Ayl Al flagal) 4 i all &y ggeand
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

) &y el il 355
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE BADJI MOKHTAR- - Jbda Al daaly

ANNABA Llie

Bagji Mo~

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE
LABORATOIRE D’EXCELLENCE DE BIOLOGIE ANIMALE
APPLIQUEE

These En vue de I’obtention d’un Dipléme de Doctorat LMD
Domaine : SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
Filiere : SCIENCES BIOLOGIQUES
Specialité : BIOLOGIE ANIMALE

Intitulé
SN . _ _ A
Activités biologiques et physiologiques des huiles essentielles des
plantes a I’égard des adultes des moustiques.
\. Y

Présentée par : M"®. Amina YEZLI
Directeur de these : Pr. Hamid BOUDJELIDA Université Badji Mokhtar- Annaba

Devant un jury composé de :

Pr. Hinda BERGHICHE Présidente (UBMA) Annaba

Pr. Waffa HABBACHI Examinatrice (UBMA) Annaba

Pr. Kaouther HAMAIDIA  Examinatrice (UMCM) Souk-Ahras
Pr.  Lynda AISSAOUI Examinatrice (UFA) Setif

Année universitaire ;: 2023-2024




Remerciements

Au nom de Dieu le clément et miséricordieux, le grand remerciment revient au créateur tout
puissant de m’avoir donné la force, le courage et la volonté d élaborer ce travail.

Je tiens a exprimer mes sincéres remerciements @ Madame BERGHICHE Hinda Professeure
au Département de Biologie de ['Université Badji MoRhtar - Annaba, pour [honneur qu'elle
m'a fait en acceptant de présider ce jury. J'aimerais aussi exprimer ma gratitude pour son
engagement dans le domaine académique.

Ma profonde et sincére gratitude et reconnaissance s'adresse d mon directeur de thése
Monsieur BOUDJELIDA Hamid (Professeur et Directeur du Laboratoire d excellence de
Biologie Animale Appliquée, Université Badji -Mokhtar Annaba). Pour la confiance qu'il

m'a accordée en acceptant d'encadrer ce travail doctoral, en mettant a ma disposition ses
compétences dans le domaine de la recherche scientifique, je ne saurai le remercier pour sa
patience, sa disponibilité permanente et surtout pour ses conseils judicieux, qui ont contribué
a alimenter ma réflexjon pour mener a bien ce travail.

Jexprime ma sincére gratitude envers Madame Habbachi Waffa, Professeur a ['Université
Badji Mokhtar - Annaba, pour sa participation précieuse en tant que membre du jury.

Je suis trés reconnaissante envers Madame Aissaoui Lynda, Professeur a [Université de
Setif, pour avoir acceptée de juger cette these. Qu'elle trouve ici [expression de ma profonde
gratitude.

Mes plus vifs remerciements et toute ma considération @ Mme HAMAIDIA Khaouther
(Professeur a ["Université de Souk Ahras) qui a bien voulu accepter d’étre membre de ce
méme jury et de me faire ["honneur de juger ce travail.

Je tiens a exprimer ma profonde gratitude envers Monsieur le Professeur SOLTANI
Noureddine, ancien enseignant et chercheur a [‘Université de Badji Mokhtar d Annaba

Je suis trés reconnaissant envers tous les enseignants qui ont joué un role crucial dans mon
parcours universitaire. Leur engagement, leur expertise et leur soutien constant ont été une
source d'inspiration et de motivation.

Mes sentiments de reconnaissance et mes remerciements vont également aux
ingénieurs du laboratoire de Biologie Animale appliquée pour leur aide et leur disponibilité.



Je remercie chaleureusement mes colléques du Laboratoire d excellence de Biologie
Animale Appliquée, Université Badji-MoRhtar Annaba qui ont contribué de preés ou de loin
a la réalisation de ce travail, Merci a chacun d’entre vous pour votre engagement constant et

votre collaboration précieuse.

Je suis profondément reconnaissant envers M. SevRi ADEM, professeur a [université de

Cankin, Turquie, et M. Zeyad Adil Hameed, doctorant au méme établissement, pour leur

accueil chaleureux et leur précieux accompagnement tout au long de mon stage au sein de
leurs laboratoires.

Enfin, je remercie tous ceux qui m'ont apporté leur aide, de prés ou de loin, par leurs conseils,
leur soutien moral et leur encouragement. Votre contribution a été précieuse et je vous en
suis profondément reconnaissante.



Dédicace

A ma chére mére

Tu es la lumiére qui a guidé chaque pas de mon parcours académique. Tes encouragements
constants, ta sagesse infinie et ton amour inconditionnel ont été les piliers sur lesquels j'ai bati
ma these de doctorat. Chaque ligne, chaque découverte, chaque réussite, je te les dédie avec
tout mon cceur. Merci pour tout ce que tu as fait et continues de faire pour moi. Je suis qui je
suis grace a toi.

A mon cher pére

Ton soutien et ton appui sans faille ont été la boussole de mon parcours. Grace a toi, chaque
pas était sur, chaque obstacle surmontable. Cette réussite, je la partage avec toi de tout coeur.

A mon cher frére Mohamed

Ta présence aimante et ton soutien sans réserve ont été mes forces invisibles. Cette réussite est
aussi la tienne, un témoignage de notre lien indéfectible.
A ma chére tante Hassina

Ta bienveillance et ton soutien sans faille ont été les piliers de mon parcours. Chaque succes
porte I'empreinte de ton amour et de ton encouragement. Merci d'avoir été ma source

d'inspiration constante.

A ma Cheére grand-mere, Et a la mémoire de mes chers grands parents.



#% | Sommaire

Sommaire

1. INTRODUCTION. ...ttt sttt ettt et e et e s taeasaeate e st e anseeseesseeasseesseeaneeanseensee e 1
2. MATERIEL ET METHODES ..ottt sttt ae e e snaeannaens 6
2.1 Présentation de CUleX PIPIENS. ........ouiiiiiiiiieie ettt 6
2.2 Cycle de dEVEIOPPEIMENT .........iiiiiiiiie ittt bttt b e 6
2.3 Méthode d’échantillonnage ..................cooiiiiiiiiiiii e 8
2.4 Elevage au 1aDO0ratoire ..........cooiiiiiiiieie e 8
2.5 Présentation de ’espéce végétale (Myrtus COmMmUNIS L.) ...c..ooovvveiiieiiiie i 9
2.6 Extraction de ’huile essentielle...........................cccccciiiiii 11
2.7 CalCUl AU FENUEMENT ... eiii ettt e e s e et e et eeanteeessaeeeseeesnteeeanseeennneeans 12
2.8 Analyse de la composition chimique de PHE .................c.cccooiiii 12
e I 1 =1 A = U VA o] T [ SRRSO 13
2.10 ESSAI AUITICIAR .....vveee ettt sttt e e et e et e e srt e e e saaeenseaeaneeeenns 14
2. 11 TESE AR FEPUISION ..ottt r et e bt ene e e aneas 14
2.12 Extraction et dosage des MEtabONITES .........ccviiiiiiiiiiicie e 14
2.12.1 D0SAQE AES GIUCIABS ....c.vvviiiiee ittt ettt st et e e s rae e e sra e e e naaeas 15
2.12.2 D0SAQE AES HPIAES ....eeeiiiieiciie ettt e et e s 15
2.12.3 DOSAYE ABS PrOLEINES . ..eivvieitieecir et ete e st e e e e e st e e st e e et e e aste e e stbeeetaeesrbaeesraaeesseeeans 16
2.13 ANalyse deS BIOMANTQUEULS ........cciuiei e e itie st e e ete e s tte e st e e e e et e e st e e saeeessaaeabaeesnaaeanseaeans 16
2.13.1 Evaluation de ’activité de ’acétylcholinestérase...................cccccceeeeiiiiiiiiiinine e, 17
2.13.2 Dosage des glutathion S-transferases .........ccccvveiiiiiiiee e 18
2.13.3 Evaluation de la peroxydation lipidique Malondialdéhyde (MDA) .........ccccccovveennnen, 19
2.14 D0SAgE S PIOTEINES .....oei ittt sttt et e et e e et e e s rbe e e stbaeesneaeans 20
2.15 Détermination de I’indice d’épuisement des réserves nutritives...............ccccccceeviiiiinnnnnn, 20

2.16 Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur de la capacité de reproduction de
(O U | 1=t o] [0 T g SO SPRPPS 20
2.17 Traitement statistique des FESUITALS ...........cooiiiiiii i 21
T S U R I I TSP P PR 22
3.1 Rendement de I’huile essentielle du Myrtus communis L. .........cccoceeviiiiii i, 22
3.2 Analyse chimique de ’HE extraite du Myrtus communis L par CPG-SM............cccccecueeneenn 22
3.3 Evaluation de I’effet toxique de I'huile essentielle de M. communis a I’égard des larves ....25
3.4 Bi0 €SSA1 AGUITICIAR ......ooivviiiieiiie ettt et e e ae e e 28
S5 REPUISION ... e e e e e e e nrr e e ree e 31
3.6 Effets de THE du Myrtus communis sur le développement de Culex pipiens............ccc.cc..... 33
3.7. Effet de I'HE de M. communis sur les aspects morphologiques induits ...........c.ccccceeveeene. 36

3.8 Effets de PHE du Myrtus communis sur les métabolites...........cccoovvvieiiieiiieiie e 38



#% | Sommaire

3.8.1 Effet de ’HE du Myrtus communis sur le taux de glucides ............ccccoovviiiniiniienncnn 38
3.8.2 Effet de ’HE du Myrtus communis sur le taux de lipidesS..........ccccoovviiiiiiiiieniieneen 40
3.8.3 Effet de ’'HE du Myrtus communis sur le taux de protéines ............cc.cceeervvererienennens 43
3.9 Effets de ’HE du Myrtus communis sur I’analyse des biomarqueurs chez Cx. pipiens....... 45
3.9.1 Effets de PHE du Myrtus communis sur P’activité spécifique de I’acétylcholinestérase
(2O = TS SURUSPPSPRPRN 45
3.9.2 Effets de ’HE du Myrtus communis sur ’activité spécifique des Glutathion S-
TrANSTEIASES (GSTS) e veetiitieitietie sttt sttt b ettt b et bbbt b e bt bt ettt nbe et ene e 46
3.9.3 Effets de PHE du Myrtus communis sur le taux du malondialdéhyde (MDA).............. 48
3.10 Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur le potentiel de la reproduction de
(OB [ Qo101 PP P PP PRPPRTPPPPY 49
A DISCUSSION . ...t e e e e e e et e e e e e e e e s ettt e e e eaaaeeesastbareeeaaeeeaannnnnes 51
4.1. Rendement de I’huile essentielle de la plante du MyTte ..............ccoooveiiiiiieiicniieeese 51
4.2 Composition Chimique de I’huile essentielle du Myrtus COMmMuUNis .........c.ccccevveviveeiieeennen. 51
T 1 (=] UV od o PSS PSUPRURRRRI 52
O (=] A Lo [ ] o o - O SOPSUPRUSRR 53
4.5 BTt FEPUISIT ..ottt sttt aneas 53
4.6 Effets de PHE du Myrtus communis sur le développement de Culex pipiens....................... 54
4.7 Effet de I’huile essentielle du Myrtus communis sur les aspects morphologiques induits....55
4.8 Effets de 'HE du Myrtus communis sur les taux des métabolites............ccccoovvveviveiiieeennen. 56
4.9 Effets de 'HE du Myrtus communis sur les réponses des biomarqueurs.................cceenee. 57
4.9.1 Effet sur P’acétylcholineestérase (ACHE) .........ccccoviiiiie i 58
4.9.2 Effets sur Les glutathion S-transférases (GSTS).....cccccvvviiiieiiiie e 58
4.9.3 Effets sur le malondialdéhyde MDA ..........ccooo i 59
4.10. Effet de I’huile essentielle du Myrtus communis sur le potentiel reproducteur ................ 60
5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES ......oiiiiiiitii sttt 62
B. RESUMES.........coiititeieietete et ettt ettt ettt ettt ettt ettt e san et e et sasas 64
B.LRESUNME .....covviiieteee ettt ettt en e s et sttt ettt en s e e, 64
B. 2 ABST ART ottt b Rt h Rttt r e et et ne e aeennee e 66
B PP 68
7. REFERNCES BIBLIOGRAPHIQUE ........coiiiiiiiiieiie ettt 69

ANNEXE : PRODUCTION SCIENTIFIQUE.........ooiiiiii e 92



#% | Liste des figures

Liste des figures

Titre

Cycle de vie du moustique Culex pipiens (Photographie personnelle)

Page

Adultes Culex pipiens (x8) (Photographie personnelle)

Elevage au laboratoire (Photographie personnelle)

Myrtus communis (Myrtacea) (Photographie personnelle

10

QR WINF

Géographie de la zone de récolte du Myrtus communis (Photographie
personnelle)

11

(ep]

Appareil utilisé pour I’hydro-distillation (Photographie personnelle)

12

Conditions Opératoires de I’analyse par la Chromatographie Gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (Photographie personnelle)

13

Chromatogramme CPG-SM de I’huile essentielle extraite des feuilles de
Myrtus communis (abondance en fonction du temps de rétention en minutes)

22

Structure chimique de quelques composés majoritaires de I’'HE de M.
communis

24

10

Reépartition (%) des familles de molécules présentes dans la plante M.
communis

25

11

Toxicité de l'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des larves de
quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens a différentes
concentrations (ul/ml). Mortalité observée (%) (m = SD ; n = 3 répétitions
comportant chacune 25 larves). Les valeurs indiquées par la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes selon le test HSD a P
>0,05)

26

12

Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des larves de
quatrieme stade nouvellement exuvées de Cx. pipiens a différentes
concentrations (ul/ml). Mortalité corrigé en (%) : courbe concentration-
réponse exprimant la mortalité corrigée et le logarithme des concentrations

27

13

Effet adulticide (%) de ’'HE de Myrtus communis appliquée par fumigation a
différentes concentrations (ul/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes
de Culex pipiens,. (m £ SD ; n = 3 répétitions contenant chacune 10 adultes
femelles) : La courbe concentration-réponse représente le taux de mortalité
observé en fonction de la concentration logarithmique de I'huile essentielle de
Myrtus communis

29

14

Effet adulticide de ’'HE de Myrtus communis appliqué par fumigation a
différentes concentrations (pl/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes
de Culex pipiens: Evaluation des taux de mortalité chez les adultes femelles et
classification des concentrations a l'aide de ’analyse de HSD de Tukey

30

15

Activité répulsive de I'huile essentielle de Myrtus communis a différentes
concentrations contre le moustique Culex pipiens. (M = SD, n = 4 : contenant
40 adultes). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps
d'exposition indique une différence significative, et les différentes lettres
majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition indique une différence
significative (p<0.05)

32

16

Effet de I'HE de M. communis sur la durée du développement du 4¢me stade
larvaire (jours) de Culex pipiens ; apres traitement avec les concentrations

34




#% | Liste des figures

létales (CL50=329,5 pl/ml et CL90=737,6 pl/ml) : suivies de la méme lettre
indiquent une différence significative (P<0.05) (n = 10-35)

17

Effet de I'HE de M. communis sur la durée du développement nymphal (jours)
; aprés traitement avec les concentrations létales (LCs0=329,5 pl/ml et
LCe0=737,6 pl/ml) des larves du 4« stade de Culex pipiens (m+SD ;n=3
répétitions contenant chacune de 10-35). Les valeurs suivies de lettres
différentes sont significativement différentes p <0,05

35

18

Effet de 'HE de M. communis sur la durée du développement des adultes
(jours) ; apres traitement avec les concentrations létales (CLs50=329,5 pl/ml et
CL90=737,6 pl/ml) des larves du 4:-stade de Culex pipiens (m £+ SD ; n =3
répétitions contenant chacune de 10-35). Les valeurs suivies de lettres
différentes sont significativement différentes a p <0,05

35

19

Aspects morphologiques aprés traitement avec I’HE du M. communis chez Cx.
pipiens (A : Augmentation de la taille du thorax ; B : malformation faciale de
la nymphe ; C : démyélinisation et blocage de mue chez la nymphe ; D :
Noircissement de la pupe ; E : Noirciment de la pupe et blocage de ’exuviation
F, G : Blocage de la mue imaginale ; H : Augmentation de la taille de
I’abdomen et blocage de la ponte (Photographie personnelles)

37

20

Dosage des protéines : droite de régression exprimant I’absorbance en
fonction de la quantité d’albumines (ug) (R? coefficient de détermination)

38

21

Effet de 'HE de M. communis (CLsoet CLoo) sur les taux de protéines (pg/mg
de tissu) chez les larves du 4:«-de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m
+ SD, n = 6). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps
d'exposition indiquent une différence significative, et les différentes lettres
majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition indiquent une
différence significative (p < 0,05)

39

22

Dosage des glucides : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction
de la quantité de glucose (ug) (R? coefficient de détermination)

40

23

Effet de I’'HE de M. communis (CLso et CL90) sur le taux de glucides (ug/mg
de tissu) chez les larves 4éme de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m +
SD, n = 6 pour chague temps)

41

24

Dosage des lipides : droite de régression exprimant 1I’absorbance en fonction
de la quantité de lipides (ug) (R2 : coefficient de détermination)

42

25

Effet de ’'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur le taux de lipides (pug/mg de
tissue) chez les larves 4¢me de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m £
SD,n=6

43

26

Effet de ’'HE de M. communis (CLso et CL9o) sur le taux d’épuisement des
réserves énergétiques (%) chez les larves 4éme de Cx. pipiens au cours du
temps (Heures) (m + SD, n = 6)

44

27

Effet de 'HE de M. communis (CLso et ClLoo) sur 'ACHE (uM/mg de
protéines) chez les larves 4°™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m
+ SD, n = 6).

