin négatif ne contenait que de 1’eau tandis que le témoin positif renfermait Iml de
solvant (éthanol). Le suivi de mortalité des larves a été réalisé a 24 heures aprés traitement.
Dix répétitions comportant chacune 25 larves, ont été réalisées pour chaque concentration.

Le pourcentage de mortalité observée est corrigé par la formule d’Abbott (1925) qui
permet d’¢éliminer la mortalité naturelle et de déterminer la toxicité réelle des HEs. La
détermination des concentrations létales (CLso et CLgo) ainsi que leurs intervalles de
confiance (95% IC) ont été faite grace a un logiciel GRAPH PAD PRISM 7.

2.9. Dosage des biomarqueurs

Les larves du quatrieme stade des séries témoins et traitées (CLso et CLgo) ont été utilisées
pour le dosage de ’activité enzymatique de 1’acétylcholinestérase (AChE), des glutathion S-
transférases (GSTS) et du taux de glutathion (GSH). Tous les dosages ont été menés sur des
échantillons biologiques prélevés a 24, 48 et 72 heures aprés traitement. Par ailleurs, la
concentration en protéines totales des différents échantillons a été préalablement déterminée
suivant la méthode de Bradford (1976), afin de pouvoir calculer les activités spécifiques des

enzymes et le taux du glutathion. Des séries témoins sont réalisées parallélement.

2.9.1. Dosage de I’acétylcholinestérase

Les échantillons des séries témoins et traitées (CLso et CLgo) sont prélevés a différentes
périodes (24, 48 et 72 heures) puis peses, ils sont ensuite homogéneises dans 1ml de la
solution détergente D [38,03mg EGTA (acide éthyléne glycol-bis, p-aminoéthyl éther
NNN’N’ tétra-acétique), 1ml Triton X 100%, 5,845g NaCl (chlorure de sodium), 80ml
tampon tris (10mM, pH 7)] qui solubilise les membranes. Apres centrifugation (5000 trs/ min
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pendant 5min), le surnageant est récupéré et servira comme source d’enzyme (Fig. 21).

L’essai est conduit avec 3 répétitions comportant chacune 25 individus avec une série témoin.

Le dosage de I’activité de I’AChE est réalisé selon la méthode d’Ellman et al. (1961) sur

une fraction aliquote de 100ul a laquelle on ajoute 100ul de DTNB préparé extemporanément
[39,6mg DTNB, 15mg COsHNa (bicarbonate de sodium), 1ml tampon tris (0,1M, pH 7)] et
Iml de tampon tris (0,1M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes, 100ul de substrat acétylthiocholine

préparé extemporanément [23,6mg ASCh, 1ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des

absorbances s’effectue toutes les 4mn pendant 20minutes a une longueur d’onde de 412nm

contre un blanc ou la solution détergente remplace le surnageant. L’activité spécifique est

calculée selon la formule suivante :

ADo/mn

X= ——
1.36 x 10*

Vt

Vs

/ mg de protéines

X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/min/mg de protéines).
ADO: 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) + 0,1ml acétylthiocholine].
Vs: volume du surnageant dans la cuve : 0,1ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
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Larves témoins et traitées

Corps entiers

l

Broyage dans la solution D
(EGTA, triton X, NaCl, tampon tris pH7)

v

Centrifugation (5000 trs/mm, 5 min)

!

Surnageant

1

Dosage
(DTNB dans le tampon tris, pH7)

'

Lecture des absorbances a 412 nm pendant 20 min.

Figure 21. Extraction et dosage de 1’acétylcholinestérase (Ellman et al., 1961).
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2.9.2. Dosage du glutathion

Le taux du glutathion (GSH) est quantifie selon la méthode de Weckberker & Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412nm.

Les larves du quatriéme stade d’A. caspius, C. pipiens et C. longiareolata, témoins et
traitées (CLso et CLgo) sont prélevees a différentes périodes (24, 48 et 72 heures) puis pesees.
Elles sont ensuite homogéneéisees dans une solution d’EDTA (0,04M) [2,224g ECTA, 1000ml
eau distillée] a raison de 0,4ml par 400mg de poids. L’essai est conduit avec 3 répétitions
comportant chacune 25 individus avec une série témoin. L’homogénat (400ul) additionné
d’acide sulfosalysilique (ASS) (400ul) est vortexe et laissé pendant 15min dans un bain de
glace. Aprés centrifugation (1000trs/ mm pendant 5min), le surnageant est récupéré et utilisé

comme source d’enzyme (Fig. 22).

Le dosage est réalis¢ comme suite : une aliquote de 500ul du surnageant récupéré est
ajoutée a 1ml du tampon tris / EDTA (0,02M, pH 9,6) [63,04q tris, 7,4448g EDTA, 1000ml
eau distillée] et 0,025ml de DTNB (0,01M) [3,96g DTNB, 1000ml méthanol absolu]. La
lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412nm aprés 5minutes de repos
pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500ul de surnageant sont remplacés

par 500ul d’eau distillée. Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

_ADO _ vd _ Vt .
X_13,1 Xon X vs /mgde protéines

X: micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM / mg de protéines).

A DO: différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13,1: coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH) (mMcm™).

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

Vh : volume de ’homogénat utilisé dans la déprotéinisation: 0,8ml.

Vt: 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 : 0,5ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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Larves 4 témoins et traitées (corps entiers)

v

Pesée

}

Broyage (froid)
(EDTA 0,02 M ; pH 9,6)

v

Déprotéinisation
[Acide sulfosalysilique (ASS) 0,25 %]

!

Vortéxer et repos 15

min a froid

}

Centrifugation (1000 trs/ mm, 5 min)

v

Surnageant de I’échantillon (0,5 ml)

v

Dosage

v

Lecture des absorbances a 412 nm aprés 5 min

Figure 22. Extraction et dosage du glutathion (GSH) (Weckberker & Cory, 1988).

23



Matériel et Méthodes

2.9.3. Dosage des glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles,
essentiellement cytosoliques, impliquées dans diverses opérations de transports et de
biosynthese intracellulaire. Les GSTs, jouent un role important dans la détoxification des
xenobiotiques ; elles catalysent souvent la conjugaison des molécules électrophiles avec le
glutathion réduit (GSH). Les produits sont ensuite métabolisés en acide mercapturique et
excrétes au niveau de la bile et des urines (Habig et al., 1974). Les larves 4 témoins et traitées
de trois especes, sont prélevées a différentes périodes (24, 48 et 72 heures), pesées puis
broyées dans 1ml de tampon phosphate de sodium (0,1M, pH 6). L’essai est conduit avec 3
répétitions comportant chacune 25 individus avec une série t¢émoin. L’homogénat ainsi obtenu
est centrifuge (13000trs/min a 2°C pendant 30min), le surnageant récupérer servira au dosage
de I’activité des GSTs (Fig. 23).

Le dosage est réalisé selon la méthode de Habig et al. (1974), il consiste a faire réagir 200
ul de surnageant avec 1,2ml du mélange CDNB (1mM) /GSH (5mM) [20,26mg CDNB,
153,65mg GSH, 1ml éthanol, 100ml tampon phosphate (0,1M, pH 6)]. La lecture des
absorbances est effectuée toutes les 1mn pendant Sminutes a une longueur d’onde de 340nm
contre un blanc contenant 400ul d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

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

_ADo/mn
9,6

X X %/mgde 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 : 1,4ml [0,2ml surnageant+1,2ml du mélange CDNB/GSH].

Vs: volume du surnageant dans la cuve : 0,2ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
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Larves 4 témoins et traitées
(Corps entiers)

Pesée

'

Broyage (froid)
(Tampon phosphate de Na 0,1 M ; pH 6)

}

Centrifugation a froid (13000 trs/ mm, 30 min)

'

Surnageant

v

Dosage (CDNB/GSH)

}

Lecture des absorbances a 340nm pendant 5 min

Figure 23. Extraction et dosage des glutathion S-transférases (Habig et al., 1974).
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2.10. 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. Les mensurations ont été realisées sous

une loupe binoculaire préalablement étalonnée.
2.11. Extraction et dosage des principaux constituants biochimiques

Les individus témoins et traités (CLso et CLgo) ont été préleves a différents périodes (24, 48
et 72 heures) est conservés dans 1ml 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. 23). Apres homogénéisation aux ultrasons, puis
centrifugation (5000 tours/min a 4°C pendant 10min), le surnagent | obtenu servira pour le
dosage des glucides totaux selon la méthode de Duchateau & Florkin (1959). Au culot I, on
ajoute 1ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une seconde centrifugation (5000
trs/min, 10mn), on obtient le surnageant Il et le culot Il, le surnageant Il sera utilisé pour le
dosage des lipides (Goldsworthy et al., 1972) et le culot Il, dissout dans de la soude (0,1N),

servira au dosage des protéines selon Bradford (1976).

2.11.1. Dosage des protéines totales

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

1mg/ml (Tableau 1).

Tableau 1. Dosage des protéines totales chez les moustiques : Réalisation de la gamme d'étalonnage

des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6
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
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2.11.2. 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 100ul des extraits lipidiques ou de gamme eétalon auxquelles on évapore
totalement le solvant puis on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, les tubes sont agités, et
mis pendant 10min dans un bain de sable & 100°C. Apres refroidissement, on prend 200ul de
ce mélange auquel on ajoute 2,5ml de réactif sulfophosphovanillinique. Aprés 30min a
I'obscurité, la densité optique est lue dans un spectrophotomeétre 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
ortho phosphorique, des complexes roses. La solution mere des lipides est préparée comme
suit : on prend 2,5mg d'huile de table (tournesol, 99% triglycérides) dans un tube eppendorf et
on ajoute 1ml d'éther chloroforme (1V/1V) (Tableau 2).

Tableau 2. Dosage des lipides totaux chez les moustiques : Réalisation de la gamme d'étalonnage des

lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant (éther /chloroforme) (1V/1V) (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 25 25

2.11.3. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau & Florkin
(1959). Cette méthode consiste a additionner 100ul de surnageant contenu dans un tube a
essai, 4ml du réactif d'anthrone et de chauffer le mélange & 80°C pendant 10min, une
coloration verte se développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucides
présente dans I'échantillon. La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620
nm. La gamme d'étalonnage est effectuée a partir d'une solution mére de glucose (Img/ml)
(Tableau 3).
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Tableau 3. Dosage des glucides totaux chez les moustiques : Réalisation de la gamme d'étalonnage
des glucides.

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

2.12. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel GRAPH PAD PRISM 7. Les résultats
obtenus ont été exprimés par la moyenne + I’écart-moyen (SEM). Les quantités des
métabolites (protéines, glucides et lipides) sont déterminées a partir des courbes d’étalonnage
dont I’équation de la droite de régression exprime 1’absorbance en fonction de la quantité du
standard utilisé (albumine, glucose et I’huile de tournesol). L’analyse de la variance a un de

classification et le test HSD de Tukey ont été utilisés.
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Résultats

I1l. RESULTATS
3.1. Caractéristiques organoleptiques et rendement des HES

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation de la partie aérienne de deux plantes,
Mentha pulegium appartenant a la famille des Lamiacés, et Laurus nobilis appartenant a la
famille des Lauracés, marquent un rendement de 1,56+0,05% et 1,86+1,04% respectivement.
Ces huiles sont de couleur jaune pour la Menthe et transparent pour le Laurier avec une odeur

agréable (Tableau 4).

Tableau 4. Caracteéristiques organoleptiques et rendement des huiles essentielles extraites de Mentha
pulegium et Laurus nobilis.

Caractéristiques des HEs Mentha pulegium Laurus nobilis
Odeur Agréable Agréable
Couleur Jaune Transparent
Rendement (%) 1,56 + 0,05 1,86 + 1,04

3.2. Composition chimique des huiles essentielles
Les composants des huiles essentielles de Mentha pulegium et Laurus nobilis, ont été
identifiés par la technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse.

3.2.1. Composition chimique de Mentha pulegium

Les résultats de I'analyse chimique des huiles essentielles de M. pulegium sont présentés
dans le tableau 5 et la figure 24. Quatorze constituants ont été identifies, avec le Pulégone
(72,50%) et I'Eucalyptol (10,44%) comme constituants majoritaires, suivie de P-Menthone 2-
éthyl-5-propyle (5,46%) et de 2-Ethyl-5-propylcyclo pentanone (3,78%). Ces composés
représentant 99,98% de [I’huile totale, sont répartis en Monoterpenes 0xygeénés,

monocycliques, bicycliques et en hydrocarbures (Tableau 6).
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Tableau 5. Composition chimique de I’huile essentielle de M. pulegium : temps de rétention (TR) et
concentrations (%) des différents constituants.

Concentration

Pic Composants TR %
1 o- Pinéne 6,33 0,26

2 B- Phellandréne 7,44 0,38

3 3-Carene Bicyclo (3.1.0) Hexane 7,55 0,32
4 Eucalyptol 9,38 10,44

5 L-B-Pinene 11,90 1,90

6 P-Menthone 2-Ethyl-5-Propyle 14,09 5,46

7 2-Ethyl-5-propylcyclo Pentanone 14,53 3,78
8 Menthol 14,87 0,68
9 Isopulégone 14,99 1,12
10  o- Terpinéol 15,64 0,63
11 Pulégone 17,87 72,50
12 Pipériténone 21,99 1,51
13  D-Limonéne 22,33 0,63
14  Eugénol Méthyl Ether 24,62 0,37
Total 99,98

Tableau 6. Principales familles chimiques de I’'HE de Mentha pulegium.

Groupes chimiques Total (%) Constituants
Pulégone
. o P-Menthone 2-Ethyl-5-propyle
Monoterpenes oxygenes cétones 80,59 —
Pipériténone
Isopulégone
Eucalyptol
. . nés alcool 2-Ethyl-5- propylcyclo Pentanone
qnoterpenes OXygenes alcools 15,90 Eugenol méthyl éther
et éthers
Menthol
a- Terpinéol
Monoterpenes monocycliques 0,63 D-Limoneéne
. L L-B-Pinéne
Monoterpenes bicycliques 2,16 - Pinene
Hydrocarbures 0,38 B- Phellandréne
Autres 0,32 3-Caréne bicyclo (3.1.0) hexane
Total 99,98
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Figure 24. Chromatogramme (CPG-SM) de I’'HE de M. pulegium
(Abondance en fonction du temps en min).

3.2.2. Composition chimique de Laurus nobilis

Les composants de I’huile essentielle de Laurus nobilis représentent 99,83% de la totalité
de I’huile (Tableau 7 ; Fig. 25). Les Monoterpenes constituent le groupe chimique majoritaire.
Cette huile comprend dix-neuf composants, avec la prédominance d’oxyde terpénique (1,8-
Cinéole) (47,35%), du Monoterpene bicyclique (35,81%) avec un constituant majoritaire, le
L-B-Pinene (31,14%). Le reste des constituants presentent des pourcentages considérables tels
que: I’Ester (Cyclopentene,3-isopropenyl-5,5-dimethyl) (0,13%); le Phénol (Eugénol)
(1,92%) ; I’Ether (Eugénol méthyl éther et Cinnamaldéhyde) (4,91%) ; les Monoterpenes
0XYQgeénes cetones (P-menth-1-en 4-ol et a-Terpinéol) (2,17%) ; les
Hydrocarbures isomériques (Sylvestrene et pB-Terpinene) (6,75%) et les Monoterpénes
oxygénés alcools (B-Thujene, Terpinoléne, a-Thujene, y- Terpiléne et Pulégone) (0,79%)
(Tableau 8).

31



Résultats

Tableau 7. Composition chimique de I’HE de L. nobilis : temps de rétention (TR) et concentrations
(%) des différents constituants.

Pic Composants TR %
1 a-Thujéne 6,248 0,08
2 3-Caréne 7,564 2,19
3 a- Pinéne 7,673 0,75
4 Terpinoléne 8,915 0,17
5 Eucalyptol 9,529 47,35
6 v- Terpiléne 10,395 0,30
7 B-Terpingne 10,743 0,16
8 L-B-Pinéne 12,100 31,14
9 a-Terpinéol 14,679 0,31
10 P-Menth-1-en 4-ol 15,129 2,04
11  2-Methyl bicyclo [4, 3, 0] non -1(6) —ene 15,681 1,57
12 Cyclopenténe, 3-isopropenyl-5,5-Dimethyl 17,25 0,13
13 Pulégone 17,714 0,03
14 B- Thujéne 18,41 0,21
15  Cinnamaldéhyde, (E) 18,949 0,02
16  Pseudolimonéne 21,016 0,16
17 D-Sylvestréne 22,414 6,59
18 Eugénol 22,694 1,92
19 Eugénol méthyl éther 24,699 4,89
Total 99,83%
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Figure 25. Chromatogramme (CPG-SM) de I’HE de L. nobilis

(Abondance en fonction du temps en min).
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Tableau 8. Principales familles chimiques de I’HE de Laurus nobilis.

Groupes chimiques Total (%) Composants
Monp NETESTES cycliques (oxydes 47,35 Eucalyptol (1,8-Cinéole)
terpeniques)
L-B- Pinéne
3-Carene
Monoterpenes bicycliques 35,81 2-Methyl bicyclo [4, 3, 0] non -1(6) -ene
Pseudolimonéne
a- Pinene
Ester 0,13 Cyclopentene, 3-isopropenyl-5,5-Diméthyl
Phénol 1,92 Eugénol
Eugénol méthyl éther
e 4,91 Cinnamaldéhyde
Monoterpénes oxygénés cétones 2,17 P-Menth-1-en 4 —ol
a-Terpinéol
B- Thujéne
Terpinolene
Monoterpenes oxygénés alcools 0,79 a-Thujéne
y- Terpiléne
Pulégone
. I :
Hydrocarbures Isomériques 6,75 Sy vesj[re:ne
B-Terpinene
Total 99,83%

3.3. Toxicité des huiles essentielles

3.3.1. Toxicité de I’HE extraite de Mentha pulegium a I’égard des moustiques

Aprés un test de screening, différentes concentrations de I’'HE de M. pulegium (12,5, 25,
50, 75 et 100ppm) ont été appliquées sur les larves du quatrieme stade de C. longiareolata, de
C. pipiens et d’A. caspius. Des séries témoins négatifs (eau seulement) et témoins positifs
(eaut+1ml d’éthanol) sont réalisées en paralléles. Aucune mortalité n'a été observée dans les
deux séries pour les trois espéces testées. Les mortalités corrigées enregistrées au cours des
tests de toxicité augmentent en fonction des concentrations appliquées avec une relation dose-
réponse. De plus, les résultats obtenus montrent une mortalité plus importante chez A. caspius
traduisant une grande sensibilité de cette espéce a I’action de I’HE de la menthe par rapport
aux autres especes etudiées. Le classement des doses par le test HSD de Tukey révele
I’existence de 5 groupes, chacun est représenté par un traitement et cela pour C. longiareolata

et C. pipiens et 4 groupes pour A. caspius (Fig. 26).
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La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme

des doses appliquées (Fig. 27) a permis ’estimation des concentrations létales (CL) ainsi que

leurs intervalles de confiance (Tableau 8).
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Figure 26. Toxicité de I’'HE de M. pulegium (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées
de C. longiareolata (A), C. pipiens (B) et A. caspius (C) : Mortalités corrigées (%) (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 27. Effet de ’'HE de M. pulegium, appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata (A), C.
pipiens (B) et A. caspius (C) : Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en

fonction du logarithme des doses.
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Tableau 9. Toxicité de I’'HE de M. pulegium, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de C.
longiareolata, C. pipiens et A. caspius: Détermination des concentrations létales et leurs intervalles de
confiance (95 %).