46

28

Effet de ’'HE de M. communis (CLso et CLoo) sur la GSTs (uM/mn/mg of
protéine) chez les larves du 4« de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m
+ SD, n = 6 ; pour chaque durée d'exposition)

47

29

Effet de 'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur le taux de la MDA (uM/mg
de protéines) chez les larves du 4°™ de Cx. pipiens aux cours du temps
(Heures) (m + SD, n = 6 pour chague temps)

49




#% | Liste des figures

30

Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur la fécondité (Nombre
d’ceufs pondus par les femelles) des femelles émergées de larves au quatrieme
stade traitées de Cx. pipiens (n = 10 femelles ; durée =30 jours).* = p<0.05

50




#% | Liste des tableaux

Liste des tableaux

Titre

Réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des glucides.

Page
10

Réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des lipides

11

Réalisation de la gamme d'étalonnage pour le dosage des protéines.

11

Rendement et propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle extraite de
Myrtus communis

22

Analyse chimique de l'huile essentielle des feuilles de Myrtus communis
identifiée par CPG/SM

23

Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des larves de
quatrieme stade nouvellement exuvées de Cx. pipiens a différentes
concentrations (ul/ml). Mortalité observée (%) (m = SD ; n = 3 répétitions
comportant chacune 25 larves)

26

Détermination des concentrations léthales (ul/ml) et leurs intervals de
confiance 95% de I’huile essentielle de Myrtus communis a I’égard des larves
de quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens

27

Analyse de la variance a un critére de classification (m + SD ; n = 3 répétitions
contenant chacune 25 larves stade 4 nouvellement exuviées) : Toxicité de
I'huile essentielle de Myrtus communis a I’égard des larves de quatriéme stade
nouvellement exuviées de Cx. pipiens a différentes concentrations (pl/ml)

28

Effet adulticide de ’'HE de Myrtus communis appliquée par fumigation a
différentes concentrations (l/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes
de Culex pipiens, Mortalité observer en (%) des adultes. (m £ SD ; n =3
répétitions contenant chacune 10 adultes femelles)

29

10

Effet adulticide de ’'HE de Myrtus communis appliqué par fumigation a
différentes concentrations (l/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes
de Culex pipiens: Evaluation des taux de mortalité et classification des
concentrations de mortalité des adultes (CL en pul/ml d’air) et leurs intervalles
de confiance a 97%

30

11

Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des adultes
femelles de Cx. pipiens a différentes concentrations (ul/ml) : Analyse de la
variance a un critere de classification (m £ SD ; n = 3 répétitions contenant
chacune 10 Adulte femelle)

31

12

Activité répulsive de I'huile essentielle (HE) de Myrtus communis a différentes
concentrations contre le moustique Culex pipiens. (m % = SD, n = 4 :
contenant 40 adultes). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme
temps d'exposition indique une différence significative, et les différentes
lettres majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition indique une
différence significative (p<0.05)

32

13

Analyse de la variance a deux critere de classification (m = SD ; n = 4
répétitions contenant chacune 40 Adulte femelle) : Activité répulsive de I'huile
essentielle (HE) de Myrtus communis a différentes concentrations a I’égard de
Culex pipiens

33




#% | Liste des tableaux

14

Effet de 'HE de M. communis sur la longévité des stades de développement
(jour) apres traitement (CL 50 et CL90) des larves du 4éme stade de Culex
pipiens (m = SD ; n = 3 répétitions contenant chacune de 10-35). Les valeurs
suivies de lettres différentes sont significativement différentes a p <0,05

34

15

Analyse de la variance a deux critéres de classification : Effet de I’'HE de M.
communis (CLso et CLgo) sur le taux de proteines (Lg/mg de tissu) chez les
larves 4°™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m = SD, n = 6)

39

16

Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur
le taux de glucides (ug/mg de tissu) chez les larves 4™ stade de Cx. pipiens
au cours du temps (Heures) (m £ SD, n = 6 ) durant le traitement par I’HE de
M. communis (CLso et CLago).

41

17

Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur
le taux de lipides (ug/mg de tissu) chez les larves 4éme stade de Cx. pipiens
au cours du temps (Heures) (m = SD, n = 6) durant le traitement par I’'HE de
M. communis (CL50 et CL90)

43

18

Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, traitement) le
taux d’épuisement des réserves énergétiques (%) chez les larves 4™ stade de
Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m = SD, n = 6) durant le traitement
par ’'HE de M. communis (CLsg et CLgo).

45

19

Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, traitement) sur
I’activité de I’acétylcholinestérase. Chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours
du temps (Heures) (m £ SD, n = 6) durant le traitement par 'HE de M.
communis (CLso et CLgg)

46

20

Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, traitement) sur
I’activité de la glutathion s transférase chez les larves 4éme stade de Cx.
pipiens au cours du temps (Heures) durant le traitement par 'HE de M.
communis (CL50 et CL90)

48

21

Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, traitement) sur
I’activité de la molandialdheyde (LM/ mg de protéines) chez les larves 4éme
stade de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) durant le traitement par I’'HE
de M. communis (CL50 et CL90)

49

22

Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur certains parametres de
reproduction chez les femelles adultes issues des larves du quatrieme stade
traitées de Cx. pipiens ((m + SD, n= 3 comportant chaque une 10 femelles)

50




INTRODUCTION




e Introduction

1. INTRODUCTION

Les moustiques, 1’un des insectes hématophages les plus dangereux au monde sont
reconnus comme des insectes medicalement pertinents, qui transmettent de nombreuses
maladies infectieuses aux humains et autres animaux par le biais de pathogenes et de parasites
(Ragavendran et al., 2024). Les maladies transmises par les moustiques sont responsables
d'environ d’un million de décés chaque année dans le monde, notamment dans les régions
endémiques (Yang et al., 2020; Sangeetha et al., 2021 ; OMS 2023). |l est estimé que chaque
année, environ 50 millions d'infections par la dengue se produisent (Huang et al., 2020).
Selon ’'OMS ces maladies, pourraient toucher plus de 40 % de la population mondiale d'ici
2050, dont la moitieé seront exposes a la transmission d'arbovirus (Shaw et Catteruccia, 2019 ;
Jone et al., 2021). En raison du manque de vaccins et l'absence de traitement pour ces
maladies, les mesures de prévention se focalisent sur la lutte contre les populations de
moustiques larvaires et adultes a l'aide d'insecticides et de répulsifs qui ont été juges les plus

efficaces pour limiter leurs prolifération (Jone et al., 2021).

Culex pipiens est le moustique domestique le plus répandu en Algérie, avec une forte
répartition dans les zones urbaines. Une étude systématique des culicidés, dans le nord-est de
I'Algérie (région d'Annaba), a révélé une abondance de 55,83 % de cette espece et sa présence
a été enregistrée toute l'année en raison de l'augmentation de la température due aux
changements climatiques (Arroussi et al., 2021). L'élévation potentielle de la température
mondiale de I’ordre de 3,5°C accroit les probabilités de survie de diverses maladies, en

particulier celles transmises par ces derniers (\Wong et Jim, 2016).

Les moustiques sont parmi les insectes les plus adaptables, opportunistes, anthropophiles
et domestiques, ayant une activité hématophage quotidienne, et leurs succés adaptatif est lié a

des environnements domestiques ou péri-domestiques favorables, incluant des zones de

1
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reproduction dans 1’eau, une croissance rapide et des ceufs qui résistent a la déshydratation
(Ma et al., 2023). Les facteurs tels que le mauvais assainissement, les méthodes agricoles,
l'urbanisation rapide, la gestion de Il'eau et la déforestation jouent un réle crucial dans la
résistance des moustiques (Choudhury et Gupta, 2017). Ces caractéristiques posent des

obstacles a la bonne gestion de cet insecte.

Les insecticides synthétiques et neurotoxiques sont couramment utilisés pour controler
les moustiques (loannou et al., 2021). Cependant, l'utilisation intensive et répétée des
pesticides conventionnels pour le contr6le des moustiques a eu un impact négatif sur les
organismes non ciblés et sur I'environnement. Ces derniers causent une accumulation de ces
composés dans I'environnement qui pourrait causer des dommages a I'écosysteme en affectant
les plantes aquatiques et les animaux (Hashimi et al., 2020), sans oublier le colt opérationnel
élevé de la prévention de la contamination environnementale lors de I'utilisation d'insecticides

synthétiques pour le contrdle des vecteurs (Sgheir et al., 2023).

Les produits synthétiques sont utilisés depuis 1950 et sont efficaces a faible dose.
Cependant, en raison des préoccupations concernant les effets secondaires, la toxicité
écologique et l'apparition de résistances dans certains secteurs, il y a eu un regain d'intérét
pour les répulsifs naturels et respectueux de l'environnement a base de plantes (lovinella et
al., 2022).

Dans ce contexte de lutte intégrée contre les ravageurs et les vecteurs de maladies, en
raison du développement rapide de la résistance des insectes et de l'augmentation de la
pollution environnementale, l'utilisation des insecticides conventionnels n'est plus encouragée
(Sanei-Dehkordi et al., 2022).

De ce fait I'usage des organochlorés a considérablement diminué a partir des années 1970
dans différentes régions du monde, ce qui a conduit au retrait de plusieurs de ces composés du
marché mondial des pesticides (Sanei-Dehkordi et al., 2021). Depuis, les entreprises
agrochimiques ont développé et commercialisé des substances synthétiques a faible impact

environnemental pour remplacer les pesticides conventionnels (Ma et al., 2023).

En méme temps que ces avancées, l'intérét pour l'utilisation de substances naturelles a
renoué avec le devant de la scéne. Ces derniéres sont soit d’origine animale, végétale ou
encore microbienne (Pavela et al., 2016). Les huiles essentielles (HES) sont testés contre

différents ordres d'insectes (Yang et al., 2020). Selon des constats récents, les insecticides
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d'origine botanique sont de plus en plus utilisés comme alternatives sires aux insecticides
chimiques et synthétiques conventionnels pour le contréle des moustiques dans le secteur de
la santé publique, de maniere durable et écologiquement responsable (Zahoor et al., 2020).
Les produits naturels sont économiques, respectueux de I'environnement, disponible dans les

pays en développement (Benelli et al., 2018).

Les huiles essentielles végétales sont des composés organiques odorants volatils (COV)
avec des constituants a saveur/parfum et immédiatement sublimant ou évaporant provenant de
différentes parties des plantes (Mun et Townley, 2021). Ces mélanges complexes sont
généralement riche en monoterpenes/sesquiterpénes et se caractérisent par leurs composants

majeurs, qui influencent principalement leurs propriétés biologiques (Pavela et al., 2017).

Diverses familles de plantes ont montré une activité insecticide, en raison de la présence
notable d'huiles essentielles et de leurs composés principaux, contre les insectes vecteurs
(Bendjedid et al., 2022). Les dérivés de plantes ont été testés et utilisés comme agents
ovicides, larvicides, adulticides et répulsifs contre les insectes et les résultats ont montrés des
alternatives prometteuses (Puki” et al., 2023). En outre, il a éte démontré que I'exposition a
des mélanges divers de composes biosynthétiques différents présents dans les extraits de
plantes peut retarder la résistance. (Isman, 2000). En raison du mélange d'ingrédients actifs
avec des modes d'action multiples, la résistance aux HEs peut se développer plus lentement

que celle envers les insecticides synthétiques (Park et Tak, 2016).

Ainsi, les HEs pourraient éventuellement remplacer les insecticides chimiques dans le
contr6le des arthropodes d'importance médicale et agricole (Campos et al., 2019), Les
composeés allélochimiques issus d'extraits de plantes ont un effet significatif sur les insectes, et
sont souvent employés comme une approche alternative et complémentaire aux insecticides

organiques (Dubey, 2011).

Les HEs aux propriétés répulsives contiennent souvent du citronellal, du limonéne et de
I'a-pinene, des recherches récentes ont démontré que certains d’entre eux entrainent
l'activation des récepteurs olfactifs dans les sensilles antennaires des moustiques. La
plateforme de criblage des répulsifs basée sur la détection des odeurs pourrait offrir une
nouvelle approche pour créer des répulsifs avec des mécanismes d'action uniques contre les
arthropodes (Sritabutra et Soonwera 2013; Ahmadi et al., 2017).
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Par conséquent, les huiles essentielles (HEs) d'origine végeétale, qui possédent de fortes
qualités répulsives et une toxicité minimale pour l'environnement et I'homme, ont été
explorées comme substitut aux insecticides synthétiques traditionnels (Nerio et al., 2010 ;
Khanikor et al., 2013). Aprés avoir examiné plus de trois mille HEs provenant de différentes
plantes, environ dix pour cent dentre elles sont commercialisées comme insecticides et

répulsifs potentiels (Mihajilov et al., 2014).

D'apres Haubruge et Amichot (1998), En contact avec les insectes, les huiles essentielles
pénetrent dans leur organisme et perturbent le fonctionnement biologique en atteignant
rapidement ou non le niveau cellulaire des enzymes et des protéines concernées. La présence
des lipides amplifie leur impact sur les fonctions métaboliques, biochimiques, physiologiques

et comportementales cruciales des insectes (Nishimura, 2001 ; Aouadi et al., 2020).

Néanmoins, l'efficacité des insecticides biologiques peut étre affectée par divers facteurs,
notamment les conditions environnementales, la forme physique des moustiques, leur
résistance a l'insecticide, les composants de la plante utilisée, les solvants employeés lors des
étapes d'extraction, la dose d'insecticide et la durée d'exposition. Un taux de mortalité
inférieur a 98 % peut indiquer une résistance, qui devrait étre confirmeée par des analyses

biochimiques et moléculaires (Deletre et al., 2019).

La famille des Myrtaceae, a été évaluée pour ses propriétés médicinales et aromatiques
(Tuberoso et al., 2010), elle est composée de nombreuses especes, peut étre explorée pour son
potentiel bioinsecticides (Pratiwi et Nurlaeni 2021).  L'établissement des propriétés
insecticides, associé a une sécurité toxicologique démontrée et a une biodégradabilité facilitée
par les mécanismes naturels des écosystemes (Silv'erio et al., 2020), impose la nécessité de
recherches plus approfondies sur les huiles essentielles pour le développement

d'insecticides/répulsifs (Silva et al., 2022).

Myrtus communis, est une espéce médicinale et aromatique qui est endémique de la
région méditerranéenne (Tuberoso et al., 2010). Des études précédentes ont confirmé que M.
communis posséde des propriétés antibactériennes, antifongiques (Aissaoui et al., 2024 ;
Hayani et al., 2024), anti-inflammatoire (Belahcene et al., 2023), Anti-protozoaires
(Belmimoun et al., 2016), antiparasitaires et antispasmodiques (Shaapan et al., 2021). Anti-
génotoxiques et antimutagénes (Hayder et al., 2003 ; Hassan et al., 2020), anti-oxydantes

(Hennia et al., 2019) et Hypoglycémiques (Tas et al., 2018 ; Talebianpoor et al., 2019), ainsi
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que d'autres utilisations médicales (Roozitalab et al., 2022 ; Benddine et al., 2023 ; Giuliani et
al., 2023).

C’est dans cette optique que se situe I’intérét de cette étude, de découvrir et de saisir le

mécanisme d'action de [I'huile essentielle d’une plante aromatique endémique myrtus

communis, valoriser son activité insecticide et évaluer son effet comme produit alternatif aux

pesticides conventionnels dans le controle d’un insecte a intérét médicale Culex pipiens dont

les objectifs principaux se résument dans les volets suivants :

>

A\

Caractérisation quantitative et qualitative de la composition chimique d’huile
essentielle de Myrtus communis par (CG-SM)

L’activité insecticide (larvicide et adulticide) a permis de déterminer les
concentrations de mortalités Iétales et sublétales.