Especes R? AllEEEe L Cso (95002108; trations Iételilésgo(?gg% IC)
C. longiareolata 0,97 2,40 [35,125115?6,08] [78,1171-2 ’1?630]
C. pipiens 0,98 2,18 [35,731817452,04] [70,7??,%4,37]
A. caspius 0,99 2,37 [25’826811360165] [43,35731756,61]

3.3.2. Toxicité de ’HE extraite de Laurus nobilis a I’égard des moustiques

Apreés un test de screening, différentes concentrations de I’HE de L. nobilis (12,5, 25, 50,
75 et 100ppm) ont été appliquées sur les larves du quatrieme stade de C. longiareolata, C.
pipiens et A. caspius. 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 pour les trois especes testées. Les mortalités corrigées enregistrées au
cours des tests de toxicité augmentent en fonction des concentrations appliquées avec une
relation dose-réponse (Fig. 28). De plus, les résultats obtenus montrent que I’espéce A.

caspius est la plus sensible au traitement par rapport a Culex et Culiseta.

Le classement des doses par le test HSD de Tukey révéle I’existence de 5 groupes, chacun
est représenté par un traitement et cela pour C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius (Fig.
28).

La courbe dose-réponse exprimant les pourcentages de mortalité en fonction du logarithme
des doses appliquées (Fig. 29) a permis 1’estimation des concentrations létales (CLso et CLgo)

ainsi que leurs intervalles de confiance (Tableau 10).
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Figure 28. Toxicité de I’'HE de L. nobilis (ppm), appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de
C. longiareolata (A), C. pipiens (B) et A. caspius (C) : Mortalité corrigée (%) (m + SD, n=3
répétitions de 25 individus chacune). Les lettres représentent le classement des doses selon le test HSD
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Figure 29. Effets de I’HE de L. nobilis, appliquée sur les larves 4 de C. longiareolata (A), C. pipiens
(B) et A. caspius (C): Courbe dose-réponse exprimant le pourcentage de mortalité corrigée en
fonction du logarithme des doses.
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Tableau 10. Toxicité de I’'HE de L. nobilis, appliquée sur les larves 4 nouvellement exuviées de C.
longiareolata, C. pipiens et A. caspius : Détermination des doses létales et leurs intervalles de
confiance (95 %).

Concentrations létales (ppm)

Espéces R®  HillSlope | ~ "9505 1) L Cs (95% IC)
C. longiareolata 0,96 2,47 [37,5\;12;6(?8,62] [78,41723 ,334,60]
C. pipiens 0,96 2,29 [33,;5;559,34] [76,0%51§’§E?3,60]
A. caspius 0,98 2,64 [30,8338i627,29] [63,8;3 si151161535,70]

3.3.3 Efficacité comparée des HEs des deux plantes a I’égard des moustiques

Le tableau 11 présente les concentrations Iétales (CLso et CLgo) des HEs obtenues chez les
larves 4 de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius. Ces résultats montrent que I’HE de M.
pulegium est la plus efficace et la plus toxique comparativement a 1’huile de L. nobilis. De

plus, on note que A. caspius est I'espéce la plus sensible aux huiles de la Menthe et du Laurier

par rapport a Culex et Culiseta.

Tableau 11. Efficacité comparée des HEs extraites de M. pulegium et de L. nobilis a I'égard des larves
4 nouvellement exuviées de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius.

C. longiareolata C. pipiens A. caspuis

Plantes

CLso (ppm) CLgo (ppm) CLso(ppm) CLoo(ppm) CLso(ppm)  CLoo(ppm)
M. pulegium 45,16 112,80 38,75 85,91 28,16 53,75
L. nobilis 52,62 127,80 45,52 118,80 38,60 88,56

3.4. Impact des huiles essentielles sur les biomarqueurs

Les HEs de M. pulegium et L. nobilis ont été appliquées sur les larves du quatrieme stade
nouvellement exuviées de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius a deux concentrations
létales (CLso et CLgo). L’effet de ces huiles a été évalué sur un biomarqueur de neurotoxicité,
I’acétylcholinestérase (AChE) et deux biomarqueurs du systéme de détoxication, le glutathion
(GSH) et les glutathion S-transférases (GSTs) a différentes périodes (24, 48 et 72 heures)

apres traitement.

37



Résultats

3.4.1. Activite spécifique de I’acétylcholinestérase

L’activité de I’AChE a été estimée chez les séries témoins et traitées a différentes périodes
(24, 48 et 72 heures) et les résultats sont exprimeés en micromoles par minutes et par

milligramme de protéines (UM/min/mg de protéines).

3.4.1.1. Effet chez Culiseta longiareolata

Les résultats de I’activité spécifique de I’AChE au cours des temps testés (24, 48 et 72
heures) chez les séries témoins et traitées (CLso et CLgo) de C. longiareolata sont présentés
dans le tableau 12. On remarque une diminution significative de cette activité (p<0,001) a 24,

48 et 72 heures apres traitement a I’HE de la Menthe et du Laurier.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 4 groupes de
moyennes a 24 et 48 heures, un groupe renfermant les témoins, un deuxiéme groupe est
constitué des traités a la CLso de la Menthe, un troisiéme groupe formé par les traités a la
CLgo de la Menthe et un dernier groupe qui renferme les traités a la CLso et la ClLgo du
Laurier. Par contre a 72 heures, 5 groupes sont signalés, chacun étant représenté par une série.
A partir de ces données, on peut conclure que la Menthe est I'espéce qui a plus d’effet sur ce
biomarqueur par rapport au Laurier.

Tableau 12. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur 1’activité

spécifique d’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata (m + SD, n=3
répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis

Temps (Heures) Témoins

CLso CLg CLso CLg
24 3245+122a 2354+0,35b 1829+0,03c 26,28+0,05d 21,75+0,06d
48 36,06+166a 2457+0,12b 18,12+0,13¢c 28,38+0,04d 22,43+0,31d
72 37,40+ 2,12a 22,99+£0,19b 18,08+0,13c 29,76+0,62d 25,83+0,19¢

3.4.1.2. Effet chez Culex pipiens

Pour C. pipiens, les résultats mentionnés dans le tableau 13, représentent l'activité
spécifique de I'AChE chez les larves témoins et traitées a la Menthe et au Laurier (CLso et
CLgeo) a différentes périodes (24, 48 et 72h) apres traitement. Cette activité réevele une
diminution significative (P<0,001) a 24, 48 et 72 heures apres traitement.
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Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 5 groupes de
moyennes a 24 et 48 heures, chacun étant représenté par une série. Par contre a 72h, 3 groupes
sont constatés, le premier groupe est constitué des témoins, un deuxieme formé par les traités
a la CLso de la Menthe et du Laurier et un dernier groupe qui englobe les traités a la CLgo des
deux plantes. A partir de ces résultats, on note que le Laurier est la plante qui a ’effet le plus
marqué sur ce biomarqueur par rapport a la Menthe. Par ailleurs, un effet dose a été signalé
pour chaque huile essentielle appliquée.

Tableau 13. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgg) sur 1’activité
spécifique d’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C. pipiens (m + SD, n=3 répétitions
comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis

Temps (Heures)  Témoins

CLso Clgo CLso Clgo
24 3449+0,24a 31,37+0,09b 27,84+0,22c 30,10+£0,09d 26,57+0,22¢
48 34,16 +0,19a 3240+047b 2535%+0,04c 31,13+0,47d 24,07+0,04e
72 3449+0,28a 29,24+1,04b 2443+0,23c 2796+1,04b 23,15+0,23¢C

3.4.1.3. Effet chez Aedes caspius

Les résultats de l'activité spécifique de I'AChE chez les témoins et les traités a la Menthe
et au Laurier sont présentés dans le tableau 14. Ils révelent une diminution significative a 24
(p=0,001), 48 (p<0,001) et 72 heures (p<0,001) apres traitement.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 5 groupes de
moyennes a 48 et 72 heures, chacun étant représenté par une série. Par contre a 24 heures, 2
groupes sont constatés, le premier groupe est constitué des témoins et des traités (CLso et
ClLoo) au Laurier et un deuxiéme groupe formé par les traités a la Menthe avec les deux
concentrations (CLso et CLgo). A partir de ces résultats, on constate que la Menthe est I'espéce
qui a plus d’effet sur ce biomarqueur par rapport au Laurier.

Tableau 14. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsy et CLg) sur ’activité

spécifique d’AChE (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 d’A. caspius (m £ SD, n=3 répétitions
comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis
ClLso CLoo CLso CLoo

Temps (Heures) Témoins

24 2256+086a 18,75+085b 1827+0,08b 21,31+0,86a 20,03+0,86a
48 2265+0,18a 18,85+0,18b 1758+0,18c 21,40+0,18d 20,13+0,18¢
72 2295+0,09a 19,15+0,09b 17,21+0,15c¢ 21,70+0,09d 20,42+0,09¢e
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3.4.2. Activité specifique des glutathion S-transférases

L’activité spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C.
longiareolata, C. pipiens et A. caspius témoins et traitées (CLsoet CLgo) est enregistrée a 24,

48 et 72 heures apres traitement.

3.4.2.1. Effet chez Culiseta longiareolata

L'activité spécifique des GSTs chez les témoins et les traités a la Menthe et au Laurier de
C. longiareolata marque une augmentation significative (p<0,001) a tous les temps testés (24,
48 et 72 heures).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 4 groupes de
moyennes a 24 heures, un groupe formé des témoins, un deuxieme groupe constitué des
traités a la CLso de la Menthe, un troisieme groupe renferme les traités a la CLgo de la méme
plante et un dernier groupe qui englobe les traités au Laurier avec les deux concentrations
testées. Par contre a 48h, 2 groupes sont constatés, le premier groupe est constitué des
témoins, des traités au Laurier (CLso et ClLgo) et des traités a la CLso de la Menthe et un
deuxiéme groupe formé par les traités a la Menthe avec la CLgo. A 72h, 2 groupes sont
également constatés, un groupe composé des témoins et des traités au Laurier avec les 2
concentrations appliquées et un deuxiéme groupe formé des traités a la Menthe (CLso et
CLoo). A partir de ces résultats, on constate que la Menthe est I'espéce qui affecte le plus ce

biomarqueur par rapport au Laurier.

Tableau 15. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur 1’activité
spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata (m + SD, n=3
répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis

Temps (Heures) Témoins

ClLso CLgo Clso CLago
24 2448+028a 5885+034b 9356+291c 30,17+0,04d 33,30+1,60d
48 2729+0,13a 4435+197a 9548+887b 31,01+0,17a 33,54+589a
12 2945+037a 8158+491b 9083+889b 3050+0,39a 36,33+0,84a

40



Résultats

3.4.2.2. Effet chez Culex pipiens

L'activité spécifique des GSTs chez les témoins et les traités a la Menthe et au Laurier de
C. pipiens montre une augmentation significative et cela a 24 (p<0,001), 48 (p<0,001) et 72
heures (p=0,002).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 1’existence de 3
groupes différents a 24h, le premier est formé des témoins, le second est constitué des traités a
la Menthe (CLso) et des traités au Laurier avec les deux concentrations testées et le troisieme
représenté par les traités a la Menthe avec la plus forte dose (CLgo). A 48h, 4 groupes sont
signalés, le premier groupe constitué des témoins, le deuxiéme groupe représenté par les
traités a la Menthe avec la plus faible dose (CLso), le troisieme représenté par les traités a la
Menthe avec la plus forte dose (CLeo) et le dernier groupe englobe les traités au Laurier et
cela, avec les deux doses appliguées. Par contre a 72 heures, les résultats montrent 1’existence
de 3 groupes: le premier constitué des témoins, le deuxieme englobe les traités a la Menthe
(CLso et CLgo) et le troisieme englobe les traités au Laurier (CLso et CLgo). De plus, on

remarque que la Menthe montre I’effet le plus marqué sur ce biomarqueur.

Tableau 16. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgg) sur I’activité
spécifique des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les larves 4 de C. pipiens (m + SD, n=3
répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis

Temps (Heures) Témoins

CLso CLgo CLso CLoo
24 3344+1,09a 5290+0,74b 59,61+219c 49,40+0,72b 51,91+0,52b
48 3553+2,40a 62,61+0,71b 75,01+1,19¢c 50,20+2,04d 55,92 +4,63d
72 3592+055a 81,06+4,20b 86,10+4,41b 57,24+0,92c 59,71+0,54c

3.4.2.3. Effet chez Aedes caspius

Les résultats de 1’activité spécifique des GSTs chez les séries témoins et traitées a la CLsg
et la CLgo de la Menthe et du Laurier sont présentés dans le tableau 17. On remarque une
augmentation significative de ce biomarqueur a 48 et 72 heures (p<0,001), et aucun effet n’a
été signalé a 24 heures puisqu’aucune différence significative (p>0,005) n’a été constaté entre

les témoins et les traités avec les deux plantes.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence un seul groupe a
24 heures, englobant les témoins, les traités a la Menthe et les traités au Laurier. Par contre, a

48h, 2 groupes sont signalés, un groupe formé des témoins et un deuxiéme constitué des
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traités a la Menthe et au Laurier. A 72h, on a noté également la présence de 2 groupes, un
groupe formé des témoins et des traités au Laurier (CLso), et un deuxiéme constitué des traités
a la CLso et CLgo de la Menthe et les traités avec la forte dose (CLgo) du Laurier.

Par ailleurs, on remarque que la Menthe qui a plus d’effet sur ce biomarqueur

comparativement au Laurier.

Tableau 17. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur ’activité spécifique
des GSTs (uM/min/mg de protéines) chez les larves du quatriéme stade d’A. caspius (m + SD, n=3
répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis

Temps ..
P Témoins

(Heures) ClLso CLo CLso CLoo
24 16,96 £ 0,48 a 2949+9,07a 3433+148a 2445+ 443a 26,45+6,73a
48 17,78+ 1,25a 30,04+2,73b 34,48+292b 37,17+0,63b 38,35+0,84b
72 18,97 +0,95a 3949+240b 41,40+0,37b 25,70+ 3,64a 43,21+1,48b

3.4.3. Taux du Glutathion

Le taux du glutathion (uM/mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata, C.
pipiens et A. caspius témoins et traitées (CLso et CLoo) est enregistre a 24, 48 et 72 heures

apres traitement.

3.4.3.1. Effet chez Culiseta longiareolata

Les résultats du taux du glutathion mentionnés dans le tableau 18, révelent une
diminution significative (p<0,001) apres traitement aux HEs de la Menthe et du Laurier et

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

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 4 groupes de
moyennes a 24 heures, le premier groupe est constitué des témoins, un deuxieme englobe les
traités a la Menthe, et cela, avec les deux doses appliquées (CLso et CLgo), un troisieme
représenté par les traités au Laurier avec la plus faible dose testée (CLso) et un dernier groupe
représenté par les traités au Laurier avec la dose la plus élevee (CLgo). Par ailleurs 4 groupes
de moyennes ont été constatés a 48 heures apres traitement dont le premier groupe est forme
des témoins, un second groupe constitué des traités a la Menthe (CLso), un troisieme groupe
englobe les traités a la CLgo de la Menthe et un dernier groupe qui renferme les traités a la
CLso et la CLgo du Laurier. Par contre a 72 heures, 2 groupes sont constatés, le premier groupe
est constitué des témoins et un deuxiéme englobe toutes les séries traitées.

A partir de ces résultats, on note que la Menthe est 1’huile qui a plus d’effet sur le taux de

glutathion.
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Tableau 18. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLspet CLgo) sur le taux de la GSH
(uM/ mg de protéines) chez les larves 4 de C. longiareolata (m + SD, n=3 répétitions comportant
chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Temps Mentha pulegium Laurus nobilis
(Heures) ClLso CLoo CLso CLoo
24 180,63+ 0,22a 155,17+0,11b 15348+1,10b 164,03+0,05c 160,80+ 0,28d
48 172,21+£199a 14480+1,29b 138,78+0,03c 151,71+294d 148,07+241d
72 167,25+0,00a 133,08+1,69b 133,31+054b 13563+0,20b 133,73+0,26b

Témoins

3.4.3.2. Effet chez Culex pipiens

Pour C. pipiens, les résultats mentionnés dans le tableau 19, mettent en évidence une
diminution significative (p<0,001) du taux du glutathion chez les traités a la Menthe et au
Laurier & 24, 48 et 72 heures aprés traitement.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24 heures, le premier groupe englobe les témoins et les traités du Laurier avec la
plus faible dose testée (CLsg), un deuxieme est constitué des traités a la Menthe, et cela, avec
les deux doses appliquées (CLso et CLgo) et un troisiéme représenté par les traités a la CLgo du
Laurier. A 48 heures, 4 groupes sont signalés, un groupe constitué des témoins, un second
groupe formé des traités a la CLso de la Menthe, un troisiéme groupe représenté par les traités
avec la plus forte concentration (CLgo) des deux plantes et un dernier groupe qui renferme les
traités a la CLso du Laurier. Par contre a 72 heures, 2 groupes sont constatés, le premier
groupe est constitué des témoins, et un deuxiéme englobe les traités avec les 2 plantes (CLso
et CLoo).

A partir de ces résultats, on peut conclure que la menthe est I’huile qui a plus d’effet sur ce

biomarqueur.

Tableau 19. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsoet CLgo) sur le taux de la GSH
(uM/ mg de protéines) chez les larves 4 de C. pipiens (m £ SD, n=3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Test HSD de Tukey.

Mentha pulegium Laurus nobilis
CLSO CLQO CL50 CL90

24 220,82+0,84a 176,42+353b 167,76+0,06b 216,68+137a 20215+7,30c

48 220,43+2,11a 211,77+2,03b 163,75+195¢c 15429+245d 161,26+ 0,07¢c
72 220,43+211a 14458+237h 14448+0,22b 148,48+0,93b 14580+244D

Temps
(Heures)

Témoins
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3.4.3.3. Effet chez Aedes caspius

Les résultats du taux de la GSH chez les témoins et les traités a la Menthe et au Laurier
sont présentés dans le tableau 20. lls révélent une diminution significative a 24 (p=0,0024), 48
(p<0,001) et 72 heures (p<0,001) apres traitement.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey met en évidence 4 groupes de
moyennes a 24 heures, le premier groupe englobe les témoins et les traités a la CLso du
Laurier, un deuxieme groupe renfermant les traités a la CLso de la Menthe, un troisieme
groupe composé des traités a la CLgo de la Menthe et un dernier groupe constitué des traités a
la dose la plus élevée (CLgo) du Laurier. A 48 heures, 5 groupes sont signalés, chaque groupe
est représenté par une série. 3 groupes de moyennes sont constatés a 72 heures, un groupe
renfermant les témoins et les traités a la CLso du Laurier, un deuxiéme groupe est constitué
des traités a la CLso et CLgo de la Menthe et un dernier groupe qui renferme les traités a la
CLgoo du Laurier. De plus, on remarque que la Menthe est la plante qui a plus d’effet sur ce

biomarqueur.