Effet répulsif de I’huile essentielle de Myrtus communis.

Développement et aspects morphologique induit

Analyse des réponses biochimiques de différents biomarqueurs de neurotoxicité
acetylcholinestérase (AChE), de détoxification des Glutathion S-Transférases (GSTs)
et de la peroxydation lipidiqgue malondialdehyde (MDA).

Evaluation des effets de I’huile essentielle sur les variations des réserves d'énergie
(glucides, lipides et protéines) indiquent une altération I’indice d‘puisement
énergétique.

La capacité de reproduction.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Présentation de Culex pipiens

Les moustiques, sont des insectes hématophages. La famille des Culicidés renferme
approximativement 3500 espéces et 41 genres décrits a travers le monde (Berchi et al., 2012).
IIs sont largement dans les zones urbaines représentés par le moustique domestique Culex

pipiens (Arroussi et al., 2021). La classification taxonomique selon Linné (1758) :

e Reégne: Animalia
e Embranchement : Arthropoda

e Sous-embranchement : Hexapoda

e Classe: Insecta

e Ordre: Diptera

e Sous-ordre : Nématocera

e Famille: Culicidae

e Sous famille : Culicinae

e Genre: Culex

e Espece: pipiens (Linné, 1758)

2.2 Cycle de développement

La vie du moustique s’étend de 12 a 20 jours (Carnevale et al., 2009), et passe par de
nombreux stades de développement, divisés en deux stades (Yeed et al., 2004). Les ceufs, les

larves et les nymphes sont aquatiques alors que I’adulte a une vie aérienne (Bendali et al., 2001)
(Fig. 1).
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Figure 1. Cycle de vie du moustique Culex pipiens (Photographie personnelle)

Eufs : La femelle s’accouple une seule fois durant sa vie, (Schaffner et al., 1992), suite a
I'accouplement, qui a lieu peu apres I'émergence, les femelles fécondées déposent (pondent) les
ceufs (Bendali, 1989) a la surface de I'eau en nacelle (Urquhart et al., 1996). Les ceufs de forme
cylindriques nouvellement pondus sont de couleurs blanchatres mais deviennent gris ou noirs

avec le temps (Rhodain et Perez, 1985).

Stade larvaire : Le stade larvaire dure environ 10 jours et I’évolution de la larve passe par
4 stades de développement, séparés par une mue qui lui permet de passer de 2 a 12 mm
(Lenormand, 1998).

Stade nymphal : Le stade nymphal est un stade de transition au métabolisme extrémement
actif, au cours duquel I'insecte subit de trés profondes transformations morphologiques et
physiologiques qui I’ameénent du stade larvaire, aquatique et saprophyte, a la forme adulte,

aerienne et habituellement hématophage chez les femelles (Alayat, 2012).

Stade adulte : La forme adulte, ou imago, du moustique mesure entre 3 et 10 mm de
longueur selon I’espéce. Les femelles se distinguent facilement des males qui présentent des
antennes plumeuses au niveau de la téte (Fig. 2). Les femelles possedent de plus, de longues

piéces buccales caractéristiques de type piqueur suceur (Harbach, 2007).
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Figure 2. Adultes Culex pipiens (x8) (Photographie personnelle).

2.3 Méthode d’échantillonnage

Les récoltes des larves sont réalisées dans des gites situés dans la commune de Sidi
Ammar. Le prélevement des larves a éte realiseé a I'aide d'une louche plongée dans I'eau du gite,
on deplace la louche d'un mouvement uniforme en évitant les remous, base sur la méthode de
dipping pour la collecte (Croset et Silver, 2008). La récolte des larves est faite dans des bacs en
plastique puis transvasées dans des bouteilles en plastiques de cinq litre remplies d'eau de gite.

Une fois au laboratoire, les larves sont placées dans des récipients.

2.4 Elevage au laboratoire

L'élevage de moustiques a été effectué selon les conditions de laboratoire (Fig .3). Une
température moyenne de 24,25 + 1,47 °C (Kirby et Lindsay, 2004), une photopériode
quotidienne de 14 a 10 heures et une humidité relative de 55 %. L'eau est renouvelée deux fois
par semaine (Bendali et al., 2001).
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Figure 3. Elevage au laboratoire (Photographie personnelle).

2.5 Présentation de I’espéce végétale (Myrtus communis L.)

Myrtus communis, également connus sous le nom de Myrte ou « A'Rihéne » en Algérie,
est un type de plante a fleurs appartenant a la famille des Myrtaceae, elle englobe 145 genres et
plus de 5500 especes (Mir et al., 2024). Le genre Myrtus comprends des plantes a fleurs qui

regroupent environ 16 espéces (Bugarin et al., 2024).

Le Myrte est décrit par Linnaeus en 1753, sa classification taxonomique botanique est la

suivante :

e Regne : Plantae

e Sous régne : Tracheobionta

e Embranchement : Mangnoliophyta

e Sous embranchement : Magnomiophyta
e Sous classe : Rosidea

e Ordre : Myrtales

o Famille : Myrtaceae

e Genre : Myrtus

e Espéce : communis L.
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C’est un arbuste ou petit arbre sclérophylle, mesurant de 1,8 a 2,4 metres de hauteur, avec
un feuillage étroit et une écorce profondément fissurée (Matsehorova et Odyntsova, 2024). Les
branches d'un myrte authentique se distinguent par leurs formes pleines et serrées, recouverte
d'une épaisse couche de feuilles persistantes, qu'elles soient ovales ou lancéolées (Mourra et
al., 2023). Cette espece est une plante trés aromatique en raison de la forte teneur en huile
essentielle dans ses glandes foliaires, florales et fruitiéres (Aissaoui et al., 2024). Elle posséde
des fleurs solitaires axillaires blanches ou rosées, suivies d'une baie noire a plusieurs graines,

de forme sphérique et de couleur rouge foncé a violette (EI Hamadi et al., 2024) (Fig. 4).

Figure 4. Myrtus communis (Myrtacea) (Photographie personnelle).

Le myrte (M. communis L.) est une plante médicinale endémique de la flore
méditerranéenne. La plante pousse abondamment du nord-ouest a I'est de la Méditerranée, y
compris dans les pays limitrophes et en Asie occidentale, ainsi que dans les régions égéennes
(Baytop 1997). Cette plante est également distribuée en Amérique du Sud, dans le nord-ouest
de I'Himalaya et en Australie (Romani et al., 1999). En Algérie, on peut trouver le Myrte dans
les foréts de chéne et de pin d'Alep, du Tell et la cote (Mohammadi et al., 2021). On peut le
trouver en grande quantité dans la région d'Annaba, notamment a Séraidi. Dans le Hoggar et le
Tassili, on trouve une autre espece (Myrtus nivellei L.), dont les feuilles sont tres prisées par les
Touaregs (Bouzabata, 2015). Cependant, plusieurs botanistes ne considérent pas M. nivellei
suffisamment distinct pour étre considéré comme une espéce a part entiere. 1l est répertorié

comme une espece en danger (Ebrahimabadi et al, 2016).

10



. | Matériel & Méthodes

36°55'20°N

36°54'40"N

Figure 5. Geéographie de la zone de récolte du Myrtus communis (Photographie personnelle).

Les vertus du Myrte vont bien au-dela de la simple odeur plaisante qu'il dégage par ses
feuilles. Il a de multiples vertus thérapeutiques et il est couramment employé dans le domaine
du cosmetique (Mir et al., 2024).

En Algérie il est utilisé pour soigner les problemes respiratoires tels que la bronchite, la
sinusite, I'otite moyenne et les hémorroides. Le myrte est également réputé en Algérie pour ses
vertus anti-inflammatoires et hypoglycémiantes (Beloued et al., 1998). En Gerce, le myrte joue
un réle crucial en tant que traitement, antiseptique, pour traiter les problémes gastro-intestinaux
(Blerot et al., 1999).

2.6 Extraction de I’huile essentielle

La plante a été récoltée aux alentours de la région de Séraidi, Annaba (36° 55' 20. 2" N 7°
39'29. 8" E) (Fig. 6). Les feuilles ont été triées au laboratoire et utilisées fraiches le jour méme
de la récolte, I’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydro-distillation de type

clevenger.

11



7* Matériel & Méthodes

Figure 6. Appareil utilisé pour 1I’hydro-distillation (Photographie personnelle).

2.7 Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle des feuilles fraiche du myrte est calculé selon cette
équation :

Rendement en pourcentage = Poids de feuilles fraiche (g) / Poids de I’extrait de ’'HE x 100

2.8 Analyse de la composition chimique de ’HE

L'analyse chimique de I'huile essentielle a été effectuée en utilisant la chromatographie en

phase gazeuse associée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Fig. 7).

Le spectromeétre de masse a été utilisé pour réaliser I'analyse qualitative et quantitative
CPG-Spectrométrie de masse (SM) "Quadrupolaire” qui opérait a une tension de 70V. Selon
Jennings et Shibamoto (1980), la détection des composants se fait en comparant les temps de
rétention avec ceux des normes de référence correspondantes, en utilisant la bibliothéque
NISTEO2 et WILEY 7n.

12
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L'identification des constituants est réalisée en comparant leurs indices de rétention (IR)
calculés par rapport a une série d'alcanes (C8-C28) avec interpolation linéaire sur les deux
colonnes, avec ceux des composés de référence présents dans la table d’ADAMS (Adams,
2007). Le pourcentage des composes a eté déterminé en se basant sur la surface des pics

chromatographiques.

2. Détecteur de masse :

Mode d’analyse : Scan TIC (de 30 a 550)
Délai du solvant : 3.5min
Température de I'interface :280 °c
Température : 250°C Type d'ionisation : Impact électronique
Mode d’injection : Intensité du filament : 70 év

Split.1 ; 80 Type de I'analyseur de masse :
Volume injecté : 0.2 ul Quadripdles
Température de la source : 230 °c

1. Injecteur : 3 Colonne :

Type : HP-5MS
Dimensions : long 30 m *
Dint 0.25 mm * épaisseur

film 0.25 pm
Phase stationnaire : 5%
Phenyl 95%
dimethylpolysiloxane

4. Temperature du four :

. A
60°C pendant 8min. 5. Equipement :

2°C/min jusqu'a 250°C.,

: Chromatographe :
isotherme  pendant 10 Hewlett Packard Agilent
min.. 6890 plus
Durée d x}yse :113 Spectrométre de masse :

Gaz vecteur : Héllum

Hewlett Packard Agilent
5973

pureté : N6.0; Débit GV :
0.5 ml'min

Figure 7. Conditions opératoires de 1’analyse par la Chromatographie Gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (Photographie personnelle).

2.9 Effet larvicide

Dans 1 ml de solvant, selon les recommandations de la WHO, (2005), I’HE a été testé a
différentes concentrations (100, 200, 400, 600, 700 ul/ml d’éthanol), trois répétitions de 25
larves du 4°™ stade larvaire, ont été effectuées pour chaque concentration. Les larves sont
rincées puis placées dans de nouveaux récipients aprés 24h d’exposition a I’HE. Les mortalités

ont été enregistrées jusqu’a la fin du 4°™ stade larvaire.

13
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2.10 Essai Adulticide

Apres un screening préalable, I'HE de Myrtus communis L. a été appliquée a différentes
concentrations : 0,15 ; 0,25; 0,5; 0,75, 1 et 1,25 pl/ml d'air sur papier filtre collé a I’intérieur
du couvercle.

Une fois les femelles de Cx. pipiens sont dans des bouteilles de 250 ml, trois répétitions de
10 individus ont été utilisées pour chaque concentration. Une série témoin est conduite en

parallele. Apres une heure de traitement les mortalités sont prélevées.

2.11 Test de répulsion

Des femelles nullipares de Culex pipiens sont misent dans des cages afin d’examiner I’effet
répulsif du Myrte selon la méthode de Zhu et Zeng (2006). Différentes concentrations de I'huile
essentielle 20, 10, 7, 4 pl (diluées dans 1 ml d'acétone), ont été appliquées sur la zone de
traitement (3x3 cm) sur le bras des bénévoles. Aprés avoir appliqué I’HE sur la peau de la main,
on a laissé sécher pendant une durée de 30 secondes. La méme quantité d'acétone sans répulsif

a été appliquée sur l'autre main selon la méme méthode, servant de contréle.

La peau des bénévoles a été exposée dans une cage (30x40x40 cm) contenant 40
moustiques femelles nullipares (dgées de 4 a 6 jours) pendant 3 minutes, (3 minutes a des
intervalles de 5, 15, 30, 60 et 90 minutes), la main a été insérée a l'intérieur de la cage. Le
nombre de moustiques testés mordant la peau a été enregistré. Quatre volontaires humains ont
participés aux tests de répulsion de I'huile essentielle. La répulsion a été calculée en utilisant la
formule de Zhu et Zeng (2006).

(R) (%) = [(Rc - Rt)] x 100

Rc : nombre de moustiques dans le groupe témoin.

Rt : nombre de moustiques dans le groupe traité.

2.12 Extraction et dosage des métabolites

Les principaux composés biochimiques des larves du 4°™ stade de Cx. pipiens ont été
extraits en utilisant la méthode de Shibko et al. (1966). Une fois que le broyage aux ultrasons
(Sonifier B-30) et la centrifugation (5000 tours/min pendant 10 mn) ont été effectuees, le

surnageant | est récupéré et sera utilisé pour mesurer les glucides totaux. Apres avoir ajouté 1

14
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ml d'un mélange éther/chloroforme (1V/1V) au culot I, on procéde a une seconde centrifugation
(5000 tours/min pendant 10 min). Le surnageant Il sera utilisé pour mesurer les lipides
(Goldsworthy et al., 1972), tandis que le culot 11 dissout dans la soude (0,1 N) sera utilisé pour

mesurer les protéines (Bradford, 1976).

2.12.1 Dosage des glucides

Les glucides sont dosés selon la méthode de Duchateau et Florkin, (1959). Cette méthode
utilise 1’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau
distillée), 4 ml de réactif d'anthrone sont additionnés a 100 pl du surnageant | contenu dans un
tube a essai et de chauffer le mélange a 80 °C pendant 10 mn, une coloration verte se développe
dont I’intensité de la coloration est proportionnelle & la concentration des glucides présents dans
I’échantillon. L’absorbance est lue a 620 nm contre un blanc de gamme. La gamme
d’étalonnage est effectuée a partir d’une solution mére de glucose (Sigma-Aldrich, USA) (1

mg/ml d’eau distillée) comme standard (Tableau 1).

Tableau 1 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des glucides.

I O S

Glucose (ul) 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

2.12.2 Dosage des lipides

Les lipides ont été déterminés selon la méthode Goldsworthy et al. (1972), en utilisant la
vanilline comme réactif (0,38 g vanilline, 55 ml eau distillée, 195 ml acide orthophosphorique
85%) et une solution mere des lipides (2,5 mg d’huile de tournesol (Cevital, Algérie), 99 % de
triglycérides dans 1 ml de solvant éther /chloroforme V/V) comme standard (Tableau 2). Le
dosage est réalisé sur des prises aliquotes de 100 pl des extraits lipidiques auxquelles on ajoute
1 ml d’acide sulfurique (96 %). Aprés agitation et chauffage dans un bain & sable & 100 °C
pendant 10 mn, puis refroidissement, 200 pl sont repris dans 2,5 ml du réactif de la vanilline.
Apres 30 minutes dans 1’obscurité, une coloration rose se développe. Les absorbances ont été

lues a une longueur d’onde de 530 nm contre un blanc de gamme.
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Tableau 2 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des lipides.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Ether/Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Quantiteé de lipides (ug) 0 50 100 150 200 250
Réactif de vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

2.12.3 Dosage des protéines

Les protéines ont eté mesurées en utilisant la méthode de Bardford, (1976) sur une fraction
aliquote de 0,1 ml de I'nomogénat avec 4 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G 250,
Merk) comme réactif (50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d'éthanol (95%), 50 ml
d'acide orthophosphorique (85%) et compléter avec 500 ml d'eau distillée). Les absorbances
sont mesurées a une longueur d'onde de 595 nm, et la gamme d'étalonnage est effectuée a partir
d'une solution l'albumine de beeuf (Sigma, France) (1 mg/ml) comme standard conformément

aux instructions suivantes (Tableau 3) :

Tableau 3 : Réalisation de la gamme d'étalonnage pour le dosage des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Quantité de BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.13 Analyse des Biomarqueurs

On a évalué l'influence de I'huile essentielle de M. communis sur l'activité spécifique de
I'acétylcholinestérase (AChE), des GSTs et du Malondialdéhyde (MDA) sur les larves du
quatriéme stade des séries témoins et traitées a deux concentrations Iétales : CLsg et CLgo, a des
heures d’expositions couvrant les périodes de 24, 48, 72 et 96 heures. Afin d'évaluer I'activité
spécifique, on a préalablement calculé la concentration en protéines totales des différents
échantillons en utilisant la méthode de Bradford, (1976),
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2.13.1 Evaluation de I’activité de I’acétylcholinestérase

Une enzyme essentielle du systeme nerveux des insectes, l'acétylcholinestérase, assure la
réaction d'hydrolyse de l'acétylcholine en choline et acide éthanoique (acétique). Le bon
fonctionnement des synapses cholinergiques nécessite I'utilisation de cette enzyme (Haubruge
et Amichot, 1998).