Tableau 20. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsoet CLgo) sur le taux de la GSH
(uUM/ mg de protéines) chez les larves 4 d’A. caspius (m = SD, n=3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Test HSD de Tukey.

Temps Mentha pulegium Laurus nobilis
(Heures) CLso CLogo CLso CLago
24 162,27+ 0,15a 138,53+1,29b 126,68+505c 157,76+0,05a 147,21+1,10d

48 160,98 +0,00a 132,51+0,03b 126,11+2,12c 15453+0,28d 14544+294e
72 157,48+ 0,87a 129,36 +0,20b 126,05+5,09b 14890+0,11a 141,80+241c

Témoins

3.5. Impact des HEs sur la croissance des moustiques
3.5.1. Effet sur la croissance pondérale

L’effet des HEs (CLso et CLoo) de la Menthe et du Laurier a été testé sur la croissance
ponderale des larves de trois especes de moustiques, C. pipiens, C. longiareolata et A. caspius
a différentes périodes (24, 48 et 72 heures).

3.5.1.1. Effet chez Culiseta longiareolata

Pour C. longiareolata, les résultats mentionnés dans le tableau 21, mettent en évidence
une diminution significative (p<0,001) du poids corporel des larves traitées a la Menthe et au
Laurier et cela, a 24, 48 et 72h apres traitement. Le classement des moyennes par le test HSD

de Tukey met en évidence 3 groupes a 24 heures, le premier groupe englobe les témoins et les
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traités a la CLso de la Menthe, un deuxieme groupe est constitué des traités a la CLgo de la
Menthe et un troisieme groupe formé par les traités a la CLso et CLoo du Laurier. A 48h, 4
groupes sont constatés, le premier groupe est constitué des témoins, un deuxiéme groupe
formé par les traités a la CLso de la Menthe, un troisieme représenté par les traités a la CLgo de
la Menthe et un dernier groupe englobe les traités au Laurier avec les deux doses appliquées.
Par ailleurs, 3 groupes sont signalés a 72 heures, le premier groupe représenté par les témoins,
un second constitué des traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un dernier formé des
traités a la CLgo de deux plantes. A partir de ces résultats, on peut conclure que ce paramétre

est plus affecté par le Laurier qu’a la Menthe.

Tableau 21. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsoet CLgo) sur le poids corporel
(mg) des larves 4 de C. longiareolata a différentes périodes (m = SD, n=3 répétitions comportant
chacune 25 individus) : test HSD de Tukey.

Temps (Heures)  Témoins Mentha pulegium Laurus nobilis

CLso CLgo CLso CLgo
24 5,72+0,03a 566+0,16a 2,71+0,14b 392+062c 2,48+0,13¢c
48 733+009a 542+016b 184+026c 3,78+0,13d 158+0,20d
72 9,67+0,09a 329+0,79b 1,47+0,10c 3,04+x0,23b 1,13+0,21c

3.5.1.2. Effet chez Culex pipiens

Les résultats de la croissance pondérale présentés dans le tableau 22, révelent une
diminution significative (p<0,001) apres traitement par les HEs de la Menthe et du Laurier et

cela a tous les temps testés par rapport aux témoins.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24, 48 et 72 heures, un groupe renfermant les témoins, un deuxieme groupe est
constitué des traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un troisiéme groupe formé par les
traités a la CLgo de deux plantes testées. A partir de ces résultats, on note que les deux plantes

ont le méme effet sur ce paramétre morphométrique

Tableau 22. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsoet CLgo) sur le poids corporel
(mg) des larves 4 de C. pipiens a différentes périodes (m £ SD, n=3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Test HSD de Tukey.

. Mentha pulegium Laurus nobilis
Temps (Heures) Témoins Cleo Clao Cles Clao
24 3,04+005a 090+0,04b 0,36+008c 0,77+0,00b 0,40£0,07c
48 3,23+0,02a 083+£0,25b 0,29+0,03c 0,53+0,02b 0,29+0,06¢
72 344+002a 066+003b 0,18+000c 045+014b 0,13+£0,02¢
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3.5.1.3. Effet chez Aedes caspius

Les huiles essentielles extraites de M. pulegium et L. nobilis induisent une diminution
significative (p<0,001) du poids du corps des larves 4 d’A. caspius a 24, 48 et 72 heures
(Tableau 23).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes a 24 et 48 heures, un groupe renfermant les témoins, un deuxiéme groupe est
constitué des traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un troisieme groupe formé des
traités a la CLgo de deux plantes. Par contre a 72 heures, 4 groupes sont signalés, un groupe
constitué des témoins, un second englobe les traités a la CLso, de la Menthe, un troisieme
formé des traités a la CLgo des deux plantes et un quatriéme représenté par les traités a la CLso
du Laurier. De plus, on note que le Laurier et la Menthe ont un effet comparable sur la
morphométrie de cette espéce.

Tableau 23. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsoet CLg) sur le poids corporel
(mg) des larves 4 d’A. caspius a différentes périodes (m + SD, n=3 répétitions comportant chacune 25
individus) : Test HSD de Tukey.

Laurus nobilis
CLso CLQO

Mentha pulegium
Clso CLoo

24 2,76 +0,01a 202+0,16b 0,76 £0,02 c 1,83+0,10b 0,65+0,09¢c
48 297+0,01a 1,63+0,05b 0,59+0,04c 1,19+0,28b 0,54+0,10c
72 3,05+0,03a 1,29+0,12b 0,47+0,04c 0,74+0,01d 0,45+0,04c

3.5.2. Effet sur la croissance linéaire des moustiques

L’effet des HEs de la Menthe et du Laurier (CLso et CLgo) a été testé sur la croissance
linéaire des larves de trois especes de moustiques, C. pipiens, C. longiareolata et A. caspius a

différentes périodes (24, 48 et 72 heures) apres traitement.
3.5.2.1. Effet chez Culiseta longiareolata

Les résultats mentionnés dans le tableau 24 montrent une diminution significative du
volume corporel des larves traitées a la Menthe et au Laurier et cela a 24 (p<0,001), 48
(p<0,001) et 72 heures (p<0,001).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 2 groupes de
moyennes a 24, 48 et 72 heures, le premier groupe est constitué des témoins et un deuxieme

formé par les traités a la Menthe et au Laurier et cela, avec les deux doses appliquées. A
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partir de ces résultats, on note que les deux plantes ont le méme effet sur ce parametre

puisqu’aucune différence n’a été signalée entre les concentrations létales de ces deux huiles.

Tableau 24. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur le volume corporel
(mm?3) des larves 4 de C. longiareolata a différentes périodes (m + SD, n=3 répétitions comportant
chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Laurus nobilis

Temps Mentha pulegium

Témoins

(Heures) CLso CLgo CLso CLao
24 13,00+1,19a 10,83+0,26b 557+122b 851+071b 486+091b
48 17,30+0,66a 10,22+0,91b 504+08lb 6,15+051b 354+041b
72 2115+1,18a  855+0,90b 460+027b 535+015b 3,19+0,75b

3.5.2.2. Effet chez Culex pipiens

L’application des HEs de M. pulegium et du L. nobilis, provoque une diminution
significative du volume corporel des larves 4 et cela, a tous les temps testés (p<0,001)
(Tableau 25).

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes a 48 et 72 heures, le premier groupe est constitué des témoins, un deuxieme formé
par des traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un dernier groupe englobe les traités a la
CLgo de deux plantes étudiées. 2 groupes de moyennes sont signalés également a 24 heures, le
premier groupe constitué des témoins et traités a la CLso des deux plantes et un second formé
des traités a la CLgo de la Menthe et du Laurier. De plus, on note que les huiles de ces deux

plantes ont le méme effet sur ce parametre.

Tableau 25. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLsoet CLgo) sur le volume corporel
(mm?3) des larves 4 de C. pipiens a différentes périodes (m + SD, n=3 répétitions comportant chacune
25 individus) : Test HSD de Tukey.

Temps Témoins Mentha pulegium Laurus nobilis
(Heures) CLso CLgo CLso Clgo
24 6,13+0,10a 581+040a 3,06+008b 478+060a 2,08+0,02b
48 783+036a 489+036b 195+008c 347+068b 0,77+031lc
72 1266 £0,76a 3,82+0,08b 0,74+023c 258+0,09b 0,38+0,07c

3.5.2.3. Effet chez Aedes caspius

Chez les larves d’A. caspius, 1’étude comparative des séries témoins et traitées a la
Menthe et au Laurier, montre une diminution significative du volume corporel des larves

traitées par rapport aux témoins a 24, 48 et 72 heures (p<0,001).
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Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey, met en évidence 3 groupes de
moyennes & 24h, un groupe renfermant les témoins, un deuxiéme groupe est constitué des
traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un troisiéme groupe formé par les traités a la
CLgo de ces deux plantes. Par contre a 48 heures, 4 groupes sont signalés, le premier
représenté par les témoins, un second formé des traités a la CLso de la Menthe, un troisiéme
constitué des traités a la CLgo des 2 plantes et le dernier englobe les traités a la CLso du
Laurier. 3 groupes sont signalés a 72 heures, le premier est représenté par les témoins, un
deuxieme est constitué des traités a la CLso de la Menthe et un dernier groupe renferme les
traités a la CLgo de la Menthe et les traités au Laurier avec les deux doses appliquées. On

constate que Laurier est la plante qui a plus d’effet sur ce paramétre par rapport a la Menthe.

Tableau 26. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur le volume corporel
(mm?3) des larves 4 d’A. caspius a différentes périodes (m + SD, n=3 répétitions comportant chacune
25 individus) : Test HSD de Tukey.

Temps Témoins Mentha pulegium Laurus nobilis
(Heures) CLso CLao CLso CLgo
24 155+0,08a 1,07+0,06b 059+000c 096+002b 045+0,03c
48 253+0,13a 095+0,03b 017+0,01c 062+0,05d 0,24+001c
72 3,18+0,12a 062+0,02b 0,10+000c 0,33%+006c 0,11+0,00c

3.6. Impact des HEs sur la composition biochimique des moustiques

L’effet des HEs (CLso et ClLgo) de la Menthe et du Laurier a été testé sur les réserves
métaboliques (protéines, glucides et lipides) chez les larves 4 de trois especes de moustiques,
C. pipiens, C. longiareolata et A. caspius a différentes périodes (24, 48 et 72 heures) apres

traitement.

3.6.1. Effet sur le contenu en protéines totales

Chez C. longiareolata, et d’apres le test HSD de Tukey, le contenu en protéines marque
trois groupes de moyennes a 24 heures, un groupe composé des témoins et des traités a la
CLso de la Menthe, un deuxiéme groupe formé des traités a la CLgo des deux plantes et un
dernier groupe renfermant les traités a la CLso du Laurier, A 48 et 72 heures, 4 groupes sont
observés, un groupe constitué des temoins et des traités a la Menthe avec CLso, un second
groupe formé des traités a la CLgo de la Menthe, un troisieme groupe renfermant les traités a

la CLso du Laurier et un dernier groupe qui englobe les traités a la CLgo du L. nobilis.

Le classement des moyennes du contenu en protéines chez C. pipiens révele deux groupes

de moyennes a 24 et 48 heures, un premier groupe constitué des témoins et des traités a la
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CLso des huiles des deux plantes et un deuxieme groupe formé des traités a la CLgo de la
Menthe et du Laurier. A 72 heures, quatre groupes de moyennes ont été constatés, chaque
série comme étant un groupe sauf les traités a la CLgo des deux plantes se rassemblent dans un

seul groupe.

Chez A. caspius, le test HSD met en évidence deux groupes de moyennes a 24 et 48h, le
premier formé uniquement de témoins et un second constitué des traités avec les deux doses
testées de la Menthe et du Laurier. A 72h, deux groupes ont été également signalés, le premier
groupe renferme les témoins et les traités a la CLso de la Menthe et le dernier groupe formé

des autres séries.

En comparant les espéces dans la méme série, on constate deux groupes de moyennes pour
les témoins a 24 et 48h ou Culiseta et Culex forment le premier groupe et Aedes représente le

second groupe. A 72h, trois groupes sont constatés, chacun étant représenté par une espece.

Pour les traités a la CLso de la Menthe, trois groupes de moyennes ont été signalés, chacun
étant représenté par une espéce au cours des périodes testées (24, 48 et 72 heures). Par contre
les traités a la CLgo de la méme espece, les résultats mettent en évidence deux groupes de
moyennes a 24h, un groupe formé par Culiseta et un deuxieme groupe composé de Culex et
Aedes. A 48h, trois groupes sont signalés, chacun étant représenté par une espéce et a 72h,
Culiseta et Culex forment un groupe et Aedes forme un autre groupe. Par ailleurs, les séries
traitées a la CLso du Laurier, le contenu en protéine marque 2 groupes de moyennes a 24 et 48
heures, le premier groupe constitué de Culiseta et Culex un second groupe formé d’Aedes. Par
contre a 72h, on note 3 groupes, chacun étant représenté par une espéce. A 48 et 72 heures, 2
groupes sont constatés un groupe formé de Culiseta et Culex et un autre constitué d’Aedes.
Finalement, pour les séries traitées a la CLgo, les 3 especes forment un seul groupe. A partir de
ces résultats, on peut conclure que les protéines chez A. caspius est les plus affectées par
rapport a celles chez Culex et Culiseta et que le Laurier est la plante qui affecte le plus ce

contenu.
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Tableau 27. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur le contenu en
protéines totales (pg/individu) chez les larves 4 de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius a
différentes périodes (m £ SD, n=3 répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Temps R S Mentha pulegium Laurus nobilis
(Heures) Especes remotns CLso CLeo CLso CLeo
C. longiareolata 107,35 £ 3,38 Aa | 102,26 + 3,10 Aa | 68,08 + 2,36 Ab 82,30 £1,72 Ac 59,33 +1,35 Ab
24 C. pipiens 81,79+4,23Ba | 79,90+0,29Ba | 59,81+2,18Bb | 81,65+2,18 Aa 57,88 £0,16 Ab
A. caspius 76,82+0,41Ba | 59,52+0,97Cb | 58,98 +0,88Bb | 59,02 +0,32 Bb 56,96 + 0,04 Ab
C. longiareolata 89,29 +2,80Aa | 83,58+0,32 Aa | 67,90+ 1,13 Ab 79,77 £ 2,45 Ac 59,05 + 1,54 Ad
48 C. pipiens 81,39+1,46Ba | 79,04 +0,36 Ba | 57,40 +0,20 Bb 81,32+0,2 Aa 57,24 £ 0,03 Ab
A. caspius 74,17 £2,27 Ba | 58,36 +0,08Cb | 53,68 +0,80Ch | 57,82 0,02 Bb 50,55 + 3,40 Bc
C. longiareolata 80,98 £1,65Aa | 80,85+2,72 Aa | 58,45+165Ab | 68,33+0,84 Ac 56,78 + 0,07 Ad
72 C. pipiens 7759+0,13Ba | 69,31+1,10Bb | 54,87 +189Ac | 57,54 +1,89Bd 55,11 + 2,13 Ac
A. caspius 63,21 £0,03Ca | 58,35+£0,18Ca | 44,78 +5,42Bb | 48,43 +1,69 Cb 41,85+1,99 Bb

Les lettres majuscules représentent la comparaison dans la méme série entre les différentes espéces.
Les lettres minuscules représentent la comparaison dans la méme espece et entre les différentes séries

3.6.2. Effet sur le contenu en glucides

Le Tableau 28 présente le classement des différents traitements appliqués selon leurs effets

sur le contenu en glucides totaux grace au test HSD de Tukey.

Chez C. longiareolata, les résultats ont permis de mettre en évidence 3 groupes distincts a
24 et 72 heures: le premier groupe est constitué des témoins, le deuxiéme est représenté par
les traités & la Menthe et au Laurier, avec la dose la plus faible (CLsg), le troisieme englobe les
traités a la CLgo des HEs des 2 plantes. A 48 heures, 3 groupes sont également constatés, le
premier groupe englobe les témoins et les traités a la CLso de la Menthe, le deuxieme formé
des traités a la CLgo des HEs de 2 plantes et un dernier groupe représenté par les traités a la

CLso du Laurier.

Chez C. pipiens, et d’aprés le test HSD de Tukey, le contenu en glucides totaux marque
deux groupes de moyennes a 24 heures, un groupe composé des témoins et un deuxiéme
groupe formé des traités aux huiles de la Menthe et du Laurier et cela, avec les deux doses
testées (CLso et CLgo). Par contre, 3 groupes sont constatés a 48 et 72 heures : le premier
groupe est constitué des témoins, le deuxieme groupe englobe les traités a la CLso des HES
des deux plantes et un dernier groupe renfermant les traités a la CLgo de la Menthe et du

Laurier.

Le classement de moyennes du contenu en glucides chez A. caspius révéle 1’existence de

quatre groupes a 24 heures: un groupe composé des témoins et un deuxiéme groupe formé des
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traités a la CLso et la CLgo de la Menthe, un troisieme groupe constitué des traités a la CLso du
Laurier et un dernier groupe représenté par les traités a la CLgo de cette méme plante. Par
contre 3 groupes sont constatés a 48 heures: le premier groupe est constitué des témoins, le
deuxieme groupe englobe les traités a la CLso des HEs de M. pulegium et L. nobilis et un
dernier groupe renfermant les traités a la CLoo de ces 2 huiles. A 72 heures, 3 groupes sont
également constatés, un groupe formé de témoins, un second groupe constitué des traités au
Laurier avec les deux concentrations et des traités a la CLso de la Menthe et un troisieme

groupe formé des traités a la CLgo de la Menthe.