On évalue l'acétylcholinestérase (AChE), selon la méthode d'Ellman et al. (1961), en
fournissant & I'enzyme un substrat, I'acéthyltiocholine (ASCh), dont I'hydrolyse produit de la
thiocholine (SCh) et de I'acide acétique. En présence de 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acide
DTNB (réactif d'EIman), la thiocholine se transforme en un complexe jaune dont I'intensité est

mesurée a une longueur d'onde de 412 nm.

Les larves du quatriéme stade de Cx. pipiens témoins et traitées (CLso et CLgo) prélevées a
différentes periodes (24, 48, 72 et 96 heures), sont homogénéisées dans 1 ml d’une solution
détergente D [38,03 mg EGTA (éthylene glycol-tris, B-aminoéthyl éther NNN’N”), 1ml Triton
X 100, 5,845 g NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10mM, pH 7)]. Aprés
centrifugation (5000 trs / min pendant 5 min), le surnageant est récupéré et servira comme
source d’enzyme. L’essai est conduit avec 6 répétitions comportant chacune un pool de 15

individus pour chaque concentration et la série des témoins.

Le dosage de I’AChE est effectué sur une fraction aliquote de 100 pl a laquelle on ajoute
100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg CO3HNa (bicarbonate de
sodium), 1 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris (0,1 M, pH 7). Aprés une durée
de 3 a 5 minutes, 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé extemporanément [23,6 mg
ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 mn
pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc ou 100 ul de la solution
détergente remplace les 100 pl de surnageant. L’activité spécifique de I’AChE est calculée

selon la formule suivante :

X= ADo/ mn1,36x1002xVtVs / mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolyse par minute et par mg de protéines (UM/min/mg de

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

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

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

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

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
2.13.2 Dosage des glutathion S-transférases

On évalue l'activité des glutathion S-transférases (GSTs) en utilisant la méthode de Habig
et al. (1974). Elle repose sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB

(1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne), en présence d'un cofacteur, le glutathion (GSH).

Les larves du quatrieme stade de Cx. pipiens témoins et traitées, prélevées a différentes
périodes sont broyées dans 1 ml de tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 6). L'homogénat
obtenu est centrifugé a une vitesse de 14000 trs/min a une température de 4°C pendant 30
minutes, et le surnageant récupéré sera utilisé pour évaluer l'activité des GSTs. Le dosage
consiste de mélanger 200 pl de surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB (1mM)/GSH (5mM)
[20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml d'éthanol, 100 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH
6)]. La mesure des absorbances est réalisée chaque minute pendant 5 minutes a une longueur
d'onde de 340 nm a l'aide d'un spectrophotométre visible/UV, en utilisant un blanc contenant
200 pl d'eau distillée pour remplacer la quantité du surnageant. L’essai est conduit avec 6
répétitions comportant chacune 15 individus avec une série témoin. L’activité spécifique est

déterminée d’apres la formule suivante :

X=A Domn 9, 6xVtVs mg de proteines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de
protéines).

ADo : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 cm-1).

V1t : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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2.13.3 Evaluation de la peroxydation lipidique Malondialdéhyde (MDA)

Les larves du quatrieme stade, témoins et traitées de Cx. pipiens sont prélevées a différentes
périodes (24, 48, 72 et 96 heures). L’essai est conduit avec 6 répétitions comportant chacune
15 individus. Les larves sont broyées aux ultrasons dans 1 ml de tampon tris-HCI (50 mM, pH
7,5) [1,5137g tris, 0,0730 g EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique), 42,78 g sucrose,
250 ml eau distillée]. Une fois I’homogénéisation réalisée, une centrifugation est effectuée
pendant 10 min a 10000 tours/min et le surnageant récupéré servira au dosage du
malondialdéhyde (MDA). Le dosage est réalisé avec 500 ul du surnageant, additionné de 2,5
ml de TCA (acide trichloroacétique) (100 g TCA et compléter a 1000 ml avec de d’eau
distillée). Aprés chauffage au bain marie a 100°C pendant 15 min et refroidissement dans de la
glace, une deuxiéme centrifugation est effectuée a 10 000 tours/min pendant 10 min. Une
fraction aliquote de 2 ml du surnageant est alors prélevée a laquelle on ajoute 1 ml d’acide

thiobarbiturique (TBA) [6,7 g TBA, 1000 ml eau distillée].

Aprés un second chauffage (100 °C, 15 min) et refroidissement, 1,5 ml de butanol sont
rajoutés. Apres agitation, une derniére centrifugation (10000 tours/min, 10 min) est réalisée et
le surnageant constitué de 1 ml de butanol renfermant le complexe ATB (acide thiobarbiturique)
IMDA est récupéré. Le MDA est dosé selon la méthode de Draper et Hadley, (1990). La
méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre ATB avec le MDA,
composé issu de la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés des membranes
cellulaires, donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une
longueur d’onde de 532 nm contre un blanc (tampon tris-HCI). Le taux de MDA est déterminé

selon la formule suivante :

X=ADo0156xVtVs [ mg de protéines

X : Taux du MDA (mM/mg de protéines).

DO : La densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat a 532 nm.
156 : Coefficient d’extinction molaire de ’ATB (mM-1 cm-1).

Vt : Volume total de la cuve (1ml).

Vs : Volume du surnageant utilisé (0,5 ml).

mg de proteines : Quantité de protéines expriméee en mg.
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2.14 Dosage des Protéines

Les protéines ont été mesurées en utilisant la méthode de Bardford, (1976), décrite

précédemment (2.13.3).

2.15 Détermination de I’indice d’épuisement des réserves nutritives

Les valeurs du contenu en glucides, lipides et protéines (ug/individu) sont converties en
joules (Clements, 1992).

» 1mg de glucides et protéines correspond a une valeur énergétique de 16,74 joules

» 1mg de lipides correspond a une valeur énergétique de 37,65 joules.
L'indice d’épuisement des réserves nutritionnelles (glucides + lipides + protéines) a été

déterminé en utilisant la formule suivante :

Indice d’épuisement des réserves nutritives (%) = [(Réserves nutritives témoin (C) —
Réserves nutritives traités (T))/(C + T)] x 100

2.16 Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur de la capacité de reproduction de

Culex pipiens

Des expériences sur la capacité de reproduction ont été réalisées aprés la ponte des

femelles.

Un effectif égal des adultes males et femelles (20 adultes témoins et traitées) ont été gardés
dans des cages d'élevage distinctes pour chaque concentration létale. Le nombre d'ceufs pondus
pour chaque série a été compté et transféré dans un nouveau récipient contenant 1000 ml d'eau

d'élevage pour I'éclosion des larves.

Le nombre d'ceufs a été déterminé en les comptants sous un microscope binoculaire. La
fécondité a été calculée en divisant le nombre d'ceufs pondus par les femelles accouplé (en
tenant compte des décés d'adultes pendant I'expérience). Les formules utilisees pour calculer la
fécondité (F), la réduction de la fécondité (RF), le pourcentage d’éclosion (PE) et la réduction

de I'éclosion (RE), sont les suivantes :
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La feconditeé (F) :

_ Nombre total des oeufs pondus

Nombre total des femelles

La réduction de la fécondité (RF) :

F Nombre des oeufs pondus chez les témoins — Nombre des oeufs pondus chez les traitées 100
— X
Nombre des oeufs pondus chez les témoins

Le pourcentage d’éclosion (PE) :

Nombre des oeufs eclos

PE 100

~ Nombre des oeuf's pondus
La réduction du pourcentage d’éclosion (RE) :

RE Nombre des oeufs eclos chez les témoin — Nombre des ouef's eclos chez les traitées < 100
- Nombre des oeuf's eclos chez les témoin

2.17 Traitement statistique des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne plus ou moins I'écart type pour chaque
groupe d'expérience (m £ SD). Avant d'utiliser les tests paramétriques, I'égalité des variances a
été vérifiée pour toutes les séries de données a l'aide des tests de Bartlett et de Brown-Forsythe.
La régression linéaire et non linéaire, I'analyse de variance (un et deux critéres de classification)
et le test HSD (Honest Significative Différence) de Tukey ont été employés afin de mettre en
évidence les différences entre les échantillons, ainsi que pour définir des groupes ou des classes

en fonction de leurs effets (classification des concentrations).

Les calculs ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism d'analyse et de traitement

statistique des données version 6.01 pour Windows XP.
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3. RESULTATS

3.1. Rendement de I’huile essentielle du Myrtus communis L.

La partie aérienne du Myrtus communis L a été utilisée et le rendement moyen en huile
essentielle a été calculé en fonction de la matiére végétale fraiche. Le rendement et les

propriétés organoleptiques de I’huile essentielle obtenue sont présentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Rendement et propriétés organoleptiques de I’huile essentielle extraite de Myrtus
communis.

Plante Rendement Couleur Saveur

Myrtus communis 0,63 £ 0,07 Blanchatre Légérement fruité Agréable

3.2. Analyse chimique de ’HE extraite du Myrtus communis L par CPG-SM

L'huile essentielle isolée, des feuilles fraiches de M. communis, a été analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). Un total de
36 composants chimiques a été identifié dans I'huile essentielle, ce qui représente 99, 03 % de

la teneur totale (Tableau 5, Fig. 8).
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Figure 8. Chromatogramme CPG-SM de I’huile essentielle extraite des feuilles de Myrtus
communis (abondance en fonction du temps de rétention en minutes)
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Tableau 5 : Analyse chimique de I'huile essentielle des feuilles de Myrtus communis identifiée

par CPG/SM.

© 00N O OB WwWw NP
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Composants

n-Butyl isobutyrate
a-Thujene
a-Pinene
Sabinene
B-Pinene
a-Phellandrene
6-3-Carene
a-Terpinene
para- cymene
D-Limonene
1,8-Cineole
(E)-B-Ocimene
y-Terpinene
Terpinolene
Linalool
Hotrienol
Endo-Fenchol
Trans-Pinocarveol
Trans-Sabinol
Terpin-4-ol
o -Terpineol
Methyl Chavicol
Trans-Sabinene acetate
o -Terpinyl acetate
Geranyl acetate
Methyl eugenol
(E)-Caryophyllene
a -Humulene
Neryl propanoate
Durohydroquinone
Flavesone
Germacrene B
Geranyl butanoate
Caryophyllene oxide
Humulene epoxide 11
Tasmanone

Total identifiés

TR (Min) : Temps de rétention en minute
IR (lit) : Indice de rétention en littérature

IR (exp) : Indice de rétention expérimental

Concentration (%0)

0,190
0,135
50,817
0,213
0,062
0,287
0,332
0,088
0,425
8,135
18,982
0,161
0,505
0,620
4,871
0,158
0,032
0,189
0,058
0,336
2,620
0,082
0,490
0,337
1,870
1,571
1,714
0,387
0,030
1,117
0,093
0,697
0,128
0,630
0,136
0,538

99,034

TR
(Min)
8,56
9,23
9,84
12,04
13,05
13,84
14,2
14,67
15,3
15,75
15,93
16,95
17,59
19,65
20,86
21,05
21,52
23,25
23,86
26,02
27,12
27,58
31,68
37,81
40,26
41,55
42,09
44,17
48,16
48,53
49,83
50,35
51,17
51,92
53,41
60,52

[=]] lit

911
930
939
975
979
1002
1011
1017
1024
1029
1031
1050
1059
1088
1096

1116
1139
1188
1117
1188
1188
1256
1349
1381
1403
1419
1454
1454

1547
1561
1564
1583
1608
1727

912

924

934

972

989

1002
1007
1014
1023
1029
1032
1046
1056
1085
1102
1105
1111
1136
1190
1175
1190
1190
1256
1347
1385
1405
1414
1448
1458
1520
1542
1551
1565
1578
1604
1734
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Le profil chromatographique de I'huile essentielle est caractérisé par une quantité élevee
d'a-Pinene (50,817%), suivie de 1,8-Cineole (18,982%), puis de D-Limonene (8,135%) (Fig.
10), d'autres composés tels que Linalool (4,871%), a-Terpineol (2,620%), et l'acétate de
géraniol (1,870%) ont été identifiés comme des composés mineurs de la totalité des constituants

détectés appartenant a quatre différentes familles.

ch CHg CHj

HsC
0 0
CH3  CHy” “CHy CH3™ “CH;

a-Pinéne 1,8-Cineole D-Limoneéne

Figure 9. Structure chimique de quelques composés majoritaires de ’'HE de M. communis.

L’huile essentielle de M. communis est constituée de 99,03% de dérivés terpéniques,
correspondant a 88,55% de monoterpenes et 16,66% de sesquiterpenes. Les monoterpénes
oxygenés représentent 44,44% tandis que les monoterpenes hydrocarbonés représentent
36,11% de I’huile totale. Par ailleurs, les sesquiterpénes hydrocarbonés représentent 11,11% de

la totalité de 1’huile et 5,55 % pour les composés oxygeneés (Fig. 10).
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Total 99,03%

2
11,11% = Monoterpene oxygénées

44,44 %

= Monoterpenes
hydrocarbonés 36,11 %

1 Sesquiterpenes oXygeénés
5,55%

= Sesquiterpenes
hydrocarbonés 11,11%

m Autres 2,79 %

Figure 10. Répartition (%) des familles de molécules présentes dans ’'HE de M. communis.

3.3 Evaluation de I’effet toxique de I'huile essentielle de M. communis a I’égard des larves

L'huile essentielle de M. communis a été appliquée aux larves de moustiques de quatrieme
stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens, avec différentes concentrations (100, 200, 400,
600, 700 pul/ml). Des séries témoins ont été réalisées en parallele. L’HE a induit une mortalité
des larves dont les pourcentages sont précisés dans le Tableau 6 et la Figure 11. La mortalité
des larves (%) chez les témoins était insignifiante avec 0,33 £ 0,05 %. Elle augmente de maniére
significative chez les séries traitées avec une relation concentration-réponse ; ainsi, il est noté
que pour la concentration la plus faible (100 ul/ml), la mortalité observée des larves est de 13,04
+ 2,30 % et augmente graduellement pour atteindre 89,29 + 6,14 % pour la concentration la

plus élevée (700 pl/ml).
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Tableau 6 : Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des larves de
quatrieme stade nouvellement exuvées de Cx. pipiens a différentes concentrations (pul/ml).
Mortalité observée (%) (m £ SD ; n = 3 répétitions comportant chacune 25 larves).

 Répétitions 100 200 400 600 700
R1 13,76 23,08 51.87 95.98 98
R2 12,43 23,63 51.75 83.91 98.01
R3 12,95 24,52 51.87 87.96 98
M+SD  13,04+0,67 23,74%0,72 51,84+0,06 89,29:6,14 980,005

1001

80

60

40 -

M ortalité observée (%)

20 a

Concentration (pl/ml)

Figure 11. Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des larves de quatriéme
stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens a différentes concentrations (ul/ml). Mortalité
observée (%) (m £ SD ; n = 3 répétitions comportant chacune 25 larves). Les valeurs indiquées
par la méme lettre minuscule ne sont pas significativement différentes selon le test HSD a p
>0,05).

La régression non linéaire a permis d’obtenir la courbe concentration-réponse chez les
larves de quatrieme stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens (Fig. 12); cette courbe,
exprimant le pourcentage de mortalité observée en fonction du logarithme de la concentration
de P’HE du M. communis présente un ccefficient de détermination élevé (R?= 0,94). Cette valeur

révele une liaison trés forte entre le pourcentage de mortalité observée et le logarithme de la
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concentration (Fig. 12). Les concentrations de mortalité (CL) et la pente de Hill enregistrées

avec leurs limites de fiducie (95 %) ont été répertoriées dans le tableau 7.

R%=0.94
150~

1004 °

o2
o
[

[

Mortalité observée (%0)

(]
0 1 ] 1 I 1 1
1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0

Log concentration (ul/ml)

Figure 12. Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a 1’égard des larves de quatriéme
stade nouvellement exuvées de Cx. pipiens a différentes concentrations (ul/ml). Mortalité
observée en (%): courbe concentration-réponse exprimant la mortalité observée et le logarithme
des concentrations

Tableau 7: Détermination des concentrations léthales (ul/ml) et leurs intervals de confiance
95% de I’huile essentielle de Myrtus communis a I’égard des larves de quatrieme stade
nouvellement exuviées de Cx. pipiens

Concentrations Valeurs (ul/ml) Fiducial limits (95%)
CL1o 147,2 60,63 — 357,2
CLoas 220,2 121,9 -397,8
CLso 329,5 223,1 -486,5
0,948
CLaoo 737,6 370,9 — 1467
Hill Slope 0,734 0,388 — 5,064

L'analyse statistique a révélé un effet de concentration significatif (F 4, 10 = 559,0; p <
0,0001) et le test HSD de Tukey a montré une augmentation significative de la mortalité avec
l'augmentation de la concentration. De plus, une différence significative a été observée entre

les concentrations (Tableau 8).
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Tableau 8 : Analyse de la variance a un critere de classification (m + SD ; n = 3 répétitions
contenant chacune 25 larves stade 4 nouvellement exuviées) : Toxicité de I'huile essentielle de
Myrtus communis a 1’égard des larves de quatriéme stade nouvellement exuviées de Cx. pipiens
a différentes concentrations (ul/ml) :

Source de variation SCE

Traitement 4 4329  F(4,10)=559,0 <0,0001***

Erreur résiduelle 77,43 10 7,743

17392 14

*** : hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degreé de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.4 Bio essai Adulticide

Apres avoir effectué un test de screening, diverses concentrations d'huile essentielle de M.
communis ont été appliquées par fumigation sur les adultes femelles de Cx. pipiens (0,15 ; 0,25
;0,5;0,75; 1 et 1,25 pl/ml d’air). Concernant les séries témoins aucune mortalité n'a été
observée.

Les mortalités observées enregistrées augmentent de facon significative en fonction des
concentrations appliquées chez Cx. pipiens. Elles enregistrent des taux variant de 10% pour la
concentration de 0,15 pl/ml, et 100 % pour la concentration la plus élevée (1,25 pl/ml) (Tableau,
9). Le classement des concentrations par le test HSD de Tukey permet de classer les
concentrations en fonction de leurs toxicités, les résultats révélent I’existence de 6 groupes
présentant des effets différents de I’huile essentielle sur les pourcentages de mortalités (Figure.
13).

La courbe concentration-réponse chez les adultes de Cx. pipiens a été obtenue grace a la
régression non linaire. Cette courbe, qui représente le pourcentage de mortalité observée en
fonction du logarithme de la concentration de I'huile essentielle de M. communis, présente un
coefficient de détermination élevé (R? = 0,97). Cette valeur met en évidence une forte
corrélation entre le taux de mortalité des adultes corrigée et le logarithme de la concentration.
Les différentes concentrations de la mortalité de I’adulte et leur intervalle de confiance ont été
également déterminées par cette analyse (Tableau 10), I’Analyse de la variance a un critere de

classification révele un effet concentration (Tableau 11).
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Tableau 9 : Effet adulticide de 'HE de Myrtus communis appliquée par fumigation a
différentes concentrations (ul/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes de Culex pipiens,
Mortalité observée en (%) des adultes. (m £ SD ; n = 3 répétitions contenant chacune 10 adultes
femelles).

Répétitions Témoin 0,15 0,25

R1 00 10 20 50 70 100 100
R2 00 10 20 50 70 90 100
R3 00 10 20 40 70 90 100
m+SD 00 10400 20+00 46,66+5,77 70+00 93,33+5,77 10000
R?=0,97
100
S 504
<L
5 604
8
B 401
=
S 204
=
0 L] L

-1.0 -0.8 -0.6 -04 -0.2 0.0
Log concentration (ul/ml)

Figure 13. Effet adulticide (%) de ’'HE de Myrtus communis appliquée par fumigation a
différentes concentrations (ul/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes de Culex pipiens.
(m £ SD ; n = 3 répétitions contenant chacune 10 adultes femelles) : La courbe concentration-
réponse représente le taux de mortalité observe en fonction de la concentration logarithmique
de I'huile essentielle de Myrtus communis.

29



# | Résultats

e e

100~
S 801 d
8
>
S 601 ¢
< I
£ 404
£ b

ol 1

VA A R N

Concentration (ul/ ml d" air)

Figure 14. Effet adulticide de I’HE de Myrtus communis appliqué par fumigation a differentes
concentrations (l/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes de Culex pipiens: Evaluation
des taux de mortalité chez les adultes femelles et classification des concentrations a l'aide de
I’analyse de HSD de Tukey

Tableau 10 : Effet adulticide de 'HE de Myrtus communis appliqué par fumigation a
différentes concentrations (ul/ml) durant 60 minutes chez les femelles adultes de Culex pipiens:
Evaluation des taux de mortalité et classification des concentrations de mortalité des adultes
(CL en pl/ml d’air) et leurs intervalles de confiance a 97%

| Concentrations  Valeurs (ul/ml d’air) Intervalles de confiance =~ R?
CLas 0,3052 0,2193-0,4247
CLso 0,4724 0,3800-0,5858 0,97%
CLeo 1,1300 0,76540-1,673
Hill Slope 2,5150 1,38200-3,6480
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Tableau 11 : Analyse de la variance a un critere de classification (m + SD ; n = 3 répetitions
contenant chacune 10 Adulte femelle) : Toxicité de I'huile essentielle de Myrtus communis a
I’égard des adultes femelles de Cx. pipiens a différentes concentrations (pl/ml).

Source de variation SCE ddl CM

Traitement 21067 5 4213 379,2 <0,0001***

Erreur résiduelle 133,3 12 11,11

21200 17

*** : hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degreé de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité. Non significatif (p>0,05) ;* significatif
(p<0,05) ; ** tres significatif (p<0,01)

3.5 Répulsion

L'huile essentielle de myrte a montré une répulsion de 100 % contre les moustiques
femelles de Cx. pipiens immédiatement apres l'application de toutes les concentrations.
Cependant, l'effet répulsif a diminué avec le temps. Ainsi, la concentration la plus élevée a
présenté une répulsion de 100 % pendant plus de 30 minutes (Tableau 12, Fig. 15), mais son
efficacité répulsive a considérablement diminué apres 60 minutes. L'effet répulsif de la petite
concentration a duré 30 minutes. L'analyse de variance a deux facteurs a indiqué un effet
significatif du temps (F (5, 72) = 5196 ; p < 0,0001), du traitement (F (3, 72) = 1054 ; p <
0,0001) et de I'interaction temps-traitement F (15, 72) = 184,7 ; p<0,0001) (Tableau 13).
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Tableau 12 : Activité répulsive de I'huile essentielle (HE) de Myrtus communis a différentes
concentrations a 1’égard de Culex pipiens. (M % = SD, n = 4 : contenant 40 adultes). Les
différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition indique une différence
significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition
indique une différence significative (p<0.05)

Activités répulsives (M %) + SD

Concentrations

pl/mi 5 min 15 min 30 min 60min 90 min 120 min
20 100 £00aA  100+00aA 100 +00aA  47,5¢53bA  18+2,21cA 00 00dA
10 100 £ 00aA  90,25:3,30bB  46,75:3,5cB 20+1,18dB 7+1,82eB 00 + 00fA
7 100 £ 00aA  70,75+4,03bC  26+2,58cC  00:00dC 00 +00dC 00 + 00dA
4 100+00aA  39,25+3,77bD  12,75:221cD  00+00dC  00+00dC = 00 + 00dA

120

100

(]
o

Activité répulsive (M %) + SD
S (o2}
o o

N
o

5 min 15 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Temps (minutes)

=20 pl/ml =10 pl/ml 7 pl/ml 4 pl/ml

Figure 15. Activité répulsive de I'huile essentielle de Myrtus communis a différentes
concentrations a 1’égard de Culex pipiens. (M = SD, n = 4 : contenant 40 adultes).
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Tableau 13 : Analyse de la variance a deux critere de classification (m + SD ; n = 4 répétitions
contenant chacune 40 Adulte femelle) : Activité répulsive de I'huile essentielle (HE) de Myrtus
communis & différentes concentrations a 1’égard de Culex pipiens.

Source de SCE ddl CM Fobs P
variation
Traitement 15828 3 5276 F (3, 72) = 1054 <0,0001
Temps 129985 5 25997 F (5, 72) = 5196 <0,0001
Interaction 13862 15 924.1 F (15, 72) = 184,7 <0,0001

Erreur résiduelle 360,3 72 5,003

*** : hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degreé de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.6 Effets de ’HE du Myrtus communis sur le développement de Culex pipiens

L'effet de ’'HE de M. communis sur la durée des différents stades de développement de Cx.
pipiens apres traitement des larves du quatrieme stade avec des concentrations létales (CLso =
329,5 pl/ml et CLgo = 737,6 pl/ml) est représente dans le tableau 14. L'exposition des larves
nouvellement éxuviées a cette HE a entrainé une augmentation significative dans la durée du
quatriéme stade larvaire de la série traitée, pour les deux concentrations Iétales, par rapport aux
larves témoins (F 2, 6 = 1,147; P < 0,0001) (Fig. 17). Une augmentation significative de la
durée du stade nymphal a été enregistrée pour les deux concentrations létales (F 2, 6 = 1,1333;
P < 0,0003) (Fig. 18). Cependant, la longévité des adultes de I'espéce de moustique Cx. pipiens
a été considérablement réduite par le traitement a I'HE de M. communis jusqu'a 20 et 17 jours
pour la CLso et la CLgo respectivement, alors qu'elle était de 27 jours pour les témoins (F 2, 6 =
0,3631; p < 0.0001) (Fig. 19). L’HE de M. communis a augmenté la durée larvaire, ainsi que

la durée pupale.
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Tableau 14 : Effet de 'HE de M. communis sur la longévité des stades de développement
(jour) apres traitement (CL so et CLgo) des larves du 4°™ stade de Culex pipiens (m+ SD ; n =
3 répétitions contenant chacune de 10-35). Les valeurs suivies de lettres différentes sont
significativement différentes a p <0,05.

La durée des stades de développement de Culex pipiens

Stades (jours) apres traitement avec les concentrations létales
Témoins CL90
L4 7,35+ 0,23a 12,00 £ 1,00b 15,00 £ 1,00c
Nymphe 2,33 £0,30a 4,23 +0,30b 5,33 +0,33c
Adulte 27,00 £ 1,00a 20,33 + 1,46b 17,16 £ 0,75c
20 -
S c
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Figure 16. Effet de 'HE de M. communis sur la durée du développement du 4™ stade larvaire
(jours) de Culex pipiens ; apres traitement avec les concentrations létales (CLs0=329,5 pl/ml et
CLgo=737,6 pl/ml) : suivies de la méme lettre indiquent une différence significative (p<0.05)
(n=10-35).
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Figure 17. Effet de I'HE de M. communis sur la durée du développement nymphal (jours) ;
apres traitement avec les concentrations létales (LC50=329,5 pl/ml et LC90=737,6 pul/ml) des
larves du 4°™ stade de Culex pipiens (m = SD ; n = 3 répétitions contenant chacune de 10-35).
Les valeurs suivies de lettres différentes sont significativement différentes p <0,05.
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Figure 18. Effet de 'HE de M. communis sur la longivité des adultes (jours) ; apres traitement
avec les concentrations létales (CLs0=329,5 pl/ml et CLgo=737,6 pl/ml) des larves du 4°™ stade
de Culex pipiens (m £ SD ; n = 3 répétitions contenant chacune de 10-35). Les valeurs suivies
de lettres différentes sont significativement différentes a p <0,05.
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3.7. Effet de I'HE de M. communis sur les aspects morphologiques induits

Aprés traitement, les larves du 4°™ de Cx. pipiens présentent divers aspects
morphologiques concernant les larves, les nymphes et les adultes, le suivie des larves durant
notre expérimentation a montré, une augmentation dans le volume du thorax. La métamorphose
des nymphes a été interrompue. De plus, l'utilisation de I'huile essentielle de myrte a provoqué
une couleur brune ainsi qu'une démyélinisation chez les pupes, accompagnés de malformations
faciales. Ona noté un blocage de I'émergence des adultes, caractérisé par l'incapacité des adultes
a détacher leurs pattes et leurs ailes de I'exuvie nymphale, ainsi qu'une augmentation de la taille
de leur abdomen. Occasionnellement, seules la téte et le thorax émergeaient du puparium (Fig.
19).
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Figure 19. Aspects morphologiques aprés traitement avec I’HE du M. communis chez Cx.

pipiens (A : Augmentation de la taille du thorax (x11) ; B : malformation faciale de la nymphe
(x9,1) ; C: démyélinisation et blocage de mue chez la nymphe (x8) ; D : Noircissement de la
pupe (x6) ; E : Noircissement de la pupe et blocage de I’exuviation (X7) F, G : Blocage de la
mue imaginale; H : Augmentation de la taille de 1’abdomen et blocage de la ponte
(x7 ,6) (Photographie personnelles).
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3.8 Effets de PHE du Myrtus communis sur les métabolites

Le contenu en protéines, glucides et lipides a été déterminé chez les larves du quatrieme stade
de Cx. pipiens témoins et traitées aux concentrations létales (CLso et la CLgo) de I’huile essentielle

de Myrtus communis au cours du temps 24, 48, 72 et 96 heures.
3.8.1 Effet de 'HE du Myrtus communis sur le taux de protéines

Le taux de protéines a été calculé grace a une courbe de référence (Fig. 20). Comme le
montre la Figure 21, dans des conditions expérimentale, concernant le taux de protéines les
résultats ont montré une diminution significative des quantités en protéines dans la série traitée
par rapport au témoin a 24 et 96 heures. L'analyse statistique des résultats a indiqué un effet
significatif du temps (F (3, 24) = 131,1 ; p < 0,0001), du traitement (F (2, 24) = 298,7 ; p <
0,0001) et de l'interaction temps-traitement F (6, 24) = 8,82 ; p < 0,0001). L'analyse des
métabolites des corps des larves traitées de Cx. pipiens avec les concentrations Iétales a montré
que I'HE de M. communis a significativement réduit le contenu en protéines dans la série traitee

par rapport aux témoins (Tableau 15).

y =0.0072x + 0.0274
0.7 R?=0.9953

0 20 40 60 80 100 120
Quantité d'albumine en (ug)

Figure 20. Dosage des protéines : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de
la quantité d’albumines (ug) (R? coefficient de détermination).
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Figure 21. Effet de 'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur le taux des protéines (pug/mg de
tissu) chez les larves 4™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m = SD, n = 6). Les
différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition indiquent une différence
significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition
indiquent une différence significative (p < 0,05).

Tableau 15 : Analyse de la variance a deux critéres de classification : Effet de 'HE de M.
communis (CLso et CLgo) sur le taux de protéines (ug/mg de tissu) chez les larves 4°™ de Cx.
pipiens au cours du temps (Heures) (m = SD, n = 6).

Source de
variation
Temps 374,4 3 124,8 F(3,24)=1311 p < 0,0001
Interaction 50,40 6 8,400 F (6, 24) = 8,823 p <0,0001
Erreur 22,85 24 0,9520
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.8.2 Effet de ’HE du Myrtus communis sur le taux de glucides

On a calculé le taux de glucides en utilisant une courbe de référence (Fig. 22). L'huile

essentielle de M. communis a entrainé une augmentation significative des niveaux de glucides

par rapport a la série témoin a 24 heures (58,86 + 8,82 pour CLso et 23,30 * 3,72 ug/mg de tissu

pour CLgo). On observe également une augmentation au fil du temps jusqu'a 96 heures (7,55 +

0,05 pour CLsg et 5,54 £ 0,1 pg/mg de tissu pour CLgg) apres traitement par rapport aux témoins

(Fig. 23). Une analyse ANOVA a deux facteurs confirme ces résultats et indique un effet
significatif du traitement (F 2, 24 = 193,3 ; p <0,0001), du temps (F 3, 24 = 213,3; p < 0,0001)
et de l'interaction concentrations-temps (F 6, 24 = 24,88 ; p < 0,0001).

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

Absorbances

0.05

-0.05

y =0.0033x - 0.0036

R2=0.9968

60 80 100 120

Quantité de glucose (ug)

Figure 22. Dosage des glucides : droite de régression exprimant 1I’absorbance en fonction de la
quantité de glucose (ug) (R2 coefficient de détermination).
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Figure 23. Effet de 'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur le taux de glucides (ug/mg de
tissu) chez les larves 4™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m + SD, n = 6 pour chaque
temps). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition indiquent une
différence significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme traitement
d'exposition indiquent une différence significative (p < 0,05).

Tableau 16 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur le
taux de glucides (pg/mg de tissu) chez les larves 4™ stade de Cx. pipiens au cours du temps
(Heures) (m = SD, n =6 ) durant le traitement par ’'HE de M. communis (CLso et CLgo).