En comparant les especes dans la méme série, on constate trois groupes de moyennes pour
les témoins a 24, 48 et 72h, chacun étant représenté par une espece. Pour les traités a la CLso
et la CLgo des huiles de la Menthe et du Laurier, deux groupes de moyennes ont été signalés a
24, 48 et 72 heures: un groupe composé de Culiseta seule et un second groupe formé par
Culex et Aedes. On peut conclure que le Laurier est la plante qui affecte le plus ce contenu, et

qui est relativement comparable chez les 3 especes testées.
Tableau 28. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur le contenu en

glucides totaux (ug/individu) chez les larves 4 de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius a
différentes périodes (m + SD, n=3 répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Laurus nobilis

Mentha pulegium

Temps

Espéces Témoins

s CLso CLso CLso CLso
C. longiareolata | 560,05 + 65,07Aa | 415,50 31,33 Ab | 221,94+ 42,37 Ac | 302,77 +3,07 Ab [195,38 + 20,40 Ac
24 | C. pipiens 254,88 +9,25 Ba | 76,05+21,48Bb | 37,72+7,40 Bb | 60,72+ 14,50Bb | 31,94 +5,07 Bb
A. caspius 11355+329 Ca | 68,00+177 Bb | 59,88+4,07 Bb |5272+270 Bc |3255+181 Bd
C. longiareolata | 456,00 +58,77Aa | 389,11+ 21,18 Aa | 124,83+14,22 Ab | 201,66 + 7,88 Ac 105,25 £ 19,27Ab
48 | C. pipiens 220,11+0,96 Ba | 66,05+10,14Bb | 3211+296 Bc | 52,61+207 Bb | 29,66+322 Bc
A. caspius 111,94+2,92 Ca | 5444+925 Bb | 3561+4,18 Bc | 48,94+296Bb |39,16+0,66 Bc
C. longiareolata | 422,33 +38,66Aa | 227,50 +2,72 Ab | 10577+7,07 Ac [21055+1585Ab | 7622825 Ac
72 | C. pipiens 227,11+148 Ba | 63,33+288 Bb | 2338025 Bc |4538+11,70Bb|1850+222 Bc
A. caspius 97,72+2,74 Ca | 5250+822Bb | 27,72+451 Bc | 39,00+1,22 Bb | 30,66+566 Bb

Les lettres majuscules représentent la comparaison dans la méme série entre les différentes especes
Les lettres minuscules représentent la comparaison dans la méme espéce et entre les différentes séries

3.6.3. Effet sur le contenu en lipides

Les résultats du dosage des lipides totaux sont mentionnés dans le Tableau 29. Chez C.
longiareolata, ce contenu marque 2 groupes de moyennes a 24 heures: le premier groupe
composé des témoins et des traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un second groupe
formé des traités avec les deux plantes a la plus forte concentration (CLgg). A 48 heures on

constate 5 groupes, chacun étant représenté par une série. Par contre, 3 groupes sont signalés a
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72 heures: un groupe composé des témoins, un second groupe formé des traités a la CLso de
M. pulegium et un dernier groupe englobe les traités a la CLgo de la Menthe, et les traités au
Laurier avec les deux doses testées (CLso et CLgo).

Pour C. pipiens, 3 groupes de moyennes sont constatés a 24h, un groupe formé uniquement
des témoins, un second groupe englobe les traités a la CLso de la Menthe et un dernier groupe
qui renferme les traités a la CLgo de la Menthe et les traités avec la CLso et CLgo du Laurier. A
48 heures, 2 groupes sont observés, un premier groupe constitué des témoins et des traités a la
CLso des deux plantes et un deuxiéme groupe formé des traités a la CLgo de la Menthe et du
Laurier. A 72h, 3 groupes sont signalés, le premier formé des témoins et des traités a la CLso
du Laurier, un second groupe constitué des traités a la CLso de la Menthe et un troisieme

renfermant les traités a la CLgo des 2 plantes.

Le classement des moyennes par le test HSD de Tukey chez Aedes, a permis de mettre en
évidence 2 groupes de moyennes a 24 heures, le premier groupe formé des témoins et des
traités a la CLso de M. pulegium et le second constitué des autres séries. Par contre, a 48 et 72
heures, 3 groupes sont constatés: le premier constitué des témoins, le deuxiéme groupe formé
des traités a la CLso de la Menthe et du Laurier et un dernier englobe les traités a la CLgo de

deux plantes.

En comparant les especes dans la méme série, on constate deux groupes de moyennes pour
les témoins a 24 et 48h, le premier groupe représenté par Culiseta, alors que Culex et Aedes
forment le deuxiéme groupe. A 72h, trois groupes sont constatés, chacun étant représenté par
une espece.

Pour les traités a la CLso de la Menthe, deux groupes de moyennes ont été signalés a 24
heures: un groupe composeé de Culiseta et un deuxieme groupe formé de Culex et Aedes. A 48
heures, 3 groupes sont signalés, chacun étant représenté par une espéce. Par contre a 72
heures, deux groupes sont constatés, le premier groupe formé de Culiseta et Culex et un
second composé d’Aedes. Pour les traités a la CLgoo de la Menthe, on note la présence a 24
heures d’un seul groupe renfermant les 3 espéces. A 48 et 72 heures, deux groupes sont

signalés, un groupe composé de Culiseta et un deuxiéme groupe formé de Culex et Aedes.

Les traités & la CLso de L. nobilis marquent la présence de trois groupes a 24 et 48 heures,
chacun étant représenté par une espece. Par contre 2 groupes sont observés a 72 heures, le

premier forme par Culiseta et Aedes et le dernier groupe composé de Culex.
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Pour les traités a la CLgo du Laurier, deux groupes de moyennes ont été signalés a 24 et 72

heures, un groupe représenté par Culiseta et un deuxiéme groupe formé de Culex et Aedes.

Par contre a 48 heures, un seul groupe est signalé englobant les 3 espéces.

D’apres les résultats obtenus, on peut conclure que les lipides chez Aedes est plus affectés

par ces traitements par rapport a ceux chez Culiseta et Culex et que le Laurier est la plante qui

perturbe le plus ce paramétre biochimique.

Tableau 29. Effet des HEs extraites de M. pulegium et L. nobilis (CLso et CLgo) sur le contenu en
lipides totaux (pg/individu) chez les larves 4 de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspius a différentes
périodes (m £ SD, n=3 répétitions comportant chacune 25 individus) : Test HSD de Tukey.

Temps

Espeéces

Témoins

Mentha pulegium

Laurus nobilis

(Heures) CLso CLso CLso CLso

C. longiareolata 45,06 +1,30 Aa 35,78 +254 Aa 1356 +10,28 Ab 31,27 +2,34 Aa 6,87 £0,79 Ab

24 C. pipiens 3639+178Ba 13,12+129Bb  7,43%0,82 Ac 6,87+0,81Bc 4,83+0,83Bc
A. caspius 2367+6,38Ba 1444+148Ba 387+064Ab  11,39+0,58Cb 3,32 £0,29 Bb

C. longiareolata 43,37 +0,19 Aa 2494+175Ab  10,21+0,39 Ac 13,36 + 0,73 Ad 5,05+0,24 Ae

48 C. pipiens 23,67+6,38Ba 1562+001Ba 2,90+0,62Bb  1862+141Ba 244+0,10Ab
A. caspius 2254+298Ba 10,60+0,23Cb  3,39+0,33 Bc 7,83£160Ch 3,88+1,61Ac

C. longiareolata 36,39 +1,78 Aa 13,12+ 1,29 Ab 7,43 +0,82 Ac 6,87 +0,81 Ac 4,83+0,83 Ac

72 C. pipiens 2254+298Ba 13,41+0,18Ab 220+057Bc  17,69+1,30Ba 1,73+0,06 Bc
A. caspius 1249+093Ca 564+048Bb  2,43+0,07Bc 506+042Ab 1,81+0,23Bc

Les lettres majuscules représentent la comparaison dans la méme série entre les différentes espéces

Les lettres minuscules représentent la comparaison dans la méme espéce et entre les différentes séries
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V. DISCUSSION

4.1. Rendement des huiles essentielles

Les résultats du rendement en huile essentielle extraite de M. pulegium est de I'ordre de 1,56%
de la matiére seche de la partie aérienne de cette plante. Ces résultats sont inférieurs a ceux
signalés dans certaines régions de I'Algerie, EI Oued (2,34%) (Ouakouak et al., 2015) et Oran
(4,97%) (Kambouche & E1-Abed, 2003) et supéricurs a ceux signalés dans certains d’autres,
El Bouira (1,45%) (Abdelli et al., 2016) et Sétif (1%) (Boukhebti et al., 2011). Ce rendement
présente également des variations d’un pays a un autre, il est de 2-5,2% au Maroc (El
Ouariachi et al., 2011 ; Cherrat et al., 2014 ; Amalich et al., 2016 ; Zantar et al., 2016), de
2,8% en Iran (Khajeh et al., 2004), de 3,5 a 5,2% au Pakistan (Ashraf & Batty 1975), de
2,54% au Brésil (Silva et al., 2015), de 2,3% au Chili (Montes et al., 1986), de 1,6 a 2% en
Grece (Sivropoulou et al., 1995) et de 1,45% en Bulgarie (Stoyanova et al., 2005). Par contre,
de faibles rendements ont été signalés dans d’autres études chez la méme espéce collectée, au
Brésil (0,42%) (Teixeira Duarte et al., 2005), et en Iran (0,27%) (Mahboubi & Haghi, 2008).
Cependant, le rendement en HE varie d’une espéce de Menthe a une autre du méme genre, il
présente des valeurs allant de 0,69% jusqu’a 2,33% chez 7 espéces différentes (Pavela et al.,
2014), de 0,26 jusqu’a 1,2% chez Mentha arvensis, de 0,17 jusqu’a 1,56%, chez Mentha
rotundifolia (Brada et al., 2007), 0,80% chez M. piperita (Verma et al., 2010 ; Dris, 2018) et
0,87% chez M. spicata (Boukhebti et al., 2011). Par ailleurs, le rendement obtenu au cours de
notre expérimentation est relativement comparable a d'autres plantes exploitées comme source
d'huiles essentielles telles qu’Artemisia herba alba (0,59%), Artemisia absinthium (0,57%)
(Derwich et al., 2009) et Thymus vulgaris (1%) (Imelouane et al., 2009). Ce rendement
pourrait étre lié au processus de tarissement, aux facteurs édaphiques et climatiques ou a I'état
physiopathologique de la plante (Russo et al., 1998 ; Thompson et al., 2003).

Le rendement en huile essentielle de Laurus nobilis obtenu au cours de notre étude, est de
1,86% de la matiere seche de la plante. Un rendement maximal (2,37%) est obtenu a partir des
feuilles sechées tandis que le minimum a été signalé au niveau des feuilles fraiches (Ouafi et
al., 2017). Une étude réalisée sur les feuilles du Laurier collectées dans trois pays différents,
Tunisie, Algérie et Maroc, a montré de faibles rendements avec des taux de 0,58%, 0,46% et
0,65% de la matiere séche des feuilles, respectivement (Mediouni Ben Jemaa et al., 2012).
Cette variabilité peut étre liée aux plusieurs facteurs tels que I’espéce, 1’origine géographique,

le stade phénologique, les facteurs écologiques notamment climatiques et le patrimoine

54


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/38404155_A_Stoyanova

Discussion

génetique (Senatore, 1996 ; Kokkini et al., 1997 ; Boira et al., 1998 ; Russo et al., 1998 ;
Thompson et al., 2003 ; Karousou et al., 2005). Ces différences sont dues également aux
conditions de croissance et de développement de la plante (Maffeir & Sacco, 1987 ; Bruneton,
1999), a la technique de conservation du matériel végétal, et la méthode d'extraction (Granger
et al., 1973 ; Rosua & Granados, 1987 ; khajeh et al., 2004 ; 2005 ; Viijoen et al., 2006 ;
Sefidkon et al., 2007 ; Wogiatzi et al., 2011). Par ailleurs, les travaux de Verma et al. (2010),
ont montré un rendement élevé en HE obtenu pendant la période de floraison et qui est dd
probablement a son réle écologique pour attirer les insectes pollinisateurs et servir de
mécanisme de défense antifongique. Les meilleures rendements (1,6-1,8%) ont été signalés

chez Mentha rotundifolia collectée durant la période de floraison (Brada et al., 2007).
4.2. Composition chimique des HEs

L'analyse de la composition chimique de I’HE extraite de M. pulegium par la CPG/SM révele
la présence de quatorze composants avec le Pulégone (72,50%), et I’Eucalyptol (10,44%)
comme constituants majoritaires. Des résultats similaires ont été rapportés chez la méme
espece collectée au Portugal (Teixeira et al., 2012), en Iran (Mahboubi & Haghi, 2008) et au
Maroc (Ait-Ouazzou et al., 2012). Khosravi Zanjani et al. (2015) ont montré que la
composition de I’HE de M. pulegium est dominée par le Pulégone (19,89%), le 1,8 Cinéole
(19,38%) et la Piperiténone (15,14%). Le profil chimique de cette huile différe de celui
signalé par d’autres chercheurs, et selon la littérature, certains composés sont présents dans
I’huile de toutes les espéces mais avec des concentrations différentes (Khosravi Zanjani et al.,
2015) et cette différence est liée aux facteurs environnementaux (Reis-Vasco et al., 1999 ;
Ait-Ouazzou et al., 2012 ; Kanakis et al., 2012). L’analyse de 20 especes du genre Mentha a
montré que I’HE extraite de M. villosa a un chémotype de Carvone (67,9%) et celle extraite
de M. spicata est de type Carvone/Piperiténone oxyde (Pavela et al., 2014). Par contre, les
HEs de huit échantillons de M. piperita ont montré une variation du taux de Monoterpénes
selon le génotype de la plante: Menthol (20,5%-57,3%), Carvone (0-56,8%) et Piperiténone
oxyde (0-31,8%). Par ailleurs, d’autres composants majoritaires ont été signalés chez les HEs
de M. viridis tels que Linalool (40,70%), Carvone (13,52%), a-Terpinene (8.56%) et chez les
huiles de M. pulegium comme le Pulégone (50,01%), le Menthol (31,90%) et le Menthone
(16,56%) (Silva et al., 2015).
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Oliveira et al. (2011) ont analysé I'HE de M. pulegium collectée au printemps et en hiver. Ils
ont détecté 6,62% de Bornéol et 61,43% de Pulégone au printemps et 8,87% de Bornéol et
28,40% de Pulégone en hiver. Les auteurs ont démontré I’influence de la variation saisonniére
avec une réduction de 54% de la concentration de Pulégone en hiver. Le Pulégone, dans
I'nuile essentielle de M. pulegium, est le précurseur de la formation des stéréoisomeres du
Menthone, et cette transformation conduit & une réduction de la teneur en Pulégone. Ces
stéréoisomeres forment les dérivés acétylés de Menthyle, Néoisomenthyle et isomenthyle
(Oliveira et al., 2011). Ait-Ouazzou et al. (2012) ont également montré que le Pulégone est le
constituant principal (69,8%) de I’huile de M. pulegium, suivi de la Piperiténone (3,1%), de
I’Isopulégone (1,8%) et de I’Epoxyde de Cispéritone (1,7%). Ces auteurs ont trouvé du
Pulégone dans toutes les HEs extraites de la Menthe pouliot au cours de leurs études.

La variabilité de la composition chimique de cette huile peut étre liée a la phase végétative de
la plante, ainsi qu’aux conditions environnementales (variations saisonnicres et
géographiques, composition du sol) (Muller-Riebau et al., 1997). De plus, elle peut étre
expliquée par ’origine géographique, le moment de la collecte et le stress auquel la plante a
été exposée (Silva et al., 2015). La composition chimique de ces huiles est influencée
également par certains facteurs tels que le développement des feuilles et I'émergence de
nouveaux organes, ce qui peut entrainer une baisse de concentrations de ces métabolites par
translocation, ainsi que la saisonnalité et la pluviométrie. Ces effets peuvent influencer
directement la quantité et la qualité des constituants de I'huile essentielle (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007). La composition de I’huile de la Menthe différe selon la région de collecte, elle
est de 38 composants en Tunisie (Hajlaoui et al., 2009), 16 au Maroc (Benayad, 2008) et 38
en Iran (Sardashti & Adhami, 2013). Cette composition varie d’une espece a une autre dans le
méme genre. Dris (2018) a révélé la présence de 65 constituants chez M. piperita avec le
Carvone (52,58%) et DL-Limonéne (17,40%) comme composants majoritaires. Par ailleurs,
Mkaddem et al. (2007) ont identifié le Carvone (50,47%) en tant que constituant principal de
I’HE de M. viridis, suivi du 1,8-Cinéole (9,14%), Limonéne (4,87%), Camphre (3,68%) et B-
Caryophylléne (3%).

Par ailleurs, I’analyse de la deuxieme huile utilisée dans notre expérimentation extraite de
Laurus nobilis, a montré la présence de dix-neuf composants, avec la prédominance
d’Eucalyptol (47,35%), L-B-Pinene (31,14%) et D-Sylvestréne (6,59%). Des études réalisées
sur la méme espéce, ont signalé le 1,8-Cinéole, Sabinene, a-Pinene, Linalool et Acétate de

Terpinyle comme composants majoritaires (Caredda et al., 2002 ; Ozcan et al., 2005 ; Sahin-
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Basak & Candan, 2013). Par ailleurs, le Pulégone (Lorenzo et al., 2002 ; Benayad, 2008 ;
Boukhebti et al., 2011), le Menthone (35,9%) (Teixeira et al., 1971) et la Pipéritone (35,56%)
(Derwich et al., 2010) représentent les constituants majoritaires de cette méme huile.
Mediouni-Ben Jemaa et al. (2012), ont mentionné que I’huile de L. nobilis collecté dans 3
régions différentes, Algérie, Tunisie et Maroc, présentait des différences aussi bien
quantitatives que qualitatives dans leur composition chimique, et qui dépendait du lieu de
collecte. Les principaux composés communs étaient le 1,8-Cinéole, Linalool et
Isovaleraldéhyde avec des proportions variables. Néanmoins, certains constituants n'étaient
présents que dans certaines huiles et absents dans d’autres. A cet égard, le 2-Caréne (5,62%),
le 4-Terpinéol (1,52%) et I'Acétate de 1-Bornyle (0,52%) n'étaient présents que dans I'huile
Marocaine tandis que le Pentane (2,14%), le Phénol (1,73%) et le Terpinene (0,92%) étaient a
un niveau ¢levé uniquement dans I’extrait Algérien. L’huile Tunisienne se caractérise par la
présence du Camphre (2,66%), Terpinéne-1-ol (1,47%), 2-Norbornanone (1,20%) et
Erémophiléne (0,67%). Par ailleurs, vingt-six composés ont été identifiés au niveau de 1’huile
de cette méme espece collectée au Brésil dont la fraction prédominante, est les Monoterpenes
oxygenés avec le 1,8-Cinéole (35,50%) et le Linalool (14,10%) comme composés majoritaires
(Da Silveira et al., 2014). Ces résultats corroborent les données déja publiées (Caredda et al.,
2002 ; Flamini et al., 2007 ; Di Leo Lira et al., 2009). Dans une autre étude sur le Laurier, 29
composés ont été identifiés avec la prédominance des Monoterpénes hydrocarbonés (32%), ou
on a noté la présence d’Eucalyptol (56%), du Terpinyl acétate (9%) et du 4-Terpinéol (5,2%)
(Snuossi et al., 2016). L'huile essentielle extraite des feuilles fraiches du Laurier est dominée
par le Linalool (18,48%), a- Terpinyl acétate (12,56%), 1.8-Cinéole (9,02%), Méthyl eugénol
(9,06%) et Linalool acétate (3,76%). Ces résultats sont comparables a ceux trouvés dans la
littérature (Dadalioglu et al., 2004 ; Ozcan et al., 2005 ; Flamini et al., 2007 ; Dahak et al.,
2014) avec quelques différences dans le composé majoritaire et dans le pourcentage des
constituants. Des variations de la concentration des différents constituants de cette huile sont
enregistrées d’une région de la méditerranée a une autre, tels que le 1,8 Cinéole et le Sabinéne
qui ont présenté des taux de 56 et 3,5% en Tunisie (Snuossi et al., 2016), de 58,59 et 6,13%
en Chypre (Yalcin et al., 2007), et de 52,43 et 6,13% au Maroc, respectivement (Derwich et
al., 2009).