Source de SCE ddl CM Fobs
variation
Temps 10274 3 3425 F (3, 24)=2133 p < 0,0001
Interaction 2397 6 399,5 F (6, 24) = 24,88 p <0,0001
Erreur 385,4 24 16,06
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.8.3 Effet de PHE du Myrtus communis sur le taux de lipides

Le taux de glucides a été déterminé en utilisant une courbe de référence (Fig. 24). Une
diminution importante a été observée a partir de 24 heures de traitement avec I'huile essentielle
de myrte, avec une réduction maximale a 96 heures du traitement. (Fig. 25). L'analyse
statistique a indiqué un effet significatif du temps (F (3, 24) = 535,8 ; p < 0,0001), du traitement
(F (2, 24) = 590,7 ; p < 0,0001) et de linteraction temps-traitement F (6, 24) = 12,31 ; p <
0,0001). L'huile essentielle a réduit le contenu en lipides chez les larves de Cx. pipiens traitées

aux concentrations létales (CLso et CLgo).

0.25
y =0,0022x - 0,013 ®
0.2 R2=0,9775
o 0.15
[<5]
[&]
C
©
2 01
2
Q0
< 005
0 &
( 20 40 60 80 100 120
-0.05 Quantité des lipides (u1g)

Figure 24. Dosage des lipides : droite de régression exprimant 1’absorbance en fonction de la
quantité de lipides (ug) (R2 : coefficient de détermination).
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Figure 25. Effet de I’'HE de M. communis (CLso et CLoo) sur le taux de lipides (ug/mg de tissue)
chez les larves 4™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m + SD, n = 6). Les différentes
lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition indiquent une différence
significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition
indiquent une différence significative (p < 0,05).

Tableau 17 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur le
taux de lipides (ug/mg de tissu) chez les larves 4™ stade de Cx. pipiens au cours du temps
(Heures) (m = SD, n = 6) durant le traitement par ’'HE de M. communis (CLsg et CLago).

Source de
variation
Temps 1619 3 539,8 F (3, 24) =535,8 p < 0,0001
Interaction 74,40 6 12,40 F (6, 24) =12,31 p <0,0001
Erreur 24,18 24 1,007
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.
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3.10 Effet de PHE du Myrtus communis sur le taux d’épuisement des réserves énergétiques

chez Culex pipiens

Les résultats mentionnés dans la figure 26 indiquent les taux d’épuisement nutritionnel
calculés chez les traités a la CLso et la CLoo par apport aux témoins a différentes périodes chez
Cx. pipiens. Le taux d’épuisement marque une augmentation significative a tous les temps testés
chez les traitées avec les deux concentrations létales, avec un effet plus marqué chez Cx. pipiens

traité a la CLgo.
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Figure 26. Effet de I’'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur le taux d’épuisement des réserves
énergétiques (%) chez les larves 4™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m + SD, n =
6). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition indiquent une
différence significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme traitement
d'exposition indiquent une différence significative (p < 0,05).
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Tableau 18 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) le taux
d’épuisement des réserves énergétiques (%) chez les larves 4°™ stade de Cx. pipiens au cours
du temps (Heures) (m = SD, n = 6) durant le traitement par ’'HE de M. communis (CLso et
CLgo).

Source de SCE ddl CM

variation
Traitement 1542 1 1542  F (1, 16) = 4709 p <0,0001
Temps 4739 3 1580 F (3, 16) = 482,4 p < 0,0001
Interaction 507,0 3 169,0 F (3, 16) =516,1 p <0,0001
Erreur 5,239 16 0,3274
residuelle

*** : hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.9 Effets de ’HE du Myrtus communis sur I’analyse des biomarqueurs chez Cx. pipiens

L’effet de 'HE du Myrtus communis sur les différents biomarqueurs AChE, GST, MDA
et les taux des lipides ont €té déterminés chez Cx. pipiens durant le temps 24 ; 48 ; 72 et 96
heures aux différentes concentrations létales CLso et la CLoo de I'HE du Myrtus communis. Les
résultats sont exprimés en micromoles par minutes et par milligramme de protéines
(UM/min/mg de protéines) pour I’AChE et GSTs et en micromoles par milligramme de

proteines (UM/mg de protéines) pour le MDA.

3.9.1 Effets de PHE du Myrtus communis sur I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase
(AChE)

L'activité de I’acétylcholinestérase a eté déterminée dans la série témoin et traitée. Cette
activité enzymatique augmente avec le temps chez les témoins. L'huile a entrainé une inhibition
significative de l'activité enzymatique de I’acétylcholinestérase & partir de 24 heures de
traitement jusqu'a 96 h, avec une inhibition maximale observée a 96 heures de traitement (Fig.
27). Une ANOVA a deux facteurs a indiqué un effet significatif du temps (F (3, 24) =683,6 ; p
<0,0001), du traitement (F (2, 24) = 265 ; p < 0,0001) et de I'interaction temps-traitement F (6,
24) = 39,78 ; p <0,0001) (Tableau 19).
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Figure 27. Effet de ’'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur I’ACHE (uUM/mg de protéines)
chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m £ SD, n = 6). Les différentes
lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition indiquent une différence
significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme traitement d'exposition
indiquent une différence significative (p < 0,05).

Tableau 19 : Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, traitement) sur
’activité de ’acétylcholinestérase. Chez les larves 4 de Cx. pipiens au cours du temps (Heures)
(m £ SD, n = 6) durant le traitement par I’HE de M. communis (CLsg et CLgo).

Source de
variation
Traitement  0,01920 2 0,009599 F (2, 24) = 265,5 p <0,0001
Temps 0,07415 3 0,02472 F (3, 24) = 683,6 p <0,0001
Interaction  0,008630 6 0,0001543 F (6, 24) = 39,78 p <0,0001
Erreur 0,0008678 24 3,616e-005
résiduelle

*** - hautement significatif (p < 0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré
moyen ; Fobs : F observé ; p : niveau de significativité.

3.9.2 Effets de ’HE du Myrtus communis sur Pactivité spécifique des Glutathion S-
Transférases (GSTs)

Une augmentation significative de I’activité enzymatique de la GSTs a été observée pour

la série traiter avec I'huile essentielle de M. communis par rapport a la série témoin, a 24 heures
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(0,139609 + 0,0026 pour CLsg et 0,252121 + 0,007 pg/min/mg de protéine pour CLgo) et se
poursuis jusqu'a 96 heures (0,28965 + 0,011 pour CLso et 0,441818 + 0,001 pg/min/mg de
protéine pour CLgo) (Fig. 28). Une ANOVA a deux facteurs confirme ces résultats et indique
un effet significatif des concentrations (F 2, 24 = 6890 ; p < 0,0001), temps (F 3, 24 = 1703 ; p
< 0,0001) et de l'interaction concentrations-temps (F 3, 24 =74,58 ; p < 0,0001).
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Figure 28. Effet de ’'HE de M. communis (CLso et CLoo) sur la GSTs (uM/mn/mg of protéine)
chez les larves 4™ de Cx. pipiens au cours du temps (Heures) (m + SD, n = 6 ; pour chaque
durée d'exposition). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition
indiquent une différence significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme
traitement d'exposition indiquent une différence significative (p < 0,05).
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Tableau 20 : Analyse de la variance a deux criteres de classification (temps, traitement) sur
I’activité de la glutathion s transférase chez les larves 4°™ stade de Cx. pipiens au cours du
temps (Heures) durant le traitement par ’'HE de M. communis (CLsg et CLago).

Source de
variation
Traitement 0,2927 2 0,1464 F(2,24)=6890 p<0,0001
Temps 0,1085 3 0,03617 F(3,24)=1703 p<0,0001
Interaction  0,009505 6 0,001584 F (6,24)=7458 p<0,0001
Erreur 0,0005098 24 2,124e-005
résiduelle

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs
: F observé ; p : niveau de significativité.

3.9.3 Effets de ’HE du Myrtus communis sur le taux du malondialdéhyde (MDA)

Le taux du Malondialdehyde a été estimé chez les larves du 4™ stade de Cx. pipiens,
témoins et traitées avec les concentrations létales CLso et la CLgo de I’huile essentielle de Myrtus

communis.

Les résultats exprimés en uM/mg de protéines aux cours du temps 24, 48, 72, 96 heures
chez les témoins et apres traitement (Fig. 29), chez les larves de Cx. pipiens, I’analyse de
variance a deux criteres de classification montre une augmentation significative du
malondialdéhyde (MDA) durant les temps testés, avec un effet traitement hautement significatif
p <0,0001 (relation concentration-réponse) et un effet temps : (p <0,0001), avec une interaction

traitement temps hautement significatif (p <0,0001).

La comparaison entre les séries témoins et traités montre que I’huile essentielle du M.
communis induit, activation hautement significative du processus de peroxydation lipidique
chez les larves de Cx. pipiens (p <0,0001 ; p <0,0001) dés le premier jour apres traitement
(Tableau 21).
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Figure 29. Effet de ’'HE de M. communis (CLso et CLgo) sur le taux de la MDA (uM/mg de
protéines) chez les larves du 4°™ de Cx. pipiens aux cours du temps (Heures) (m + SD, n = 6
pour chaque temps). Les différentes lettres minuscules au-dessus du méme temps d'exposition
indiquent une différence significative, et les différentes lettres majuscules au-dessus du méme
traitement d'exposition indiquent une différence significative (p < 0,05).

Tableau 21 : Analyse de la variance a deux critéres de classification (temps, traitement) sur
Iactivité de la malandialdheyde (uM/ mg de protéines) chez les larves du 4°™ stade de Cx.
pipiens au cours du temps (Heures) durant le traitement par I’HE de M. communis (CLso et
CLgo).

Source de
variation
Temps 0,004594 3 0,0002590 F(3,24)=236,7 p<0,0001
Interaction  0,0009259 6 0,0001543 F (6,24)=2385 p<0,0001
Erreur 0,0001553 24 6,469e-006
résiduelle

*** - hautement significatif (p <0,0001) ; ddl : degré de liberté ; SCE : somme des carrés des écarts ; CM : carré moyen ; Fobs
: F observé ; p : niveau de significativité.

3.10 Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur le potentiel de la reproduction de

Culex pipiens

Le nombre d’ceufs pondus par les femelles témoins est de 710 ceufs, une baisse significative
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(p <0,0001***) du nombre d'ceufs pondus par les femelles provenant des larves exposées a la
CLso et CLgo de I'huile essentielle de Myrtus communis. La fécondité est également impactée
par le myrte, ce qui entraine une diminution significative chez les groupes traités avec la CLsg
et CLgo par rapport aux témoins.

L’utilisation de I'HE de Myrtus communis a entrainé une diminution hautement
significative (p < 0,001***) du pourcentage d'éclosion des ceufs a 56, 50 % et 35,25 %
respectivement pour les groupes traités CLso et CLoo. Le myrte affecte également la fécondité
il entraine une réduction hautement significative chez les groupes traités avec la CLso et CLgg
par rapport aux témoins (Tableau. 22 ; Fig. 30).

Tableau 22 : Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur certains paramétres de
reproduction chez les femelles adultes issues des larves du quatrieme stade traitées de Cx.
pipiens ((m = SD, n= 3 comportant chaque une 10 femelles)

Nombre PE (%) RF (%) RE (%)
d’ceufs
pondus
Témoin 710422 a 97,18 a / /
CL50 584 +16b 56,50 b 17,74 a 52,17 a
CL90 295+14 ¢ 35,25 ¢ 58,45 b 84,92 b

PE: Pourcentage d’éclosion; RF: Réduction de la fécondité; RE : Réduction d’éclosion

Fécondité

10019

o
o
1

(<2}
o
1

N
o
1

N
o
1

surlenombre de femelles)

Fécondité(Nombre d'oeufs pondus
o
L

Figure 30. Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis sur la fécondité (Nombre d’ceufs
pondus par les femelles) des femelles émergées de larves du quatrieme stade traitées de Cx.
pipiens (n = 10 femelles ; durée =30 jours).* = p<0.05.
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4. DISCUSSION
4.1. Rendement de I’huile essentielle de la plante du Myrte

Le rendement en huile essentielle extraite des parties aériennes fraiches de M. communis
cultivée a Annaba (Algérie), par hydro-distillation, était de 0,62% + 0,05% (v/w). Un rendement
en huile essentielle du myrte moindre a été enregistré dans la région de Tizi-Ouzou 0,3%
(Aissaoui et al., 2024). Les études sur le myrte dans les pays voisins ont montré des rendements
similaires. En Tunisie, Aidi et al. (2010) ont obtenu en moyenne 0,61% (v/w), au Maroc, un
rendement de 0.9 % (v/w) en huile essentielle a été obtenu sur une base de poids sec (Brahimi
et al., 2022 ; Hayani et al., 2024). Le rendement du myrte iranien varie de 0,8 a 2,2% (v/w)
(Salimi-Beni et al., 2017). En Italie le rendement est de 0,33 % (v/w) (Caputo et al., 2022).

Le rendement de I'huile essentielle de M. communis est directement liée a l'altitude
(Mohamadi et al., 2021). La saison de la récolte, le climat, la localisation, ainsi que les méthodes
d'extraction qui ont un impact sur le rendement (Dadazadeh et Nourafcan, 2021). La partie de
la plante soumise a l'extraction et les facteurs climatiques (vitesse du vents et température)
interviennent directement sur le pourcentage du rendement (Ainane et al., 2018). On peut
également supposer que les differences peuvent étre liées aux poches glandulaires differentes

de sous-espece a autres (Bendif et al., 2017).

4.2 Composition Chimique de I’huile essentielle du Myrtus communis

Nos résultats ont révelé que les principaux composés de cette huile essentielle est 'a-pinéne
(50,817%), suivi du 1,8-Cinéole (18,982 %). La famille des monoterpenes oxygénés et les
hydrocarbures monoterpénes sont les principales familles avec un taux éleve de (44,44 %), et
(36,11 %) respectivement. En Tunisie, il a été rapporté que I'huile essentielle de M. communis
contenait 58,1% d'a-pinéne et il est considéré comme un composant majoritaire (Aidi et al.,
2010). Selon Hayani et al. (2024) et contrairement a nos résultats les composés principaux de
I'huile essentielle du myrte du Maroc sont le Myrcéne (27,38 %), le limonéne (16,51 %) et l'a-
pinene (7,32 %). En Italie, les deux composés majoritaires sont l'acétate de géranyle (16,36%)
et le 1,8-Cinéole (16,36%) (Barac et al., 2018). Le myrte espagnole est composé
majoritairement par l'acétate de myrtenyle (>30,0 %) et une teneur plus faible en a-pinene (<

8,50 %) (Albano et al., 2012). L’analyse chromatographique de I'huile essentielle de M.
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communis collectée dans différentes régions de Gréce a montré que les principaux composés

identifiés étaient l'a-pinéne, le 1,8-Cinéole, le linalol et le limonene (Koutsavitia et al., 2015).

Des facteurs environnementaux tels que I'humidité relative, la température, la durée
d'exposition au soleil, l'altitude et d'autres facteurs influencent directement le pourcentage des
différents constituants de I'huile essentielle (Joshi et al., 2016). Le processus et temps
d'isolement ainsi que d'autres facteurs tels que les traitements préliminaires (conditions de
transport, temps de séchage et de stockage du matériel végétal, etc.) peuvent entrainer une
grande variabilit¢ dans la composition de I'huile essentielle, suite a une dégradation
enzymatique (Bendif et al., 2017). De plus, il est essentiel de prendre en compte les influences
des facteurs génétiques sur les variations chimiques des huiles essentielles (HES) (Riahi et al.,
2019).

4.3 Effet larvicides

Les bioessai de toxicité montrent une activité larvicide de I'huile essentielle (HE) de Myrtus
communis avec une relation concentration-réponse a 1’égard de C.pipiens. L'efficacité
insecticide des HEs est déterminée non seulement par leur profil chimique spécifique et leur
contenu total en composés majeurs, mais aussi par les ratios mutuels des composés majeurs,

qui peuvent entrainer a la fois des effets synergiques et antagonistes (Pavela, 2015).

Des études précédentes sur la toxicité des HEs ont été menées (Djeghadar et al., 2018 ;
Kharoubi et al., 2021 ; Djeddar et al., 2021 ; Aissaoui et al., 2022 ; Khaldi et al., 2022 ; Fertas
et al., 2024), notamment I'é¢tude de Bouguerra et al. (2019) qui a testé I'effet de I'Origanum
vulgare sur les larves de Cx. pipiens; les résultats indiquent une trés forte toxicité. Des bioessais
ont montré les activités larvicides des huiles essentielles de Lavandula angustifolia, Mentha x
piperita, Rosmarinus officinalis chez Culex pipiens, parmi lesquelles le romarin a présenté une

activité larvicide plus puissante (Abo El-kasem Bosly, 2022).