De nombreux facteurs, tels que I’origine géographique (Uribe-Hernandez et al., 1992 ; Souto-
Bachiller et al.,, 1997 ; Van Vuuren et al., 2006 ; Celiktas et al., 2007), les conditions

climatiques, les variations saisonnieres et les techniques d’extraction pourraient jouer un role
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important dans la caractérisation chimique, influencant les proportions des principaux
constituants (Taoudiat et al., 2018). Le procédé de séchage a également un effet sur le
pourcentage des composants des feuilles du Laurier noble car la concentration de Linalool, a-
Pinéne, 1,8 Cinéole, Sabinéne et B-Pinéne dans les feuilles séchées est nettement supérieure a
celle du produit frais (Ouafi et al., 2017). De plus, des facteurs climatiques tels que la chaleur
et la secheresse étaient également lies aux profils des huiles essentielles (Milos et al., 2001).
Uribe-Hernandez et al. (1992) ont également signalé une variation de la composition
chimique en fonction de I'emplacement des plantes. VVokou et al. (1993), ont souligné que
l'altitude semble étre un autre facteur environnemental important influant sur la teneur en
huile essentielle et la composition chimique. Des études antérieures ont montré que les
variations génétiques, le stade de croissance, la partie de la plante, et le stockage post-récolte
peuvent influencer la composition des huiles essentielles (Marotti et al., 1994 ; Hussain et al.,
2008 ; Anwar et al., 2009). Les tableaux 30 et 31, présentent les constituants majeurs des HES
de M. pulegium et L. nobilis collectés dans différentes régions.

Tableau 30. Constituants majoritaires de I’HE de M. pulegium collectée dans différentes régions.

Constituants majoritaires Pays Références

Pulégone (37,8%) ; Menthone (20,3%) ; Piperitone (6,8%) Iran Aghel et al. (2004)
Pulégone (65,9-83,1%) ; Menthone (8,3-8,7%) ; Isomenthone (3,8-4%) Inde Agnihotri et al. (2005)
Pulégone (4,4- 87,3%) ; Piperitone (0,1-26,8%) ; Isomenthone (22,6%) Algérie Beghidja et al. (2007)
Pulégone (41,1- 42,3%) ; Piperitone Oxide (14,9-16,9%) ; Piperiténone (4,6- Espagne Diaz-Maroto et al.
6,1%) (2017)

Pulégone (61,1%) ; Isomenthone (17%) ; Menthone (5,9%) Tunisie Hajlaoui et al. (2009)
Pulégone (40,5%) ; Menthone (35,4%) ; Piperitone (5,2%) Iran Kamkar et al. (2010)
Pipéritone (8%) ; Piperiténone (33%) ; a-Terpineol (4,7%) Iran ?gggg;)ubi & Haghi

Pulégone (35,1%) ; Piperiténone (33%) ; Menthol (40,6-51,6%) Tunisie Mata et al. (2007)

Muller-Reibau et al.

Pulégone (20,5%) ; 1,8 Cinéole (34,7%) ; Borneol (13,8%) Turquie (1995)

Pulégone (61,3-77,9%) ; Isomenthone (10,6-18,5%) ; Menthone (0,6-8,3%) Gréce Petrakis et al. (2009)

Pulégone (78,3-80,9%) ; Menthone (8,5-9,2%) Portugal  Reis-Vasco et al. (1999)

Pulégone (43,5%) ; Pipéritone (12,2%) ; P-Menthane-1,2,3-Triol (6,5%) Egypte El Ghorab (2006)

Pulégone (87,7%) ; Pipéritenone (2,9%) ; Menthone (1,7%) France Sutour (2010)

Pulégone (73,4%) ; Isomenthone (12,9%) Uruguay  Agnihotri et al. (2005)

Pulégone (42,9-45,4%) ; Pipéritenone (21,7-23,1%) ; Isomenthone (11,3-12,8%) Bulgarie  Stoyanova et al. (2005)
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Tableau 31. Constituants majoritaires de I’HE de L. nobilis collecté dans différentes régions.

Constituants majoritaires Pays Références
1,8-Cinéole (35,7%) ; Trans-Sabinéne hydrate (9,7%) ; a-Terpinyl acétate Iran Verdian-Rizi &
(9,3%) Hadjiakhoondi (2008)
1,8-Cinéole (31,9%) ; Sabinene (12,2%) ; Linalool (10,2%) Italie Caputo et al. (2017)

1,8-Cinéole (35,318 %) ; p-Linalool (22,53 %) ; Eugénol méthyle éther

(9,17 %) Algérie  Ouibrahim (2015)

1,8-Cinéole (52,43%) ; a-Terpinyl acétate (8,96%) ; Sabinéne (6,13%) Maroc Derwich et al. (2009)

-Ciné 0,
1.8-Cinéole (56%) Tunis Snuossi et al. (2016)

1,8-Cinéole (50,3%) ; a-Terpinyl acétate (11,4%) ; Sabinene (9,2%) Syrie Tayoub et al. (2012)

Eugénol (42,50%) ; Myrcéne (28,09%) ; Chavicol (10,21%) Brésil Jacob et al. (2016)

1,8-Cinéole (59,95 %) ; Sabinéne (7,8%) ; a-Terpinyl acétate (16,33%) Turquie  Sangun et al. (2007)

1,8-Cinéole (48,01 % ; 31,78 % et 17,64%) ; a-Pinéne (7,69% ; 11,69 %

et 17,96%) ; B- Pinéne (3,91 ; 6,91 et 9,51%) Inde Chahal etal. (2017)

4.3. Toxicité des HEs a I'égard des moustiques

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes comme
moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke & Kaufman 1999). Ces extraits
contiennent en moyenne 20 a 60 composes 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 ces biopesticides peuvent étre des outils
de choix dans les programmes de gestion de la résistance des insectes aux pesticides. Avec
leurs mécanismes d’action particuliers, ils peuvent étre utilisés seuls et a répétition sans
induire 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 présynaptiques (Windley et al., 2012). Ces multiples cibles de biopesticides
s’opposent a 1’apparition du phénoméne de résistance chez les insectes. A cause de leur
volatilité importante, les HES et leurs constituants, essentiellement les Monoterpénes, exercent
des effets insecticides et réduisent ou perturbent la croissance de I’insecte a différents stades

de leur vie (Weaver et al., 1991 ; Konstantopoulou et al., 1992 ; Regnault-Roger & Hamraoui,
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1994). Leurs efficacites varient en fonction du profil phytochimique des extraits de plantes et
de la cible entomologique (Regnault-Roger et al., 2012). Les effets acaricides/insecticides des
huiles essentielles des plantes dépendent de leur composition chimique (Pascual-Villalobus &
Ballesta-Acosta, 2003). D’aprés Bakkali et al. (2008), I’effet biologique des huiles
essentielles peut étre dd au synergisme de toutes les molécules ou refléter seulement les effets
des principales molécules présentes a de hauts niveaux. Généralement, les composants
majeurs reflétent les fonctions biophysiques et biologiques des huiles essentielles d’ou elles
sont extraites (Ipek et al., 2005). Toutefois, il est possible que ’activité des composants

principaux soit modulée par d’autres molécules mineures (Hoet et al., 2006).

Notre étude a pour but de tester la toxicité des huiles essentielles extraites de M. pulegium
et L. nobilis a I’égard des larves du quatriéme stade nouvellement exuviées de C.
longiareolata, C. pipiens et A. caspuis dont les résultats montrent une activité larvicide avec
une relation dose-réponse. De plus, on note que I’HE de M. pulegium est la plus toxique et

que les larves d’A. caspius sont plus sensibles aux traitements que celles de Culiseta et Culex.

Les travaux de Dris (2018) ont montré que I’HE de la Menthe poivrée est plus toxique par
rapport au Basilic et a la Lavande et que les larves de C. pipiens sont plus résistantes que
celles de C. longiareolata. Les résultats trouvés par Michaelakis et al. (2011), montrent que
les huiles extraites de trois especes de Menthe: M. pulegium, M. piperita et M. spicata
possedent une activité larvicide a I'égard de C. pipiens avec des CLsy de 1’ordre de: 46,4 ;
40,28 et 27,23ppm respectivement. Des résultats similaires ont été observés apreés application
de Mentha pulegium (Labiée) sur les larves du deuxieme et quatriéme stade de Culicidés
(Aouinty et al., 2006). De méme, les travaux de Govindarajan et al. (2012) rapportent une
activité larvicide de I’huile de M. spicata contre 3 especes de moustiques, C.
quinquefasciatus, A. aegypti et An. stephensi, avec des CLsy de 62,62, 56,08 et 49,71ppm
respectivement. Selon les travaux de Benayad (2013), les HEs de M. pulegium et de M.
piperita ont montré une efficacité, quelle que soit la concentration utilisée et 1’espéce
d’insecte choisie, puisque la mortalité des insectes était totale et cela dans les premiéres 24
heures qui suivent le traitement. Les bioessais réalisés par EI Aissaoui et al. (2018), indiquent
que les huiles essentielles du Thym et de la Menthe pouliot causent les effets acaricides les
plus importants en comparaison avec I’huile essentielle de 1’Origan. A une concentration de
1%, le Thym et la Menthe pouliot éradiquent la totalité des adultes de 1’acarien alors que

1’Origan provoque une mortalité de 84,99%.
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Nos résultats corroborent ceux trouvés par Fernandez et al. (2018), et qui présentent une
nouvelle perspective de l'utilisation de L. nobilis en tant qu'agent larvicide contre A. aegypti.
L'HE de cette méme plante a été testée contre un ravageur des denrées stockées, Tribolium
castaneum et elle a montré un potentiel insecticide qui dépend a la fois de la concentration et
du temps d’exposition (Chahal et al., 2017). De plus, L. nobilis du Maroc a montré une
meilleure activité insecticide par rapport au Laurier Tunisien et Algérien avec des CLsy de
0,013, 0,036 et 0,033ul/cm? pour R. dominica, et de 0,045, 0,139 et 0,096pl/cm? pour T.
castaneum (Mediouni Ben Jemaa et al., 2012). C’est également le cas d’Erler et al. (2006) qui
rapportent une trés bonne activité répulsive de 1’huile de Laurier a I’égard des femelles

adultes de C. pipiens.

Dans des travaux antérieurs, les propriétés insecticides de certaines HEs ont été testées
particulierement sur les larves de moustiques. Nous citons a cet effet, les travaux de Macedo
et al. (1997) réalisés sur les larves 4 d’Aedes ochlerotatus et qui ont montré une activité
larvicide des extraits de Tagetes minuta avec une CLsgo et une CLgg respectivement de 1,0 et
de 1,5mg/L. Des études similaires réalisées par Traboulsi et al. (2002), ont démontré 1’activité
insecticide de quatre plantes médicinales récoltées au Liban (Myrtus communis, Lavandula
stoechas, Origanum syriacum et Mentha microphylla) sur les larves de C. pipiens molestus.
Les CLso obtenues étaient comprises entre 16 a 49ppm. Par ailleurs, les huiles d’Origan
(Origanum vulgare), de Menthe (M. microphylla et M. viridis) et d’Eucalyptus (Eucalyptus
globulus) ont été les plus toxiques (Papachristos & Stamopoulos, 2002). Les travaux de
Bouguerra (2019) portés sur la toxicité des huiles essentielles extraites de T. vulgaris et O.
vulgare a 1’égard des larves du quatrieme stade de C. pipiens, ont révélé un important
pouvoir larvicide de I’huile de I’Origan (CLsg: 13,69 et CLgo: 36,98ppm) par rapport au Thym
(CLso: 72,04 et CLgo: 207,01ppm) (Bouguerra, 2019).

D’autre part, I’application des HEs extraites de quatre plantes, provoque une toxicité contre
les larves d’Aedes aegypti avec une CLsoet CLoode 47,54 et 86,54ppm pour Mentha piperita,
de 40,5 et 85,53ppm pour Zingiber officinale, de 115,6 et 193,3ppm pour Curcuma longa et
de 148,5 et 325,7ppm pour O. basilicum (Kalaivani et al., 2012). L’étude de Amer &
Mehlhorn (2006) sur ’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 aprés 24 heures de traitement, avec une

concentration de 50ppm.
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Cette différence de toxicité de ces huiles dépend des écotypes car la variation de la
composition chimique de ces huiles est liée aux facteurs climatiques, a 1’origine
géographique, a 1’dge de la plante mais aussi aux facteurs écologiques et pédologiques
(Gnamkoulamba, 1999 ; Kouassi, 2004). Ainsi, le composé majoritaire identifié dans chaque
huile permet de définir le type chimique ou le chémotype de chaque écotype (Walla, 1996 ;
Sanda et al., 1998).

Dans cette étude, on peut expliquer ’activité larvicide des HEs a 1’égard de C. longiareolata,
C. pipiens et A. caspius, par I’action de leurs composants: M. pulegium avec Pulégone et
Eucalyptol et L. nobilis avec Eucalyptol et L-B-Pinene. Plusieurs travaux ont montré que la
toxicité des HEs est influencée par la composition chimique de ces derniéres. Ceci dépend
généralement de 1’origine, des conditions climatiques, de la méthode et la période d’extraction

et de la partie de la plante utilisée (Manal et al., 2013).

4.4. Impact des HEs sur les biomarqueurs

Les biomarqueurs mesurent D’interaction entre un systeme biologique et un agent
environnemental. 1ls peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques (WHO, 1991).
L’inhibition ou I’induction des biomarqueurs sont de bons outils écotoxicologiques pour
évaluer I’exposition et les effets potentiels des xénobiotiques sur 1’organisme (Strum et al.,
2000 ; Varo et al.,, 2001). Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs
enzymatiques comme la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion-S-transférase.
Quatre types d’enzymes de détoxification peuvent intervenir contre les insecticides
botaniques incluant les estérases (EST), les glutathion S-transférases (GSTs) et les
phosphatases (Zibae & Bandani, 2010). Plus de 500 espéces d’arthropodes sont maintenant
résistantes a au moins, un insecticide ou larvicide. En dépit des diversités chimiques des
insecticides et diversités biologiques des insectes, seulement un petit nombre de mécanismes
de résistance sont capable de détoxifier les insecticides en métabolites moins toxiques
(Soderlund, 1997). Ces mécanismes sont généralement classés en trois catégories:

+ Le premier est di a une diminution de la pénétration cuticulaire qui est un mécanisme de
résistance de moindre importance mais qui peut contribuer en association avec d’autres a
augmenter le niveau de résistance (George, 1994 ; Pasteur & Reymond, 1996 ; Taylor &
Feyereison, 1996).

+ Le deuxiéme mécanisme, relativement le plus important, assure une bonne détoxification

des différents tissus de I’organisme. Il est lié a une augmentation du taux de diverses

62



Discussion

enzymes de détoxification (Sodrlund, 1997) telles que les monooxygénases a cytochrome
P450 (Scott, 1999), I’estérase (Field et al., 1999 ; Zhu et al., 1999 ; Harold & Ottea, 2000),
la glutathion-S-transférase (Parapanthadara et al., 2000 ; Yu & Abo-Elghar, 2000), et la
lactate déshydrogénase entre autre (Saleem & Shakoori, 1987 ; Ribeiro et al., 1999).

+ Enfin, le troisiéme mécanisme, aussi important que le second, traite de 1’altération des
sites cibles et leur insensibilité aux insecticides. Parmi ces sites cibles, on note les canaux
sodium, les récepteurs GABA et surtout une enzyme du systeme nerveux,
I’acétylcholinestérase (Rufingier et al., 1999 ; Tomita et al., 2000 ; Siegfreid & Scharf,
2001).

Pour contribuer a une compréhension de ces mécanismes, nous avons évalué 1’effet des HEs
de M. pulegium et de L. nobilis sur P’activit¢ d'un biomarqueur de neurotoxicité,
I'acétylcholinestérase, des biomarqueurs du stress oxydatif, glutathion S-transférases et son
cofacteur, le glutathion, chez trois espéeces de moustiques, C. longiareolata, C. pipiens et A.

caspius a différentes périodes apres traitement: 24, 48 et 72 heures.
4.4.1. Effet sur activité spécifique de ’AChE

L’AChE est DI’enzyme clé du systétme nerveux qui catalyse 1’hydrolyse d’un
neurotransmetteur, 1’acétylcholine chez plusieurs organismes (Oehmichen & Besserer, 1982 ;
Grundy & Still, 1985 ; Wang et al., 2004). Lorsque ce neurotransmetteur est libéré dans
I’espace synaptique, il se fixe sur des récepteurs cholinergiques qui se trouvent sur la
membrane post synaptique. Cette fixation provoque une dépolarisation de la membrane post-
synaptique, générant ainsi un potentiel d’action qui assure la transmission du signal nerveux.
L’AChE, en inactivant rapidement I’ACh, permet au systéme de revenir immédiatement a son
¢tat de repos. Le role de I’acétylcholinestérase est d’hydrolyser I’acétylcholine en acétate et
choline, afin de stopper la stimulation du récepteur et par conséquent la repolarisation de la
membrane (Soreq & Zakut, 1993 ; Charpentier et al., 2000). Si I’action de cette enzyme est
bloguée, la membrane post-synaptique se trouve continuellement excitée (Haubruge &
Amichot, 1998). L’accumulation de I’AChE dans la région synaptique provoque une
transmission permanente de 1’influx nerveux, causant finalement la mort de I’insecte par
tétanie. La mort a eu lieu suite a une liaison de maniére covalente du groupement acétyl de
I’ACh, empéchant ainsi toute liaison ultérieure de I’enzyme avec une molécule
d’acétylcholine (Estrada-Mandaca et al., 1998 ; Bainy, 2000). En effet, I’exposition a des
insecticides, peut conduire progressivement a une inhibition irréversible de I’AChE, et produit

un effet toxique ; neurotoxicité qui est définie par un changement structural ou une altération
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fonctionnelle du systéme nerveux (Samuel & Laurent, 2005 ; Braquenier, 2009). De
nombreux travaux ont montré que les HEs (Howes & Houghton, 2003 ; Siramon et al., 2009),
et particulierement, leurs Monoterpenes tels que le Géraniol, 3-Car¢ne, a-Caryophyllene,
Limoneéne, Terpene-4-ol et Eucalyptol, présentent un effet inhibiteur de 1’acétylcholinestérase
(Mukherjee et al., 2007). lls ont signalé que le site actif hydrophobe de I'acétylcholinestérase
est sensible & des interactions hydrophobes, ce qui favorise leur liaison avec plusieurs
Monoterpenes cycliques tels que I’Eucalyptol et 1’a-Pinene et acycliques tels que le Géraniol
et le Linalool, constitués d'un squelette hydrocarboné hydrophobe, qui peut contribuer a leur
activité anti-cholinestérase. L’effet insecticide des HEs sur les adultes de C. maculatus
pourrait étre expliqué par 1’action des composés monoterpéniques qui bloque les sites actifs
de fixation de 1’acétylcholinestérase et qui inhibe la synthése de la tyramine, précurseur de
I’octopamine, un neuromédiateur chez les insectes (Enan, 2001). En effet, les HEs, mélanges
monoterpéniques, sont des composés neurotoxiques agissant sur des cibles différentes en
fonction de leurs natures chimiques (Grundy & Still, 1985 ; Ryan & Byrne, 1988). Par
exemple, le Linalool et I’Estragol composés majeurs de I’HE d’O. basilicum perturbent
I’activité neuronale des insectes. Ainsi le Linalool provoque une réduction de 1’amplitude et
de la fréquence du potentiel d’action puis entraine une diminution de la phase post-
hyperpolarisation qui suit la transmission de I’influx nerveux alors que 1’Estragol induit plus
spécifiquement une réduction de la phase de post-hyperpolarisation ; 1’action simultanée des
deux composés provoque la paralysie puis la mort des insectes (Regnault-Roger et al., 2012).
L'inhibition de l'activit¢é de I’AChE par les monoterpénoides a été examinée chez divers
organismes nuisibles (Jukic et al., 2007 ; Lopez et al., 2015). Les travaux de Praveena &
Sanjayan (2011) ont montré que le Linalool a des propriétés insecticides efficaces contre A.
aegypti, L. decemlineata et S. litura car il inhibe I'acétylcholinestérase et l'interaction du
ligand avec le récepteur. De plus, les HEs extraites d'Artemisia dracunculus, Inula
graveolens, L. officinalis, et O. sanctum provoquent une inhibition de I'activité de I'AChE
avec un effet plus marqué d’A. dracunculus (50% d'inhibition pour la CLso) (Dohi et al.,
2009). Des travaux antérieurs réalisés sur les HES extraites a partir de plusieurs plantesont
montré une inhibition de ’activité de I’AChE chez certaines espéces (Perry et al., 2002 ;
Orhan et al., 2009 ; Tel et al., 2010 ; Orhan et al., 2013 ; Knezevi¢ et al., 2014 ; Seo et al.,
2014). Cette inhibition a été également démontrée chez les larves 4 de C. pipiens traitées au
Basilic, a la Lavande et a la Menthe (Dris, 2018). Des résultats similaires ont été signalés par
El kady et al. (2008), qui ont observé une diminution de 1'activité de I’AChE chez C. pipiens

et An. multicolor aprés traitement avec deux bioinsecticides (Spinotoram & Vertemic).
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D'aprés les travaux d’Obeng-Ofori et al. (1994), le traitement par le 1,8-Cinéole induit une
inhibition de I'AChE, en occupant le site hydrophobe de cette enzyme qui est trés actif. La
toxicité rapide de ces huiles et de leurs Monoterpénes a 1’égard des arthropodes et plus
particulierement les insectes laissent suggérer un mode d’action neurotoxique (Isman, 2006).
Les travaux de Dris (2018) ont montré une activité neurotoxique des huiles extraites de 1’O.
basilicum, L. dentata et M. piperita chez les larves 4 de C. pipiens et C. longiareolata traitées
a la CLsp, via une inhibition de I’activité de I’AChE. Par contre, I’application des huiles de
I’Origan et du Thym sur les larves 4 de C. pipiens, ne révéle aucun effet sur ce biomarqueur
(Bouguerra, 2019).

Dans cette étude, on peut expliquer I’activité larvicide des HEs a 1’égard de C. longiareolata
C. pipiens, et A. caspius, par I’action de leurs composants: Pulégone, Eucalyptol, Menthone et
Piperitone pour M. pulegium et 1,8-Cinéole, Pinéne et Caréne pour L. nobilis. De plus, la
toxicité la plus importante de la Menthe est reliée avec son effet neurotoxique le plus marqué

par rapport au Laurier.

Plusieurs travaux ont montré 1’effet des huiles essenticlles et de leurs Monoterpenes contre
divers organismes. Sengottayan et al. (2007), rapportent que les extraits de Punica granatum
(Lythracées), de T. vulgaris (Lamiacées) ou d’Artemisia absinthium, provoquent une
inhibition de l'activité de I’AChE chez les nématodes. Les HEs de Cymbopogon giganteus
(Poaceae) et de Cymbopogon nardus (Poaceae) appliquées sur les stades immatures de
Callosobruchus maculatus et de Callosobruchus subinnotatus (Coleoptera: Bruchidae),
révélent un effet neurotoxique sur les embryons ou les jeunes larves (Nyamador et al., 2010).
De plus, I'huile de Mentha longifolia possede une activité anti-AChE chez les adultes de C.
maculatus (Al-Sarar et al., 2014). Chez T. castaneum, il a été constaté que I'huile de M.
arvensis appliquée par fumigation, réduisait I'activité de cette enzyme de 67,50% par rapport
aux témoins (Mishra et al., 2014). Ainsi, Olmedo et al. (2015) ont test¢ I’HE de Tagetes
filifolia contre T. castaneum et ils ont montré une inhibition de I'AChE. Prakash (2015) a
révélé que la toxicité de I'HE de Rosmarinus officinalis contre S. oryzae et Oryzaephilus
surinamensis pourrait étre associée a une inhibition de l'activité de I'AChE. Zibaee & Bandani
(2010) révelent une inhibition de I’activité de I’AChE aprés traitement avec des doses élevées
de I’extrait d’A. annua. L’altération de cette enzyme est observée chez une espece de Blatte,
Periplaneta americana traitée a ’AZAD a 4ppm et chez un Escargot, Limnaea acuminate
traité a 1’huile de Neem & 40% et 80% (Singh & Singh, 2000). De plus, les extraits aqueux de

Punica granatum, T. vulgaris et Artemisia absinthium (100%) inhibent I’activité de cette
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enzyme chez les nematodes (Korayem et al., 1993). Senthil-Nathan et al. (2008) montrent que
I’application de la CLsy de ’AZAD provoque une inhibition de I’activit¢ de ’AChE par
rapport aux témoins. Lopez & Pascual-Villalobs (2010), et Abdelgaleil et al. (2009) ont
prouvé que le Fenchone et le Camphre sont des inhibiteurs de I’AChE chez S. oryzae et T.
castaneum. De plus, plusieurs Monoterpénes agissent comme étant des inhibiteurs de I'AChE
(Grundy & Still, 1985 ; Ryan & Byrne, 1988), cette observation a été également enregistrée
par Hu et al. (2015) qui ont rapporté que le 1,8-Cinéole inhibe l'activité de I'AChE et
provoque une accumulation excessive d'ACh dans I'espace synaptique, ce qui pourrait étre
I'une des raisons de la mort des larves de Sarcoptes scabiei var. cuniculi. Selon Tong & Coat
(2010), le Carvacrol et le Pulégone, sont aussi des modulateurs positifs du récepteur GABA
chez la Blatte Americaine et la Mouche domestique. lls se lient aux récepteurs GABA
associes avec les canaux CI” situés sur la membrane post-synaptique des neurones et perturbe,
de ce fait, le fonctionnement des synapses GABA, causant ainsi des effets inhibiteurs sur le

systeme nerveux des insectes.

4.4.2. Effet sur Dactivité spécifique des GSTs

Au niveau biochimique, il existe différents types de biomarqueurs regroupés selon leur
fonction au niveau cellulaire. Les principaux biomarqueurs utilisés sont des marqueurs
enzymatiques comme la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion-S-transférase. Les
enzymes du systeme de détoxification sont beaucoup étudiées puisque leurs activités sont
susceptibles d’étre fortement modifiées aprés une exposition (Badiou, 2007 ; Dannau et al.,
2003). Les insecticides sont soumis a une panoplie de réactions enzymatiques visant a
détoxifier le produit initial et accélérer son excrétion. Les enzymes impliquées, se divisent en
2 groupes ; enzymes de la phase | dites les enzymes fonctionnelles (oxydase, réductase,
hydrolase) permettant de démasquer les éléments électrophiles des insecticides, conférant a la
molécule une augmentation d’hydrophilie, et les rendant moins toxiques, et les enzymes de la
phase Il dites les enzymes de la conjugaison qui fixent des dérivés endogenes hydrophiles
comme le sucre, les acides aminés (glutathion, glucoside, phosphate, sulfate ou acide
glycuronique) sur les groupements fonctionnels révélés en phase I. Ces enzymes de
conjugaison sont des transférases dont les plus connues sont les GSTs (Cassier et al., 1997).
Les GSTs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans 1’étape de conjugaison du
«glutathion réduit » a un grand nombre de xénobiotiques (Boyer, 2006 ; Morakchi-Kilani,
2007). Elles sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules, du corps gras et des

muscles alaires (Franciosca & Bergé, 1995 ; Haubruge & Amichot, 1998). Elles ont un réle
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important dans la détoxification de substances xénobiotiques et interviennent en catalysant la
conjugaison de ces substances avec le groupement thiol du glutathion endogene (Jakoby &
Habig, 1980). Ceci résulte en synthése d’un acide mercapturique qui est ensuite facilement
éliminable. Donc, le role majeur du glutathion est de convertir des composeés 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 (George,
1994), elles sont largement distribuées chez les organismes vivants, comme les Mammiferes,
notamment I’homme (Warholm et al., 1981) et chez les especes marines (Jakoby & Habig,
1980).

Nos résultats montrent une augmentation de I’activité spécifique des GSTs apres traitement
par les HEs extraites de la Menthe et du Laurier et ce comparativement aux témoins. De plus,
la Menthe est la plante qui a plus d’effet sur ce biomarqueur. L’étude de Zibaee & Bandani
(2010) realisée sur une plante médicinale, Artemisia Annua (Asteracea) montre des résultats
similaires a ceux obtenus dans notre étude. L’augmentation de 1’activité des GSTSs traduit une
mise en place du processus de détoxification qui est une forme de défense de 1’insecte contre
le pesticide (Clark, 1949). Des résultats similaires ont été signalés chez larves 4 de C. pipiens
apres traitement au Basilic, a la Menthe et a la Lavande (Dris et al., 2018) et aprés traitement
a I’Origan et au Thym (Bouguerra, 2019). Une augmentation de 1’activité des GSTs est
signalée chez Xanthogaleruca luteola traitée a 1’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 I’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 ’activité des GSTs chez les larves
de T. castaneum traitées a la CLsg, la CLsg et la CL7g de I’'HE d’Artemisia dracunculus avec
une relation dose-réponse. Nyamador et al. (2010) a réveélé que le traitement de deux espéces
de ravageurs, C. subinnotatus et C. maculatus, par I’huile de Cymbopogon giganteus par

fumigation, provoque une induction de I’activité des glutathion S- transférases.

L’application des extraits de plantes contre les insectes phytophages provoque une
induction de I’activité des GSTs (Yu, 1982 ; Vanhaelen et al., 2001). De plus, le traitement
des adultes d’E. integriceps par les extraits d’A. annua a induit une activation du systeme de

détoxification via une augmentation de la GST (Zibaee & Bandani, 2010). Les travaux de
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Vanhaelen et al. (2001) ont montré une induction de ’activité des GSTs chez Myzus persicae
et diverses espéces de Lépidopteres telles que Heliothis virescens, Trichoplusia ni et
Anticarsia gemmatalis. L'influence des substances allélochimiques des plantes sur l'activité de
la GST ne se limite pas aux herbivores et a également été observée chez plusieurs prédateurs
(Francis et al., 2000).

4.4.3. Effet sur le taux de la GSH

Le glutathion est un tripeptide non-protéique soluble dans 1’eau, constitué de trois acides
aminés ; glutamate, cystéine et glycine (L-y-glutamyl-L cysteinyl glycine), produit
naturellement dans le corps (Meister & Anderson, 1983), que l'on trouve en concentration
assez élevée (1-10mM) dans presque toutes les cellules vivantes (animales, végétales et
humaines) (Barbaro et al., 1997 ; Gauthier, 1997). Le glutathion, un biomarqueur non-
enzymatique, joue un role central dans le processus de défense intracellulaire. C’est le
principal systeme impliqué dans la détoxification des ions peroxyde et dans la lutte contre le
stress oxydatif (Gannage-Yared et al., 1998). Le glutathion existe sous deux formes, oxydee
GSSG et réduite GSH, et ses enzymes comprennent la glutathion peroxydase (GPx) et la
glutathion S-transférase (GST) qui sont impliqués dans la détoxification (Yu, 1994 ; Kizek et
al., 2004 ; Zehnalek et al., 2004). Un déficit en GSH expose les cellules a un risque de
dommage oxydatif. Grace a la fonction thiol (-SH) de la cystéine, le glutathion sous sa forme
réduite est un composé important pour le maintien de I'équilibre redox de la cellule. Cette
fonction thiol peut aussi fixer des fonctions électrophiles et sert donc a la détoxification de
nombreux pesticides qui contiennent une telle fonction (Habig et al., 1974). L'oxydation du
glutathion réduit se fait par le glutathion peroxydase et la réduction du glutathion oxydé par le
glutathion réductase (Gannagé-Yared et al., 1998). Certains insecticides agissent sur un
nombre trés limité d’espéces, en augmentant l'activité des différentes enzymes impliquées
dans la détoxification. En plus de la détoxication et la défense cellulaire, la GSH joue un role
dans les autres réactions cellulaires, comme la catalyse, le métabolisme, la transduction du
signal, I'expression des genes, la régulation des protéines, I'apoptose, et également empéchant
le dommage de I’ADN et les autres macromolécules par la réduction des ribonucléotides en
désoxyribonucléotides (Barbaro et al., 1997 ; Bounous, 2000). Le ratio GSH/GSSG doit étre
maintenu optimal dans la cellule car il est déterminant pour la survie. Une déficience de la
GSH provoque un risque de dégats oxydatifs pour la cellule, se traduisant par des troubles

pathologiques tels que le cancer et les désordres neuro-dégénératifs (Lagadic et al., 1997).
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L’analyse de nos résultats obtenus apreés dosage de la GSH chez les larves du quatriéme
stade de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspuis traitées aux huiles extraites de M. pulegium
et L. nobilis, révéle une diminution du taux de la GSH chez les séries traitées
comparativement aux séries témoins. L’huile de la Menthe qui a plus d’effet sur ce cofacteur.
Des résultats similaires ont été rapportés par Kiran et al. (2017), ou ils ont noté une réduction
du taux de la GSH chez C. chinensis et C. maculatus aprés traitement a I’HE (CLso) de
Boswellia carterii. Cette diminution a été également observée chez S. oryzae et R. dominica
traités a la CLsp de 1’huile de Gaultheria procumben (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. Dris et al. (2018) ont observé une
diminution de la GSH chez les larves 4 de C. pipiens et C. longiareolata traitées aux huiles du
Basilic, de la Menthe et de la Lavande. De méme, Bouguerra (2019) a noté les mémes
observations chez les larves de C. pipiens aprés traitement a 1’Origan et au Thym. La
diminution du glutathion peut étre expliquée par une consommation accrue de ce cofacteur

par les GSTs afin de détoxifier ces biopesticides.

4.5. Impact des HESs sur la croissance des moustiques

Le volume corporel des moustiques peut influencer quelques paramétres essentiels tels que le
volume du repas sanguin consommé, 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 des insectes dépend généralement de la présence de la nourriture dans leurs habitats,
des conditions environnementales et surtout des caractéres héréditaires de chaque espéce
(Braquenier, 2009). A cause de leur volatilité, les HEs et leurs constituants, essentiellement
les Monoterpénes, exercent des effets insecticides et réduisent ou perturbent la croissance de
I’insecte a différents stades de leur vie (Weaver et al., 1991 ; Konstantopoulou et al., 1992 ;
Regnault-Roger & Hamraoui, 1994).

Nos résultats montrent que le traitement par les HES cause une réduction des parametres
biométriques étudiés tels que le poids et le volume corporels des larves, avec un effet marqué
du Laurier sur A. caspuis et C. pipiens par rapport a C. longiareolata. L'hypothese de Chopa
& Descamps (2012) indique que la variation de la toxicité des HEs a I’égard des insectes
nuisibles est attribuée a la susceptibilité, au métabolisme, a la biochimie, aux réponses

physiologiques, et a la morphologie de ces insectes (taille du corps, texture et épaisseur de la
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cuticule). Les pesticides botaniques ont montré des effets délétéres sur la croissance et le
développement des insectes, en réduisant le poids des individus et I'allongement des stades de
développement (Shaalan et al., 2005 ; Talukder, 2006). Les résultats de Qin et al. (2010) ont
montré que I'huile essentielle de Piper sarmentosum et la Myristicine (composé majeur)
présentaient un effet inhibiteur sur la croissance et le développement de Brontis palongissima,
avec un effet plus marqué de la Myristicine. L’extrait éthanolique de Melia azedarach a réduit
la consommation et la digestibilité chez les larves de Spodoptera littoralis, induisant une
diminution du taux de leur croissance pondérale (Akacha et al., 2017). Par ailleurs, 1’extrait
d'éther de pétrole d’Artemisia annua a influencé le pourcentage d'éclosion larvaire et
nymphale et I'émergence des adultes et a diminué également l'indice de croissance des
individus (Sharma et al., 2006). Les mémes auteurs, ont montré une réduction de I’indice de
croissance chez C. quinquefasciatus apres traitement a 1’extrait méthanolique d’Azadirachta
indica, en diminuant la taille des pupes émergées, et en induisant un gonflement du
céphalothorax a la suite du déplacement du tissu hémolymphatique de I'abdomen au
céphalothorax (Sharma et al., 2009). Dris (2018) a noté que les HEs de L. dentata et M.
piperita provoguent une réduction des paramétres morphométriques des larves, des pupes et
des adultes males et femelles chez deux espéces de moustiques, C. pipiens et C.
longiareolata. Ainsi que, les travaux de Bouguerra (2019), ont révélé une réduction du poids
des larves de C. pipiens apres traitement aux huiles de T. vulgaris et O. vulgare.

4.6. Impact des HEs sur les réserves métaboliques des moustiques

Dans les études physiologiques, la détermination des protéines totales et de nombreuses
macromolécules chimiques, telles que les lipides et les glucides, est important. Les protéines
sont des composants biochimiques importants nécessaires au développement de I’organisme,
a sa croissance et a ses activités vitales (Lodish et al., 2005). Les résultats du dosage apres
traitement au Laurier et a la Menthe, révélent une réduction du contenu en protéines au cours
des temps testés et pour les trois especes étudiées avec un effet plus marqué du Laurier et chez
Aedes plus que Culiseta et Culex. Les mémes observations ont été faites chez C. pipiens et C.
longiareolata traités au Basilic, a la Menthe et a la Lavande (Dris et al., 2017), et chez C.
pipiens traité au Thym et a 1’Origan (Bouguerra, 2019). La diminution de la quantité de
protéines chez Glyphodes pyloalis traitées par des doses létales et sublétales d’HE de L.
angustifolia a eté également rapportée par Yazdani et al. (2014). Nos résultats concordent

avec un nombre important de recherches ou le traitement par les huiles essentielles provoque
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une réduction du taux de protéines chez les insectes (Smirle et al., 1996 ; Caballero et al.,
2008 ; War et al., 2011 ; Khosravi & Sendi, 2013). Les travaux d’Ali et al. (2017) et Huang et
al. (2004) ont montré également une réduction du contenu en protéines chez les larves de S.
littoralis traitées aux extraits d'Ail et de Citron et chez Choristoneura rosaceana traité a

I'azadirachtine.