Récemment, des essais larvicides ont montré une activité insecticide potentielle de I’huile
essentielle de Bocageopsis multiflora avec des valeurs CLso significatives de 40,8 et 39,4
pHg/mm & 24 et 48 h respectivement a 1’égard d’Aedes aegypti (Silva et al., 2024). Parveen et
al. (2024) ont également trouvé un effet insecticide de I’huile essentielle d’Artemisia scoparia

contre la méme espéce de moustique. Les activités larvicides et adulticides de I'huile essentielle
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de graines de Helianthus annuus (L.) ont montré un effet hautement significatif a 1’égards des

moustique (Omoniwa et al., 2024).

4.4 Effet adulticide

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent que I'HE testée a présenté une forte toxicité
fumigene envers les adultes de Cx. pipiens. La toxicité de I'huile essentielle a augmenté de
maniére significative durant le temps d'exposition en corrélation avec 1’augmentation des
concentrations de I'HE de M. communis appliquée. Zahran et al. (2017) ont rapporté que les HE
d'Origanum vulgare ont une forte activité adulticide contre les adultes de Culex pipiens. De
plus, divers auteurs ont signalé une activité adulticide contre une autre espéce de moustiques
avec des huiles essentielles de différentes especes végetales, telles que Eucalyptus maculata
(Myrtaceae), Callistemon linearis (Myrtaceae), Cymbopogon citratus (Poaceae), Eucalyptus
globulus (Myrtaceae) et Zanthoxylum limonella (Rutaceae), avec des CLso allant de 23 a 85,5
mg/ml (Sarma et al., 2019 ; Soonwera et Sittichok, 2020). Méme si le composé est d'origine
naturelle, la sélectivité est un probleme clé. La toxicité fumigene de I'huile essentielle peut étre
attribuée a ses principaux monoterpenes. De plus, c'est le premier travail qui montre l'activité
adulticide de I’huile essenticlle de M. communis contre Cx pipiens (Yezli et al., 2024). La
différence de sensibilité peut étre attribuée principalement a la résistance phénotypique
(modifications au niveau du site cible), a la résistance métabolique (capacité de detoxifier les
insecticides) ou a la modification du comportement. Les changements de comportement qui
minimisent le contact entre l'insecte et l'insecticide peuvent avoir un impact sévere sur
I'efficacité de l'application de l'insecticide, surtout si des caractéristiques physiologiques

favorisent la résistance (Martins et al., 2012).

4.5 Effet répulsif

L'huile essentielle de Myrte a montré un effet répulsif contre les moustiques femelles de
Cx. pipiens. La forte et persistante action répulsive de I'huile essentielle peut étre due a la
prédominance de l'a-pinene et de l'eucalyptol parmi ses constituants majeurs (De Souza et al.,
2019 ; Yezliet al., 2024). Ces résultats sont confirmés par le travail de Benelli et al. (2020) qui
ont démontré une protection complete (> 80%) pendant 30 minutes avec I'huile essentielle de
I'écorce fraiche de Hazomalania voyronii avec trois concentrations différentes, a I’égard de Ae.

aegypti et Culex quinquefasciatus. Il a également été rapporté que les huiles essentielles de

53



#% | Discussion

Menta spicata, Echinococcus canadensis et Parthenium hysterophorus ont montré un effet
répulsif significatif contre les moustiques (Azeem et al., 2019). L'huile essentielle de Mentha
spicata a montré une répulsion de 100% pendant plus de 45 minutes, en revanche, I'effet répulsif
d’Echinococcus canadensis a duré seulement 30 minutes, tandis que Parthenium hysterophorus

s'est terminé apres 15 minutes.

Les propriétés répulsives des HEs sont liées & la preésence de monoterpenoides et de
sesquiterpenes (Benelli et Pavela, 2018). Ces composés sont les principaux éléments présents
dans I'HE de M. communis selon notre analyse (Yezli et al., 2024). De plus, les composés
naturels et les dérivés de plantes contribuent & une autre bioactivité significative dans la
répulsion des moustiques. Les plantes contenant des monoterpenes peuvent altérer les activités
biochimiques et physiologiques des insectes (\Waliwitiya et al., 2009). Les actions répulsives
de ces composes offrent des alternatives prometteuses pour le contrdle et la protection contre

ces moustiques (De Souza et al., 2019).

4.6 Effets de P’HE du Myrtus communis sur le développement de Culex pipiens

Les composes chimiques produits par de nombreuses plantes ont un impact sur la
croissance et le développement des différents stades de vie des insectes, entrainant divers effets
tels que la mortalité, des anomalies dans la forme, le blocage de la mue, un retard dans le
développement des nymphes et une prolongation de la durée des stades larvaires (Al-Mekhlafi
et al., 2020).

Nos résultats montrent que 1’application de 1’huile essentielle du Myrtus communis aux
deux concentrations létales (CLso et CLoo) sur les larves du 4™ stade de Culex pipiens, perturbe
le développement en prolongeant la durée du développement larvaire suivis d’un taux de survie
des adultes plus faible. De nombreux insectes ont présenté des anomalies de développement
apres avoir été traités avec des HEs et des extraits de plantes (Shazad et al., 2018 ; Taffar et al.,
2021). Notamment Aissaoui et al. (2022) ou I’huile essentielle de Laurus nobilis a causé une
augmentation significative de la durée du développement des larves de Cx pipiens, tandis que
la longévité des adultes a considérablement diminué jusqu'a 19 jours avec la CLgo et 21 jours
pour la CLso, alors qu'elle a été prolongé chez les témoins jusqu'a 25 jours. Plusieurs études ont
observé des résultats similaire chez la méme espéce apres traitement avec les huiles essentielles
(Bouguerra, 2019 ; Bouzidi, 2021). El-Sabrout et al. (2020) ont observé des résultats similaires,

démontrant que les huiles essentielles de Cupressus macrocarpa et de Callistemon viminaux
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ont significativement prolongé la période de développement des larves a 19,70 et 16,26 jours
respectivement par rapport aux témoins 10,63 jours, ainsi que celle des nymphes de Cx pipiens,

tandis que la durée de vie des adultes a considérablement diminué.

De nombreuses recherches ont mis en évidence que la durée de développement et la
longévité des adultes sont influencées par des facteurs de stress environnementaux tels que
I'exposition aux insecticides (Mayer et Baker, 1984 ; Zwaan et al., 1995). Par conséquent, la
réduction de la durée des stades de développement peut étre expliquée par la diminution des
réserves énergétiques nécessaires a la croissance et au développement (Reim et al., 2006). Cette
perturbation de la croissance des insectes peut probablement résulter de l'impact des
xénobiotiques sur le métabolisme des écdystéroides (Yezli-Touiker et al., 2016). Diverses
études ont démontré que les métabolites phénoliques des plantes affectent négativement le
comportement alimentaire des insectes, leur croissance, leur développement et leur
reproduction, et gu'ils peuvent avoir des effets létaux sur certains insectes (Divekar et al., 2022
; Mattar et al., 2022). Une diminution de la digestibilité des aliments a été observée dans les
fractions de tanins de Schinus terebinthifolius par les larves de Spodoptera frugiperda (Hussein
et al., 2023).

4.7 Effet de I’huile essentielle du Myrtus communis sur les aspects morphologiques induits

Le traitement des larves du 4™ stade de Culex pipiens avec les concentrations létales (CLso
et CLago), a provoqué huit types d'aspects morphologiques chez les larves, pupes et les adultes.
Ces aspects peuvent aider a expliquer les mécanismes d'action des huiles essentielles (Araujo
et al., 2018). Les moustiques peuvent présenter une aberration morphologique en raison d'un
déséquilibre endocrinien perturbé par les huiles essentielles (Fallatah et Khater, 2010).
Plusieurs recherches ont signalé une inhibition de la production d'ecdystéroides par des huiles
(Min-Li et Shin-Foon, 1987 ; Feder et al., 1988).

En outre, certaines huiles essentielles ont un impact sur le déplacement des larves vers la
surface de l'eau pour respirer, tandis que d'autres peuvent provoquer une neurotoxicité par
différents mécanismes, perturbant ainsi le processus normal de morphogenese et entrainant une
alimentation anormale, une perturbation du développement des moustiques adultes, ainsi que

leur capacité de voler (Silv-erio et al., 2020).
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Chantawee et Soonwera (2018) ont signalé des effets similaires ou une mortalité a été
observée chez les larves de Musca domestica exposees a I'huile essentielle de Foeniculum
vulgare avec des anomalies telles qu’une pigmentation plus prononcée, une cuticule fonceée,
rétrécie ou un corps tordu. L'huile essentielle a la capacité de pénétrer a travers la cuticule des
larves, ce qui entraine une inhibition des activités de leur systéme nerveux et perturbe leur
métamorphose (Pavela et Benelli, 2016). L’abdomen des larves d’Aedes albopictus et Aedes
Aegypti devient noir aprés une exposition a I’extrait d’Ipomoea cairica (AhbiRami et al., 2014),
Des effets similaires ont été rapportés par Soonwera et al. (2022) ou la combinaison des huiles
essentielles végétales Illicium verum et Zanthoxylum limonella et de leurs composants majeures
limonéne et trans-anethole respectivement, induit 9 anomalies morphologiques chez A. aegypti
et A. albopictus. Les mémes effets ont été constatés chez un Iépidoptére traité par les extraits
des feuilles de Magnolia grandiflora (Magnoliaceae), du bois de Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae), et des feuilles de Salix babylonica (Salicaceae) (Hussein et al., 2023).

4.8 Effets de ’HE du Myrtus communis sur les taux des métabolites

Les glucides sont une source majeure d'énergie chez les insectes, convertis en graisses et
participant a la production de protéines (Chapman 1998). Les glucides, tels que les sucres et le
glycogene, constituent le carburant du vol des moustiques, et la distance parcourue par ces
insectes dépend de la disponibilité des sucres (Clements, 1999). L'analyse des métabolites chez
les larves traitées de Cx. pipiens avec les concentrations létales montre que I'HE de M.
communis perturbe significativement les contenus métaboliques. Les résultats actuels montrent
une diminution significative des niveaux de glucides dans la série traitée des larves de Cx.
pipiens. Des résultats similaires ont été rapportés avec I'huile essentielle d'Artemisia annua qui
a été utilisée contre les larves de pyrale du marier Glyphodes pyloalis, entrainant une réduction
des niveaux des protéines, glucides et des lipides chez les larves traitées (Oftadeh et al., 2020).
La diminution des glucides peut étre attribuée a l'augmentation du métabolisme des sucres pour

couvrir les dépenses énergétiques pendant les conditions de stress (Yezli-Touiker et al., 2016).

Les lipides sont des composants importants qui forment des acides gras, des
phospholipides et des stérols, qui sont des parties intégrantes des parois cellulaires des insectes
et contribuent a d'autres fonctions (Chapman, 1998). L'huile essentielle de M. communis a réduit
la teneur en lipides des larves de Cx. pipiens traitées. Un résultat similaire de réduction des
lipides totaux a été observé chez la méme espece de moustiques traitée avec I'huile essentielle

de Thymus vulgaris (Bouguerra et al., 2018). D'autres travaux ont rapporté une diminution de
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la teneur en lipides chez les larves d'Anophelinés et de Culicinés de 28,57 % et 25,0 %,
respectivement, apres traitement avec un extrait d'Artemisia annua (Sharma et al., 2011). La
diminution des lipides peut étre due a la peroxydation des lipides, ainsi qu'a un changement
dans le métabolisme énergétique vers le catabolisme des lipides induit par le stress provoqué
par I'huile essentielle. Les triglycérides se décomposent en glycérol et en acides gras, libérant
de I'ATP et d'autres intermédiaires métaboliques dans le processus (Chakroun et al., 2007).

L'huile essentielle de M. communis a significativement réduit la teneur en protéines dans
la série traitée par rapport aux témoins. Ces résultats concordent avec un travail antérieur
(Bouguerra et al., 2018), qui a montré une diminution de la teneur en protéines totales dans les
larves de Cx. pipiens traitées avec I'huile essentielle de Thymus vulgaris. De plus, il est rapporté
que I'expression des protéines dans les larves et les pupes de Cx. pipiens et Cs. longiareolata a
été significativement modifiée apres traitement avec I'huile essentielle de Petroselinum crispum
(Seghier et al., 2020) et avec les huiles essentielles de Cinnamomum aromaticum, Elettaria
cardamomum et Myristica fragrans chez Ribolium castaneum (Tarigan et Harahap, 2016). Il a
été confirmé que la réduction des protéines pourrait étre due a divers facteurs, notamment la
dégradation des protéines a des fins métaboliques, I'incorporation altérée des acides aminés
dans les chaines polypeptidiques, lI'inhibition de la synthese des protéines ou la dégradation de
ces protéines en acides aminés utilisés dans le mécanisme compensatoire comme source
d'énergie pour compenser le stress (Bouaziz et al., 2017). De plus, il est suggéré que cette
réduction pourrait également étre attribuée a l'inhibition de la synthése de I'ADN et de I'ARN
(Chintalchere et al., 2020).

4.9 Effets de P’HE du Myrtus communis sur les réponses des biomarqueurs

Un biomarqueur est défini comme un changement mesurable dans une réponse biologique
ou biochimique (Joshi et al., 2016) et mesure l'interaction entre un systéeme biologique et un
agent environnemental, pouvant étre chimique, physique ou biologique (Winfield et al., 2012).
L'inhibition ou l'induction des biomarqueurs dépend de I'évaluation du niveau d'exposition et

des effets toxiques des xénobiotiques sur lI'organisme (Varo et al., 2002).
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4.9.1 Effet sur I’acétylcholineestérase (AChE)

L'acétylcholinestérase (AChE) est lI'une des enzymes hydrolytiques les plus importantes
dans le systeme nerveux des insectes, équilibrant la transmission du signal neuronal en
hydrolysant rapidement le signal d'acétylcholine dans la fente synaptique (Jacob et Mason,
2005). Les monoterpenes abondamment présents dans les huiles essentielles (HEs) sont de
nature lipophile et peuvent interférer avec les fonctions métaboliques, biochimiques,
physiologiques et comportementales des insectes (Mann et Kaufman, 2012). En raison de leurs
constituants chimiques bioactifs, les HEs de plantes aromatiques agissent sur le systéme
nerveux des insectes (Abdullah et al., 2015). Le niveau élevé d'estérases dans diverses especes
d'insectes, y compris les moustiques, a été principalement associé au phénomene de résistance
aux composes insecticides (Polson et al., 2011). L'application de certaines HEs ou de leurs
constituants purifiés a induit des symptomes tels qu'une hyperactivité, des convulsions et des
tremblements suivis de paralysie, ce qui démontre leur mode d'action neurotoxique. Les
symptdmes observés sont similaires a ceux produits par les organophosphates et les carbamates
(Chintalchere et al., 2020). Plusieurs monoterpenes présents dans les huiles essentielles agissent

comme des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (Ryan et Byrne, 1988).

Les résultats obtenus montrent que I'HE de M. communis a significativement réduit
I'activité de 'AChE dans la série traitée par rapport aux témoins. Cette diminution de 1’activité
est probablement due a l'inhibition de I'enzyme par I'huile essentielle. Ces résultats sont
cohérents avec ceux de Dris et al. (2017), qui ont montré que I'huile essentielle d'Ocimum
basilicum inhibait I'activité de 'AChE chez les larves de quatrieme stade de Cx. pipiens, et avec
les résultats présentés par Kharoubi et al. (2021), qui ont constaté que 'HE de Mentha x piperita
a réduit significativement l'activité de I'AChE dans le groupe traité par rapport au témoin. Les
résultats de Khaldi et al. (2022) ont montré une réduction dans I’activité de chez la méme espece
traitée avec un extrait de plante de Neem. Chez un ravageur des denrées stockées Ephestia

kuehnielle I'HE de T.munbyanus a un effet neurotoxique (Bendjedid et al., 2022).

4.9.2 Effets sur Les glutathion S-transférases (GSTs)

Les glutathion-S-transférases (GSTs, EC 2.5.1.18) sont des enzymes multifonctionnelles
impliquées dans de nombreuses activités physiologiques cellulaires, telles que la détoxification

des composés endogenes et xénobiotiques, la biosynthese des hormones et la protection contre
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le stress oxydatif (Adeyi et al., 2015). Elles ont été reconnues pour leur réle important dans la
détoxification des xénobiotiques (Tang et al., 2020). Les résultats obtenus avec Cx. pipiens
aprés traitement avec I'HE de M. communis ont montré une augmentation trés significative des
niveaux enzymatiques dans la série traitée par rapport a la série témoin a tous les temps testés,

24, 48, 72 et 96 heures, respectivement.