Il a été rapporté que la réduction de ce contenu est un phénomeéne fréquent chez les insectes
apres traitement avec les composés toxiques (Nathan et al., 2008). La réduction de la teneur
en protéines chez les larves a été attribuée a un ou plusieurs facteurs, tels que la réduction de
leurs synthese ou augmentation de leurs dégradations pour détoxifier les principes actifs
présents dans les extraits de plantes ou les huiles essentielles (Vijayaraghavan et al., 2010).
De plus, cette diminution pourrait étre due a une dégradation des protéines en acides aminés
afin de s’insérer dans le cycle de Krebs comme acides cétoniques pour compenser les
dépenses d’énergie causées par le stress (Nath et al., 1999). Par ailleurs, la réduction de ces
réserves protéiques peut étre également due a l'adaptation physiologique de l'insecte a cet état
de stress causé par ces insecticides (Ribeiro et al., 2001) ou des mécanismes de synthese des
lipoprotéines indispensables pour former et renouveler les cellules et les tissus (Raisonnier,
2003). La réduction ou l'augmentation du niveau de protéines solubles totales peuvent
également étre attribuées aux changements dans la synthese de I'ADN, une diminution de la
synthese des protéines, a une faible assimilation des aliments et la faible absorption des acides
aminés (Askar et al., 2016).

Les HEs peuvent engendrer des perturbations biochimiques exprimées sur le plan quantitatif
par une augmentation ou un déclin en différents métabolites (protéines, glucides et lipides)
(Yazdani et al., 2014 ; Gnanamani & Dhanasekaran, 2017 ; Dris et al., 2018 ).

Les glucides, en tant qu'éléments énergétiques jouent un rdle crucial dans la physiologie
des insectes. Ils sont convertis en graisses et participent a la synthése des protéines (Chapman,
1998 ; Kaufmann & Brown, 2008). Nos résultats indiquent une réduction du taux de glucides
chez les larves de trois espéces de moustiques apres traitement aux HEs de deux plantes
étudiées avec I’effet le plus marqué du Laurier. Les mémes observations ont été faites chez C.
pipiens traité au Basilic (Dris et al., 2018), au Thym (Bouguerra et al., 2017), a 1’Origan
(Bouguerra, 2019), et chez C. pipiens et C. longiareolata traités a la Lavande et a la Menthe

(Dris, 2018). Les réserves de glucides sont également affectées par les huiles essentielles
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végétales (Sak et al., 2006). De plus, les travaux de Khosravi et al. (2011) réalisés sur la larve
de G. pyloalis traitée avec l'extrait d’A. annua révélent des résultats similaires avec une
réduction de ce paramétre energétique. Cet épuisement est d & une demande excessive

d'énergie et d'un métabolisme accru en raison de I'effet du traitement (Sancho et al., 1998).

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, 1985 ;
Van Hensden & Law, 1989). Les résultats obtenus au cours de notre étude révélent une
perturbation du contenu en lipides chez les larves traitées aux huiles essentielles des trois
espéces étudiées avec un effet plus marqué du laurier et une sensibilité d’Aedes par rapport a
Culex et Culiseta. Les mémes observations ont été faites chez C. pipiens trait¢ a 1’0.
basilicum (Dris et al., 2017), T. vulgaris (Bouguerra et al., 2017), O. vulgare (Bouguerra,
2019), et chez C. pipiens et C. longiareolata traités a la Lavande et a la Menthe (Dris, 2018).
L'épuisement des lipides apres traitement pourrait étre dd a une altération de leur synthése
(Klowden, 2007), a un dysfonctionnement hormonal indispensable pour le contréle du
métabolisme lipidique (Steel, 1985) et a la consommation accrue de cette réserve métabolique
(Sak et al., 2006). En général, la teneur en lipides du corps gras augmente continuellement
pendant la période larvaire des insectes holométaboles pour étre utilisée pendant la
métamorphose ainsi que pour fournir les réserves aux adultes pour soutenir le vol et
I’embryogénese (Arrese et al., 2001 ; Canavoso et al.,, 2001). Toute perturbation des
composés biochimiques a un effet direct et indirect sur les adultes émergés (Sak et al., 2006).
La diminution des lipides tissulaires sous I’effet du stress d’un insecticide pourrait étre due a
la formation de lipoprotéines utilisées pour réparer les dommages cellulaires et a
l'augmentation de la lipolyse (Steele, 1985 ; Lohar & Wright, 1993). Par contre, I’application
de I’azadirachtine chez B. germanica provoque une augmentation des lipides (Saci-Messiad,
2006).

Les lipides et les glucides sont les principaux déterminants de la survie larvaire et du
processus de syntheése de 1’hormone juvénile (Clements, 1999 ; Caroci et al., 2004). La
biosynthese de ces réserves au cours du stade larvaire chez les moustiques est importante pour
servir de précurseurs indispensables pour la métamorphose des larves en pupes et en adultes
(Timmermann & Briegel, 1999). Cela, suggere que la réduction de ces réserves métaboliques

larvaires peut empécher le processus de métamorphose larvaire, supprimant ainsi I'émergence
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des adultes. Plusieurs études ont démontré que les insecticides synthétiques et botaniques
peuvent modifier les concentrations de glucides, de lipides et de protéines chez différentes
especes d’insectes. Tarigan et al. (2016) montrent que les HEs de Cardamome, Cannelle et
Muscade diminuent le taux de protéines, de glucides et de lipides de deux especes d’insectes
ravageurs, Tribolium castaneum et Callosobruchus maculatus. Mémes observations ont été
signalées chez les larves de G. pyloalis traitées a I’extrait d’A. annua (Khosravi et al., 2011),
chez les larves d’Ephestia kuehniella traitées par les HEs de Teucrium polium (Lamiaceae) et
par l'a-pinéne (Shahriari et al.,, 2017), chez Helicoverpa armigera traité aux huiles
d’Azadirachta indica (War et al., 2013) et chez les larves de T. castaneum traitées a I’A.
foeniculum (Ebadollahi et al., 2013). Une réduction de ces parametres a été également
observée chez les larves de Plodia interpunctella aprés le traitement avec la CL3y d’HE
d’Artemisia khorassanica (Borzoui et al., 2016). Preet & Sneha (2018) étudient I’effet du
Neem a 1’égard des larves d’Ae. aegypti, ils signalent une diminution de 90% et 82% du
contenu en glucides et lipides respectivement aprés 24h de traitement comparativement aux
témoins. lls confirment que les moustiques sont capables d'ajuster leurs voies métaboliques en
fonction des besoins et des contraintes. La teneur en protéines, glucides et lipides chez les
larves de P. interpunctella et Helicoverpa armigera traitées par les concentrations subléthales
d’HE d’Artemisia annua est significativement diminuée aprés 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 des vers blanc Rhizotrogini. Askar et al.
(2016) signalent que I'application de I'nhuile de Girofle sur les adultes de trois espéces de
Sitophilus augmente le taux de lipides et protéines, en revanche, I'huile d'Anis réduit

significativement la teneur en protéines chez S. granarius et I’augmente chez S. oryzae.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les produits naturels restent toujours une source inépuisable de structures complexes et
diverses, qui peuvent avoir beaucoup d’applications, a savoir 1’industrie pharmaceutique,
I’industrie alimentaire, 1’industrie cosmétique, la parfumerie, etc... Les plantes synthétisent
plusieurs substances du métabolisme secondaire. Ces molécules exercent plusieurs effets chez
les insectes: répulsif, attractif, perturbateur du développement, inhibiteur de la reproduction,

etc...

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chez trois espéces de moustiques Culiseta
longiareolata, Culex pipiens et Aedes caspuis, I’effet des huiles essentielles extraites de
Mentha pulegium et Laurus nobilis, sur la mortlaité, la morphométrie, la composition
biochimique, et sur I’activité des biomarqueurs enzymatiques tels que I’acétylcholinestérase

(AChE) et les glutathion S-transférases (GSTs) et non enzymatique, le glutathion (GSH).

Les HEs extraites des deux plantes, Mentha pulegium (Lamiaceae) et Laurus nobilis
(Lauraceae) présentent des rendements de 1,56% et 1,86% respectivement. L’analyse
chimique de I’huile de la Menthe réalisée par la CPG-SM a révélé la présence de quatorze
¢léments avec 1’abondance des composés monoterpéniques dominés par le constituant
principal, le Pulegone (72,50%). Alors que I’huile du Laurier contient dix-neuf composants,

dominés par I’oxyde terpénique, 1,8-Cinéole (47,35%).

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer les concentrations létales (CLsy et
CLago) de ces huiles a 1’égard des larves du quatriéme stade nouvellement exuviées de Culiseta
longiareolata, Culex pipiens et Aedes caspuis. Ces huiles révelent un effet insecticide avec
une relation dose-réponse. L’HE de la menthe présente un pouvoir larvicide trés élevé contre
ces especes de moustiques comparativement au Laurier. De plus, A. caspius est I’espéce la

plus sensible aux traitements appliqués comparativement a C. pipiens et C. longiareolata.

L’évaluation de I’effet des HEs sur les biomarqueurs, indique qu’elles exercent une action
neurotoxique chez les larves de trois espéces, traduite par une inhibition de D’activité
spécifique de I’AChE. Cependant, ces huiles induisent 1’activation du systéme de

détoxification par le biais d’une augmentation significative de ’activité des GSTs et une
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diminution de la GSH au cours de la période testée, 24 et 48 et 72 heures apres traitement. La

Menthe est I’espece qui a plus d’effet sur ces biomarqueurs.

L’étude morphométrique montre que les HES extraites de deux plantes, perturbent la
croissance linéaire et pondérale des individus, en réduisant le volume et le poids corporel des
larves de C. longiareolata, C. pipiens et A. caspuis. De plus, une perturbation de la
composition biochimique (contenu en protéines, glucides et lipides) a été enregistrée chez les

trois especes, apres traitement avec les deux plantes avec un effet plus marqué du Laurier.

A T’avenir, il serait intéressant de compléter cette recherche en :

v" Evaluant ces huiles essentielles sur d’autres mécanismes de résistance, essentiellement
les enzymes de détoxications tels que les estérases, les monooxygénases a cytochrome
P 450 et la lactate déshydrogénase (LDH).

v Elucidant le mode d’action de ces substances sur la reproduction de ces insectes.

v’ Evaluant leur efficacité dans le milieu naturel en interaction avec les facteurs biotiques
et abiotiques

v" Comparer I’efficacité de ces huiles par rapport aux différents extraits, éthanolique,

méthanolique, éther de pétrole et extrait aqueux.
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VI. RESUME

L’objectif du présent travail est d’étudier la composition chimique et 1’activité biologique
des huiles essentielles de deux plantes, Mentha pulegium et Laurus nobilis a 1’égard de trois
especes de moustiques les plus abondantes dans la région de Tébessa, Culex pipiens, Culiseta

longiareolata et Aedes caspius.

Le rendement des HEs varie d’une plante a une autre et affiche des valeurs de 1,56 % pour
M. pulegium et 1,86% pour L. nobilis. L’analyse chimique de ces huiles par CPG/SM, a
révelé la prédominance des composés monoterpéniques avec Pulégone (72,50%) et 1,8-
Cinéole (47,35%) comme constituants majoritaires chez M. pulegium et L. nobilis

respectivement.

Les essais toxicologiques réalisés, ont révélé le pouvoir insecticide de ces HEs a 1’égard de
trois espéces de moustiques avec une efficacité marquée de la Menthe par rapport au Laurier.
De plus, C. longiareolata est I’espéce la plus sensible comparativement a Culex et Aedes.

Une fois les concentrations létales (CLsp et CLgg) sont déterminées, elles sont appliquées
sur les larves 4 nouvellement exuviées de trois especes, et leurs effets ont été évalués sur les
biomarqueurs, la morphométrie et les réserves énergétiques chez les individus témoins et

traités a différentes périodes, 24, 48 et 72 heures.

Les biomarqueurs révelent d’une part, un effet neurotoxique des huiles essentielles chez
ces trois especes de moustique, via une inhibition de P’activité spécifique de I’AChE et
d’autre part, une induction du systéme de détoxification par le biais d’'une augmentation des

GSTs et une diminution de la GSH.

Par ailleurs, le traitement par ces HES provoque une perturbation de la croissance et des
réserves énergétiques des individus. Cela est probablement di aux conditions de stress
imposées a ces insectes par le traitement et qui ont besoin d’un apport supplémentaire

d'énergie provenant du métabolisme glucidique et lipidique.

Mots clés : Moustiques, Huiles essentielles, C. longiareolata, C. pipiens, A. caspuis, M.

pulegium, L. nobilis, Toxicité, Biomarqueurs, Morphométrie, Réserves énergétiques.
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ABSTRACT

The present study was undertaken in order to determine the chemical composition and the
biological activity of the leaf essential oil of Mentha pulegium and Laurus nobilis cultivated
in Tebessa (Algeria) against three most abundant mosquito species, Culex pipiens, Culiseta

longiareolata and Aedes caspius.

The yield of HEs varies as function of plant and shows values of 1.56% for M. pulegium
and 1,86 % for L. nobilis. Chemical analysis of these oils investigated by GC-MS revealed the
predominance of monoterpene compounds with Pulegone (72,50%) and 1, 8-Cineole

(47,35%) as major components in M. pulegium and L. nobilis respectively.

Bioassay test revealed the insecticidal activity of these essential oils. Moreover, M.
pulegium EO appeared most toxic in comparison with L. nobilis and Aedes is the most

sensitive species compared to Culex and Aedes

Once the lethal concentrations (LCso and LCgqp) are determined, they are applied to the
newly moulted fourth instar larvae of three species, and their effects have been evaluated on
the biomarkers, the morphometric measurments and the energy reserves in the control and

treated larvae during different periods, 24, 48 and 72 hours.

The biomarkers revealed a neurotoxic activity and a stimulation of the detoxification

system as evidenced by an inhibition of AChE and an increase in GST and a decrease in GSH.

Furthermore, treatment with these essential oils causes a disturbance in the growth and
energy reserves of individuals. 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. Laurel oil is the treatment that has more effect on these parameters.

Keywords : Mosquitoes, Essential oils, C. longiareolata, C. pipiens, A. caspuis, M.

pulegium, L. nobilis, Toxicity, Biomarkers, Morphometry, Energy reserves.
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ABSTRACT

Mosquitoes are generally controlled by conventional insecticides which poses strong secondary effects on the environment. In this context, the
present study examines the chemical composition of the essential oil of Mentha pulegium (Lamiaceae) and its Larvicidal activity against the
two mosquito species Culex pipiens and Aedes caspius.

Culex pipiens and Aedes caspius larvae were collected in the year 2015 from untreated areas located at Tébessa (Northeast Algeria). Aerial
parts of Mentha pulegium were harvested during April 2015 from the Tebessa area. After the dryness, the plant material was subjected to
hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus. Chemical composition of the essential oil was determined using a gas chromatography-
mass spectrometry analysis. Toxicity test was made on the fourth-instar larvae according to the World Health Organization recommendations.
Gas chromatography-mass spectrometry analysis led to the identification of 14 components. Pulegone (72.50%), Eucalyptol (10.44%) and P-
menthone 2-ethyl-5-propyle (5.46%), are the major constituents. Biological test revealed that the M. pulegium essential oil exhibits a larvicidal

activity and A. caspius is more sensitive than C. pipiens larvae.

M. pulegium essential oils, constitute an alternative to the conventional insecticides for controlling mosquitoes.
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1. INTRODUCTION

Mosquitoes can transmit serious human diseases such as
malaria, dengue, filariasis, and yellow fever, which affect more
than 700 million people annually throughout the world
(Schaffner et al. 2001; Ghosh et al. 2012). To prevent the
proliferation of this arthropod and to improve the
environmental quality and public health, more attention has
been focused on botanicals, which are effective, eco-friendly,
biodegradable and inexpensive, and one of the possible
alternatives to synthetic insecticides (Choochate et al. 2005).
Previous studies have revealed larvicidal, pupicidal and
repellent activities of plant extracts against mosquitos (Shaalan
et al. 2005; Pavela et al. 2014; Rocha et al. 2015; El Akhal et al.
2015; El Akhal et al. 2016). More than 2000 plant species have
been known to produce secondary metabolites involved in pest
control programs (Ghosh et al. 2012). The members of the plant
families, Myrtaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Miliaceae,
Rutaceae, Cupressaceae, Zingiberaceae and Apiaceae, have been
examined for anti-insect activities (Onyambu et al. 2015).
Essential oils provide a rich source of biologically active
Monoterpenes and are well documented for the bioactivities
against the insect pests (Govindarajan, 2010). Some of the
essential oils with a promising mosquito control potential are
plants from genus Tagets spp (Dharmagadda et al. 2005),
Ocimum spp (Bhatnagar et al. 1993), Cymbopogon spp (Ansari
and Razdan ,1995), Mentha spp (Ansari et al. 2000), Thymus
vulgaris (Bouguerra et al. 2017; Dahchar et al. 2016). Mentha is

an important genus of Lamiaceae, which recognized for their
vital oils, medicinal uses and antimicrobial activity of different
species (Skaltsa et al. 2003). It consists of about 25-30 species
and most of them are grown in the temperate regions of
Australia, South Africa and the Eurasia region. Mentha pulegium
L. is a native of temperate Asia, Africa, and Europe (G.R.LN,
2010). The previous studies have reported that the various
Mentha spp. plant extracts exhibited the Larvicidal activity
against several mosquito species such as C. pipiens, C.
quinquefasciatus, A. aegypti, Anopheles stephensi and An.
tesselatus (Amer and Mehlhorn 2006; Koliopoulos et al. 2010;
Samarasekera et al. 2008; Sukumar et al. 1991; Traboulsi et al.
2002; Ambindei et al. 2017). C. pipiens and A. caspius are the
most interesting mosquito species in Algeria, particularly in the
Tebessa area (Tine-Djebbar etal. 2016). This present study aims
1/ to determine the chemical composition of the essential oils of
cultivated mint species largely used in Algeria. M. pulegium and
2/ to test their insecticidal activities against C. pipiens and A.
caspius.

2.  MATERIALS AND METHODS

2.1. Mosquito rearing

Culex pipiens Linnaeus, 1758 and Aedes caspius Pallas, 1771
larvae were collected in the year 2015 from untreated areas
located at Tebessa (Northeast Algeria). The larvae specimens
were morphologically identified according to the identification
keys of Brunhes et al. (2000) and Himmi et al. (1995). The pyrex
storage jars (80 by 100mm) containing 150 ml of tap water
were maintained at a 25 °C temperature and a photoperiod of
14:10 (L:D). The 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 four days.
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2.2. Plant Material

The Aerial parts of Mentha pulegium Linnaeus, 1753 were
harvested during April 2015 from the Tebessa area (Northeast
Algeria). Then, the plant parts were washed with tap water, to
eliminate soil and other surface contaminants. After the
dryness, at laboratory temperature and obscurity, the plant
material was cut into small pieces.

2.3. Extraction of the essential oils

100g of the air-dried aerial parts of Mentha pulegium were
subjected to hydrodistillation for 3 hours with 500ml distilled
water using a Clevenger-type apparatus. The oil obtained was
collected and dried over anhydrous sodium sulfate and stored
in a screw capped glass vials in a refrigerator at 4 °C prior to the
analysis. The yield based on the dried weight of the samples was
calculated (Bouguerra et al. 2017).

2.4. Gas chromatography-mass spectrometry

The essential oil of M. pulegium was subjected to a gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis using the
Perkin Elmer chromatography Autosystem GC. The column HP-
5 (Iength: 30m with an internal diameter of 0.25mm and a film
thickness of 0.25um) was used with helium as a carrier gas. The
GC oven temperature was kept at 60 °C for 1 minute and
programmed to 200 °C for 13 minutes. The injector’s
temperature was set at 250 °C. The sample was dissolved in
acetone. A volume of 1pl was injected for the GC-MS analysis.
The essential oil was analyzed in the Laboratory of
Pharmacognosy (Department of Pharmacy, Faculty of Medicine,
Batna).

2.5. Toxicity Bioassay

Bioassays were conducted as previously described (Boudjelida
et al. 2005). The essential oil of M. pulegium was added to the
treatment beakers at different final concentrations. The newly
ecdysed fourth-instar larvae of C. pipiens and A. caspius (< 8
hours old) were exposed to the different concentrations (50,
100, 250, 500, and 1000 ppm) for 24hours in accordance with
the World Health Organization (WHO) criteria (Anonym 1983).
The positive controls were exposed to ethanol (solvent) while
the negative controls were exposed to water only. Mortality was
registered after 24hours of treatment. The test was carried out
with 4 replicates containing 25 larvae each per concentration.
The mortality percentages obtained were corrected (Abbott
1925) and the toxicity data subjected to the probity analysis
(Finney 1971). The Lethal concentrations (LCso and LCso) and
95% confidence limits (95% CL) were estimated, and the slope
of the concentration-mortality lines was calculated (Swaroop et
al. 1966).

2.6. Statistical Analysis

The number of individuals tested in each series is given with the
results. The data are presented as the mean # standard
deviation (SD). The significance of the different series was
tested using the Student’s t test. All the statistical analyses were
performed using the 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

From the results of steam distillation, we found that the yield of
extraction of the essential oil of M. pulegium was 0.87£0.055 %
of the dry matter of the aerial part of the plant. This yield is
expressed in milliliters for 100g of dry matter. The obtained
yield in our experiments is lower than the EOs extracted from
the same species collected in Lavras, Brazil (2.54%) (Silva et al.

2015), in M'rirt (Morocco) (5.2%) (Amalich et al. 2016) and in
Reguiba, EI-Oued (South-East Algeria) (2.34%) (Ouakouak et al.
2015). Compared to the yield of pennyroyal harvested in
Moroccan North (1.9%) (Cherrat et al. 2014) and the one
obtained by Boughdad et al. (2011), the yield obtained in this
study is also higher. It is relatively comparable to other plants
industrially exploited as a source of essential oils like Artemisia
herba alba (0.59%) and Artemisia absinthium (0.57%)
(Derwich et al. 2009), Thymus vulgaris (1%) (Imelouane et al.
2009), Mentha pulegium and M. spicata (1% and 0.87%,
respectively) (Boukhebti et al. 2011). In contrast, Benayad
(2008) and Mahboubi and Haghi (2008) reported in the same
plantayield of 2.33% and 0.27 % respectively. However, the EO
yield obtained from 7 species of the genus Mentha ranged from
0.69% to 2.33% (Pavela et al. 2014) and the total yield for L.
stoechas is around 2.17% (Ben Slimane et al. 2015). Zantar et al.
(2015) show a greatest yield for M. pulegium (3.5%) and T.
vulgaris (3.6%). The high yield of EOs obtained during the full-
flowering period, is probably due to its ecological role in
attracting pollinators and in being an antifungal defense
mechanism (Verma et al. 2010). These percentages were similar
to those reported by Hmiri et al. (2011). In addition, the
difference in the yield of the Mentha essential oils with respect
to the geographical regions was reported (Abdullah, 2009).

3.2. Chemical composition of essential oil

The percentages and the retention times of the identified
compounds of EOs of M. pulegium are listed in Table 1 and
Figure 1. Fourteen compounds, representing 99.29% of the total
essential oil, were identified. The major component was
Pulegone (72.50%), other components present in the
appreciable contents were: Eucalyptol (10.44%), Menthone
(5.46%), Pentanone (3.78%), L- B Pinene (1.90%), Piperitenone
(1.51%) and Isopulegone (1.12%).

The literature data suggest that M. pulegium is a chemical
Polymorph species in both the qualitative and/or quantitative
composition (Kokkini et al. 2004). Compared to the published
data, the chemical profile obtained presented differences, but
also some similarities. 38 components were identified in the
essential oils of M. pulegium collected from Tunisia (Hafedh et
al. 2009) and Iran (Sardashti and Adhami 2013) and 16 from
Morocco (Benayad 2008). It has been found that the M.
pulegium L. oils from Bulgaria contains major components,
Pulegone (42.9-45.4%) (Stoyanova et al. 2005); from Uruguay;
pulegone (73.4%), isomenthone (12.9%) (Lorenzo et al. 2002);
from Egypt; Pulegone (43.5%), Piperitone (12.2%) (El-Ghorab,
2006); from Tunisia, Pulegone (41.8%), Isomenthone (11.3%)
(Mkaddem et al. 2007). Boukhebti et al. (2011) studies showed
three chemotypes of M. pulegium with the following major oil
components: Pulegone, Piperitenone, and Isomenthone.

The chemical composition of the Mentha pulegium L. oil has
been subjected to numbers of studies, which have shown a
difference in its constituents depending on the region of
cultivation and there have been some variations in the
constituents from the different countries (Boukhebti et al.
2011). Studies reported by Mahboubi and Haghi (2008) show
clearly that the M. pulegium essential oil contains the following
compounds: Piperitenone 33.0%, a-terpineol 4.7%, Pulegone
2.3% from which Piperitone was the major constituent (38.00
%). In contrast, Pulegone (88 %) was the main component in the
same plant analysed by Ouraini et al. (2005). In addition, the
results from Vian et al. (2008) present that Pulegone (83.70 %)
was the main component of the M. pulegium essential oil,
whereas, Hilan et al. (2007) found that menthol is the main
constituent (50%). The essential oils of M. spicata and M.
pulegium mainly consisted of oxygenated monoterpenes and
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carvone, menthol and menthone were the principal constituent
(Boukhebti et al. 2011).

Several reports revealed that the essential oil contents depend
not only on the temperature and relative humidity but also on
the duration of sunshine, air movement, and rainfall (Kastner
1969; Vernet etal. 1977). In the leaf essential oil Mentha spicata,
57 compounds and carvone (59.40%) is the major component,
with other components which was present in appreciable
contents such as: limonene (6.12%), 1.8-cineol, germacrene-D
(4.66%), B- caryophyllene (2.969%), B-bourbonene (2.796%),
a-terpineol (1.986%) and terpinene-4-ol (1.120%) (Boukhebti
et al. 2011). In other studies (Sokovi¢ et al. 2009), carvone
(49.5%) is also the major constituent, followed by menthone
(21.9%) and limonene (5.8%) of the extractable essential oils
from this plant species.

The GC/MS analysis of the Lavandula stoechas essential oil has
led to the identification of 20 components. Camphor (36.14%),
1,8-Cineole (25.16%), camphene (11.44%) and fenchone
(9.08%), were the major constituents of which (El Ouali Lalami
etal. 2016) 29 components representing 96.43% of the essential
oil extracted from Mentha spicata cultivated at Ghardaia were
identified with cis-carvone oxide, 1,8-cineole, cis-
dihydrocarvone, and limonene (5.80%) as the main
components (Laggoune 2016). Various factors as the
environmental conditions, the extraction technique, the drying,
the period and gathering sites, the plant age (Aberchane et al.
2001; Bourkhiss et al. 2009; Okoh et al. 2007; Bourkhiss et al.
2011), the concentration of the extract and the concentration of
its active components, can influence the performance and the
chemical composition of the extract.

3.3. Larvicidal Activity

In the present study, the dose-response relationship was
determined for the M. pulegium essential oil applied to a newly
ecdysed fourth instar larvae of C. pipiens and A. caspius (Table
2). The mortality was scored at 24 hours after treatment. With
probit, LCso was calculated as 38.75 and 28.16ppm, and LCoo was
85.91 and 53.75ppm for C. pipiens and A. caspius, respectively
(Table 3). A. caspius is the most sensitive species. After the
treatment, the intoxicated larvae showed a change in their
behaviour by sinking to the bottom of the jar and remain there
motionless until they died. Our results indicate that the M.
pulegium essential oils and their active components could be
developed as control agents against the mosquito larvae.

The efficacy of the botanical extracts against the population of
mosquitoes can vary depending on the plant species, age and
parts of the plant, the physicochemical characteristics and
chemical composition of EO, the environmental conditions, the
used extraction technique, the drying process, the period and
growing environment and the cultivation practices (Sukumar et
al. 1991; El Ouali Lalami et al. 2016). The insecticidal properties
of EO are very well documented (Traboulsi et al. 2002; Koul et
al. 2008; Pavela, 2008a; Pavela, 2008b; Urzua et al. 2010; Rossi
et al. 2012), and no development of resistance against the
botanicals has yet been reported (Sharma et al. 1992). In some
previous investigations, the effect of the essential oil and
extracts of the Mentha species of pests was reported (Regnault-
Roger and Hamraoui 1994; Pascual-villalobos and Robledo
1998; Mahmoudvand et al. 2011; Michaelakis et al. 2011)
especially against the mosquito's species (Sukumar et al. 1991;
Ansari et al. 2000; Traboulsi et al. 2002; Amer and Mehlhorn
2006).

The efficacy of the essential oils derived from the three Mentha
species, M. pulegium, M. piperita and M. spicata against C.
pipiens larvae, revealed that the M. pulegium and M. piperita
oils were the most toxic (LCso: 46.97 and 40.28ppm,
respectively) and Pulegone was the most effective (27.23mg/1)
among the major ingredients (Michaelakis et al. 2011).

According to the same author, Pulegone is 5-fold more active
than Piperitone, this differentiation probably stands on the
account of the location of the C-C double bond that these two
molecules contain. We assume that in Pulegone the C-C double
bond position on the chain group (isopropylidene versus
isopropyl group) enhances the toxicity. Thus, Cetin et al. (2006)
concluded that there was a high to the low lethal effect of the
extracts of Mentha pulegium against the mosquito larvae, with
LCso values of 81.0ppm and Koliopoulos et al. (2010) confirmed
the toxicity of Mentha ssp on the Culicidae larvae (C. pipiens).
The petroleum ether extract of Moringa Oleifera exhibited
higher activity compared to the other extracts with LCso values
of 9.22ppm and 15.82ppm against A. Gambiae and A. aegypti,
respectively (Nkya et al. 2014). Sayah et al. (2014) shows that
the essential oil of Citrus aurantium (bitter orange), Citrus
sinensis (orange) and Pistacia lentiscus presented an
interesting larvicidal activity against C. pipiens (LCso= 35, 64
and 62ppm and LCoo= 70, 120 and 160 ppm, respectively).
Eight out of the 22 essential oils (aniseed, calamus, cinnamon,
clove, lemon, orange, thyme, and tulsi oils) gave promising
results on the larvicidal activity against C. quinquefasciatus and
the clove oil was found to be the most toxic to the larvae (Ramar
et al. 2013). Cinnamon (Cinnamomum cassia), Sabina (Sabina
vulgaris), White camphor (Cinnamomum glanduliferum), and
Wintergreen (Liex chinensis) oils exhibited a larvicidal activity
against the dengue vector Aedes aegypti larvae (Shaalan 2009).
Prajapathi et al. (2005) found that the essential oils of the
various parts of the 10 medicinal plants showed the different
mosquitocidal activity against A. stephensi, A. aegypti and C.
quinquefasciatus. The phytoproducts possess different
bioactive components that can be used as general toxicants
against the various larval stages of mosquitoes (Shaalan et al.
2005).

4. CONCLUSION

In the present study, it can be concluded that the essential oil of
M. pulegium with pulegone, and eucalyptol as the major
constituents, was found to exhibit a potent larvicidal activity
against the C. pipiens and A. caspius larvae. Moreover, the M.
pulegium essential oil appeared to be more toxic against the A.
caspius larvae in comparison to the C. pipiens larvae. The
essential oils can greatly contribute to reducing both the
environmental chemicalisation and the population density of
the mosquitoes.
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B Sy Table 3. Larvicidal activity of Mentha pulegium oils against
- fourth instar of Aedes caspius and Culex pipiens after 24 hours
of treatment
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) C |y=3706x- (35.71- (70.71-
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Fig. 1. Typical GC-MS Chromatograms of M. pulegium essential
oils showing the separation of chemical components using HP-
5MS column (Area as a function of the time in min)

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

Pic | Compound | RT %
MONOTERPENES HYDROCARBONS
a- Pinene 6.33 0.26
f3- Phellandrene 7.44 0.38
3-Carene Bicyclo (3.1.0)
3 Hexane.4-Methyl-1-(1- 7.55 0.32
Methylethyl) Didehydro Deriv
5 L- B Pinene 11.90 1.90
13 D-Limonene 22.33 0.63
OXYGENATED HYDROCARBONS
4 Eucalyptol 9.38 10.44
6 P-Menthone 2-Ethyl-5-Propyle 14.09 5.46
7 2- Ethyl-5-Propylcyclo 1453 378
Pentanone

8 Menthol 14.87 0.68
9 Isopulegone 14.99 112
10 a- Terpineol 15.64 0.63
11 Pulegone 17.87 72.50
12 Piperitenone 21.99 151
14 Eugenol Methyl Ether 24.62 0.37
Total (%) 99.29

Table 2. Efficacy of essential oil of Mentha pulegium applied on
fourth instar larvae of Culex pipiens and Aedes caspius:
corrected mortality (m * SD. n = 4 replicates each containing 25

larvae).
. 12.5 25 50 75 100
Species P value
ppm | ppm | ppm ppm ppm
C. pipiens 5.38 % (24.27 +|54.00 £| 66.22 £ |{95.94 + ps
-pp 226 | 359 | 529 | 6.01 | 4.00 | 0.001
A caspius 16.33 | 28.77 | 57.55 | 91.83+ | 100 £ p<
-casp £6.63[+0.67|+134| 391 0.00 | 0.001
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1 Introduction

Mosquitoes can transmit serious human diseases such as
malaria, dengue, filariasis, and yellow fever, which affect
more than 700 million people annually throughout the
world. WHO has declared the mosquitoes as public enemy
number one (WHO 1996). To prevent this arthropod pro-
liferation and improve the environment quality and public
health, more attention has been focused on botanicals, which
are ecofriendly, cost effective, and one of the possible
alternatives to synthetic insecticides. Many studies on plant
extracts against mosquito have been conducted around the
world, and their larvicidal, pupicidal, adult emergence
inhibition and repellent activities have been reported (Pavela
et al. 2014; Rocha et al. 2015; El Akhal et al. 2015, 2016).
The Lamiaceae family is recognized for their vital oils,
medicinal uses and antimicrobial activity of different species
(Skaltsa et al. 2003). Mentha is an important genus of
Lamiaceae. Mentha pulegium L. is native to temperate Asia,
Africa and Europe (GRIN 2010). This present study aimed
to determine the chemical composition of essential oils of
cultivated mint species largely used in Algeria, M. pulegium
and to test their insecticidal activities against Ae caspius, the
most interesting mosquito species in Algeria, particularly in
Tebessa area (Tine-Djebbar et al. 2016).
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2 Materials and Methods

Mosquito rearing: Aedes caspius Pallas, 1771 larvae were
collected from untreated areas located at Tébessa (Northeast
Algeria). Larvae specimens were morphologically identified
according to identification keys of Brunhes et al. (1999) and
Himmi et al. (1995). Pyrex storage jars containing 150 ml of
tap water were maintained at 25 °C temperature and a
photoperiod of 14:10 (L:D). 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 four
days.

Plant Material and oil extraction: The aerial parts of
M. pulegium L. (Lamiaceae) were collected in April 2014 in
Tebessa (North East Algeria). 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.

Gas chromatography-mass spectrometry: The essential
oil of M. pulegium was subjected to gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) analysis using Perkin Elmer
chromatograph Autosystem GC. The column, HP-5
(Iength: 30 m with an internal diameter of 0.25 mm and a
film thickness of 0.25 pum) was used with helium as carrier
gas.

Toxicity bioassay: Newly ecdysed fourth-instar larvae of
Ae. caspius (<8 h old) were exposed to the different con-
centrations (50, 100, 250, 500, and 1000 ppm) of M. pule-
gium essential oil, Controls were exposed to water only.
Mortality was recorded after 24 h treatment. The mortality
percentages obtained were corrected (Abbott 1925) and
toxicity data subjected to probit analysis (Finney 1971).

503

A. Kallel et al. (eds.), Recent Advances in Environmental Science from the Euro-Mediterranean and Surrounding Regions,
Advances in Science, Technology & Innovation, https://doi.org/10.1007/978-3-319-70548-4_154



504
3 Results and Discussion

Chemical composition of essential oil: Fourteen compounds,
representing 99.29% of the total essential oil, were identified.
The major component was Pulegone (72.50%), other com-
ponents present in appreciable contents were: Eucalyptol
(10.44%), Menthone Pentanone (3.78%), L-f Pinene
(1.90%), Piperitenone (1.51%) and Isopulegone (1.12%).
Literature data suggests that M. pulegium is a chemical
polymorph species in both qualitative and/or quantitative
composition (Kokkini et al. 2004). Compared to published
data, the chemical profile obtained presents differences, but
also some similarities. 38 components were identified in the
essential oils of M. pulegium collected from Tunisia (Hafedh
et al. 2009) and Iran (Sardashti and Adhami 2013) and 16
from Morocco (Benayad 2008). Studies reported by Mah-
boubi and Haghi (2008) show clearly that M. pulegium
essential oil contains the following compounds: piperitenone
33.0%, o-terpineol 4.7%, pulegone 2.3% from which
piperitone was the major constituent (38.00%).

Larvicidal activity: The efficacy of phytochemicals against
mosquito larvae can vary significantly depending on plant
species and age of plant parts, EO physico-chemical charac-
teristics and chemical composition, the environmental con-
ditions, the used extraction technique and the drying process
(El Ouali Lalami et al. 2016). In some previous investigations,
the effect of essential oil and extracts of Mentha species on
pests was reported, especially against mosquito’s species
(Ansari et al. 2000; Traboulsi et al. 2002; Amer and Mehlhorn
2006). In our present study, dose-response relationship was
determined for M. pulegium essential oil applied to newly
ecdysed fourth instar larvae of Ae caspius. The mortality was
scored at 24 h after treatment. With probit, LC50 was cal-
culated as 28.16 ppm, and LC90 was 53.75 ppm for Ae
caspius. After treatment, intoxicated larvae showed a change
in their behaviour by sinking to the bottom of the jar and
remaining there motionless until they died.

4 Conclusion

In the present study, it can be concluded that the essential
oil of M. pulegium with pulegone and eucalyptol as major
constituents was found to exhibit potent larvicidal activity
against Ae caspius larvae. The essential oils can greatly
contribute to reduce both the environmental chemicali-
sation and the population density of mosquitoes.

F. Tine-Djebbar et al.
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