Ce résultat pourrait s'expliquer par lI'induction du processus de détoxification, une réaction
de l'organisme contre I'entrée des huiles essentielles. Des études antérieures ont démontré une
augmentation de l'activité des GSTs aprés traitement des larves de Cx. pipiens avec I'HE de
Rosmarinus officinalis (Zeghib et al., 2020). Des observations similaires ont également été
rapportées aprés I’utilisation de I'huile essentielle dérivée de Piper betle chez Ae. aegypti
(Vasantha-Srinivasan et al., 2017). De plus, Shahriari et al. (2018) ont enregistré des activites
significativement élevées des glutathion-S-transférases dans les larves traitées d'Ephestia
kuehniella avec de I'a-pinene, du trans-anéthole et du thymol. L'activité spécifique significative
de ces enzymes indique leur grande capacité de détoxification, attribuée a plusieurs mécanismes
physiologiques. Ces mecanismes incluent la sensibilité réduite du site cible et la production
accrue d'enzymes detoxifiantes, cela fonctionne pour protéger les voies de biosynthese contre
toute inhibition par des substances toxiques (Shahat et al., 2020). Le mécanisme moléculaire
responsable de l'activité élevée des GSTs est principalement di a des changements régulatrices
associés a une augmentation des niveaux de I'ARN messager des GSTs, indiquant une synthese

de lI'enzyme (Zahran et al., 2017).

4.9.3 Effets sur le malondialdéhyde MDA

La peroxydation lipidique est fréquemment observée en faveur d’une réaction au stress
oxydatif, lorsque les especes réactives de I'oxygéne (ROS) oxydent les lipides présentant des
liaisons carbone-carbone doubles dans les bicouches lipidiqgues membranaires (Sies, 2020). On
peut définir les ROS comme des "produits de I'oxygene moléculaire qui se produisent comme
une caractéristiqgue normale de la vie aérobie” (Mas-Bargues et al., 2021). Le processus de
peroxydation lipidique se déroule en trois étapes principales : I'apparition, la diffusion de la
chaine et la fin. Une seule réaction d'initiation provoquera 200 a 400 cycles de propagation,
avec des aldéhydes insaturés (4-hydroxy-2-nonenal et acroléine), des dialdéhydes

(malondialdéhyde et glyoxal) et des cétaldéhydes (4-oxo-2-nonenal et isokétales). Certaines
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sont extrémement réactives et sont percues comme des seconds messagers toxiques, qui

propagent et amplifient les dégats oxydatifs.

La teneur en MDA a été mesurée a 24, 48, 72 et 96 heures chez les larves du 4°™ stade
nouvellement exuviées de Culex pipiens apres traitement avec I’huile essentielle du myrte. Les
résultats obtenus montrent une augmentation trés significative apres traitement
comparativement aux témoins. Cela met en lumiere que I'huile essentielle provoque un stress
oxydatif qui entraine la peroxydation des lipides. L'augmentation du niveau de MDA, qui reflete
le stress oxydatif, pourrait étre associée a une diminution de l'activité des enzymes

antioxydantes.

Nos résultats correspondent a la littérature ou des effets similaires ont également été
observés chez Cx. pipiens, traité avec 1’huile essenticlle de Laurus nobilis (Bouzidi, 2021) et
I’huile essentielle d’Ocimum basilicum (Segheir et al., 2023) ainsi que les éléments
majoritaires, a-pinene, le trans-anéthole et le thymol (Shahriari et al., 2018). Divers huiles
essentielles ont entrainé une augmentation du taux de MDA chez différents insectes notamment
les huiles essentielles provenant des plants de citronnelle, d'arbre a thé et de laurier a 1’égard de
Musca domestica (Chintalchere et al., 2020), le thymol chez Acanthoscelides obtectus
(Lazarevic et al., 2020).

4.10. Effet de I’huile essentielle du Myrtus communis sur le potentiel reproducteur

Le potentiel reproducteur des insectes reste I'un des éléments clés de leur incontestable
prolifération et I'analyse de la reproduction est essentielle pour toute approche rationnelle visant
a réduire de maniére significative les dommages causés par les insectes (Yezli-Touiker et al.,
2018). Chez les insectes, les écdystéroides, hormones stéroidiennes de la mue, ainsi que
I'hormone juvénile sesquiterpénoide, contrblent divers aspects des processus de croissance, de
développement et de reproduction (Yamanaka, 2021). L'écdysone (sous sa forme active 20-
hydroxyécdysone ou 20E et dautres écdystéroides associés), une fois libérée dans
I'hnémolymphe, pénetre dans ses cellules cibles pour se lier a un récepteur nucléaire nomme le
récepteur de I'écdysone (EcR), qui forme un hétérodimere avec un autre récepteur nucléaire,

l'ultraspiracle, et induit I'expression génique (Hun et al., 2022).
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Nos résultats montrent que ’'HE de Myrtus communis administré aux larves L4 de Culex
pipiens affecte significativement le potentiel reproducteur des femelles en inhibant leur

fécondité et la viabilité de leurs ceufs.

Une étude antérieur a révélé que les adultes issus des larves de Culex pipiens traitées avec
I’HE de Laurus nobilis a montré une forte réduction de fécondité (Aissaoui et al., 2022). Des
résultats similaires ont été mentionnés apres le traitement a la saponine ou la fertilité et le
nombre d’ceufs pondus ont été considérablement diminué chez Cx. pipiens (Djeghader et al.,
2017). Chez certains insectes les extraits éthanoliques de la plante de Schinus terebinthifolius
ont eu un impact négatif sur tous les parametres biologiques évalués chez Spodoptera littoralis
(Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae), en prolongeant la durée du stade larvaire, ce qui a conduit a
une réduction de la masse pupale et de la période d'oviposition (Hussein et al., 2023). Par
ailleurs, Selon Sabbour et Abd El-Aziz, (2019), une inhibition de la ponte a été observe, une

diminution du nombre d'ceufs pondus chez E. kuehniella et E. cautella.

On suppose que ’'HE du M. communis a perturbé 1’ovogenése et la vitellogenése ainsi
que les diverses étapes de la reproduction et du développement. Par conséquent, la réduction
dans le contenu de différentes réserves énergétiques chez les L4 et I’effet neurotoxique de I’HE,
conduisant probablement a des effets secondaires sur les processus de régulation
neuroendocrine via les neuropeptides (allatostatines, allatotropines, PTTH...) qui contrélent la
régulation hormonale de la reproduction peuvent étre expliquées par I’interférence de I’HE avec
les principales hormones de la reproduction (hormone juvénile et ecdystéroides), vue I’activité
neurotoxique de ’HE enregistré, ou encore avec d’autre neuropeptides qui sont impliqués dans
le contréle endocrine de ce processus. Plusieurs auteurs ont montré une corrélation positive
entre les réserves energétiques et le succes reproducteur des organismes (De Coen et Janssen,
2003 ; Hamida, 2021).
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude s’inscrit dans les activités de recherches de 1’équipe du Laboratoire
d’excellence de Biologie animale appliquée, qui travaille dans le cadre d’un développement
durable pour développer des pesticides non polluants. Ces molécules, alternatives aux

pesticides conventionnels, sont représentées les pesticides d’origine naturelle (biopesticides).

Les pesticides d'origine naturelle, qui sont des alternatives aux pesticides conventionnels.
En Algérie, le moustique présente une préoccupation majeure en raison de sa large répartition
géographique, de son abondance et de sa nuisance réelle, dans ce contexte cette étude vise a
évaluer les effets 1étaux des huiles essentielles extraites d’une plante Myrtus communis chez

Cules pipiens.

Cette these se présente comme suit :

» En premier temps une présentation du matériel biologique (animale et végetale),
technique d’échantillonnage

» Une deuxiéme partie consacré a ’extraction de huile essentielle de Myrtus communis
ainsi que ’analyse chimique par CPG /SM.

» L’activit¢ insecticide (larvicide et adulticide) a permis de déterminer les
concentrations de mortalités Clso et Clgo,

» Effet répulsif de 1’huile essentielle de Myrtus communis

> Les activités de différents biomarqueurs, de neurotoxicité (acétylcholinestérase
(AChE), de détoxification des Glutathion S-Transférases (GSTs) et de la peroxydation
lipidigue malondialdéhyde (MDA).

> Effets sur le taux des métabolites dans le corps (protéines, glucides et lipides), les
taux d’épuisement des réserves énergétiques (NDI).

> Le potentiel reproducteur

» la fécondité la viabilité des ceufs, le taux d'éclosion et la fécondité

Tous ces résultats pourraient étre expliqués par le fait que ’'HE pourrait avoir effet sur les
différentes hormones qui régulent et modulent les processus physiologiques de

développement et de la reproduction.
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A 1" avenir, il serait intéressant d'envisager des expériences complémentaires pour obtenir
des informations plus précises sur l'impact de 'HE sur d’autres paramétres chez Culex

pipiens:

> Tester les éléments majoritaires de L° HE sur les différents stades de
développement de culex pipions

> Pour élaborer le répulsif afin d'améliorer la durée de protection en encapsulant
I'huile essentielle.

> Analyse des micronoyaux pour évaluer les dommages génétiques

(génotoxicité).

»  Etudier le comportement sexuel et alimentaire des adultes.

»  Une analyse des hydrocarbures cuticulaires.

> Evaluation de I’impact des variations saisonniéres sur le rendement, la

composition chimique et I’efficacité de ces huiles essentielles.
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6. RESUMES
6.1 RESUME

Myrtus communis L. « A’Rihéne » est une plante médicinale endémique de la région
méditerranéenne, utilisée par les populations locales pour ses propriétés culinaires et
medicinales depuis I'Antiquité. Néanmoins, méme si l'intérét scientifique s'accroit dans ce
domaine, plusieurs données sur la composition des plantes médicinales, leurs utilisations
thérapeutiques et les dangers associés a leur consommation sont insuffisantes. Par conséquent,
cette étude résume les résultats concernant la composition chimique et les activités
biologiques de M. communis a I’égard de Culex pipiens.

L'huile essentielle isolée, des feuilles fraiches de M. communis, a été analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrometrie de masse (CPG-SM). Un total
de 36 composants chimiques a été identifie dans I'huile essentielle, ce qui représente 99, 03 %
de la teneur totale. Le profil chromatographique de I'huile essentielle est caractérisé par une
quantité élevée d'a-Pinene (50,817%), suivie de 1,8-Cineole (18,982%), puis de D-Limonéne
(8,135%), d'autres composés tels que Linalool (4,871%), a-Terpineol (2,620%), et I'acétate de
géraniol (1,870%) ont été identifiées comme des composés mineurs de la totalité des

constituants détectés appartenant a quatre différentes familles.

En seconde partie I’huile essentielle a été testée sur des larves de quatrieme stade et des
adultes femelles pour évaluation de la toxicité de cette huile a ’égard de Culex pipiens. Les
résultats obtenus montrent que I’HE entraine une forte mortalité chez les larves et des adultes
avec une relation concentration-réponse. Les concentrations létales (CL) CLsg et ClLgo
déterminées, grace a une régression non linéaire, sont de I’ordre de 329, 50 pul/ml et 737.60,
22 pl/ml respectivement pour les larves et de 0,47pl /ml d’air et 1,13 47ul /ml d’air pour les

adultes.

L'huile essentielle du myrte a montré une répulsion de 100 % contre les moustiques
femelles Cx. pipiens immédiatement aprés l'application de toutes les concentrations;
cependant, l'effet répulsif a diminué avec le temps. Ainsi, la concentration la plus élevée a
présenté une répulsion de 100 % pendant plus de 30 minutes, concernant le développent des
différents stades de vie (larvaire, pupale et adultes) ce dernier a été affecté durant les

différents stades avec 1’apparition de plusieurs aspects morphologiques.
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En troisiéme partie a été consacrée a I’analyse des constituants biochimiques qui a
montré une diminution dans tous ces derniers, protéines, glucides, lipides et une augmentation
de l’indice d’épuisement énergétique. Les activités enzymatiques ont été mesurées pour
quantifier 'AChE, GSTs et le MDA, suivie d'une quantification des lipides durant le temps
(24, 48, 72 et 96 heures). Les résultats obtenus indiquent une augmentation de I’activité
spécifique des Glutathion STransférases (GSTs) et une diminution de 1’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase (AChE) ainsi qu’une augmentation des taux du Malondialdéhyde

(MDA).

Une derniére partie de la thése a été consacrée au potentiel reproducteur ou ces
paramétres ont été affectés de maniéré significative (nombre d’ceufs pondus, réduction de la

fecondité; réduction d’éclosion).

Tous ces résultats montrent que 'HE peut étre utilis¢é comme bio pesticide car elle

présente des activités neurotoxiques, reprotoxiques et insecticides en géneral.

Mots clés : Culex pipiens, huile essentielle, Myrtus communis, lutte biologique
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6. 2 ABSTART

Myrtus communis L. "A'Rihéne" is an endemic medicinal plant of the Mediterranean
region, used by local populations for its culinary and medicinal properties since ancient times.
However, despite increasing scientific interest in this field, several data regarding the
composition of medicinal plants, their therapeutic uses, and the risks associated with their
consumption are insufficient. Therefore, this study summarizes the results concerning the

chemical composition and biological activities of M. communis against Culex pipiens.

The isolated essential oil from fresh leaves of M. communis was analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). A total of 36 chemical components were
identified in the essential oil, representing 99.03% of the total content. The chromatographic
profile of the essential oil is characterized by a high quantity of a-Pinene (50.817%), followed
by 1,8-Cineole (18.982%), and D-Limonene (8.135%). Other compounds such as Linalool
(4.871%), a-Terpineol (2.620%), and geranyl acetate (1.870%) were identified as minor

compounds among the detected constituents belonging to four different families.

In the second part, the essential oil was tested on fourth-stage larvae and adult females to
evaluate its toxicity against Culex pipiens. The results showed that the essential oil caused
high larval mortality and affected adults with a concentration-response relationship. The lethal
concentrations (LC) LC50 and LC90 determined through non-linear regression were
approximately 329.50 pl/ml and 737.60, 22 pl/ml, respectively, for larvae and 0.47ul/ml of
air and 1.1347 pl/ml of air for adults.

The myrtle essential oil exhibited 100% repellency against female Cx. pipiens mosquitoes
immediately after application of all concentrations; however, the repellent effect decreased
over time. The highest concentration showed 100% repellency for over 30 minutes, affecting
the development of different life stages (larval, pupal, and adult) with the appearance of

several morphological aberrations.

In the third part, a biochemical analysis of the constituents showed a decrease in proteins,
carbohydrates, lipids, and an increase in the energy depletion index. Enzymatic activities were

measured to quantify the activity of AChE, GSTs, and MDA, followed by lipid quantification
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over time (24, 48, 72, and 96 hours). The results indicated an increase in the specific activity
of Glutathione S-Transferases (GSTs), a decrease in the specific activity of
acetylcholinesterase (AChE), and an increase in Malondialdehyde (MDA) levels.

A final part of the thesis was dedicated to the reproductive potential, where these
parameters were significantly affected (number of eggs laid, fertility reduction, hatching
reduction). All these results indicate that the essential oil can be used as a biopesticide due to

its neurotoxic, reprotoxic, and insecticidal activities in general.

Keywords: Culex pipiens, Essential oil, Myrtus communis, Biological control.
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Abstract. The purpose of the present study was to determine the chemical composition of Myrtus
communis L. essential oil (EO) and to assess its effectiveness against newly exuviated fourth instar
larvae and adults of Culex pipiens. The EO of the plant was extracted by hydrodistillation and its
chemical profile has been analyzed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS)
method. During this analysis, 36 Compounds were identified and the main components were a-Pinene
(50.81%) and 1.8-Cineole (18.98%). The EO toxicity was tested using several concentrations (100,
200, 400, 600, 700 pl/ml) and lethal concentrations (LCso and LCgp) were estimated at 329.5 ul/ml and
737.6 ul/ml against fourth-instar larvae. The adulticidal effect of this EO was tested using different
concentrations ranging between 0.15 and 1.25 pl/ml air and their lethal concentration values were
estimated. The EO of M. communis L. applied at its LCso and LCgg against fourth-instar larvae and the
effect action pathway was studied using the acetylcholinesterase (AChE) and glutathione S-transferase
(GSTs) biomarkers analyzes. These Biomarkers analyzes have confirmed the neurotoxic activity and
activation of the detoxification system. It was concluded that M. communis EO exhibits insecticidal
effects against Cx. pipiens and could be considered as a potential alternative to conventional
insecticides.

Keywords: phytochemical screening, plant essential oil, insecticidal activities, biomarkers, medicinal
plants

Introduction

Mosquitoes are a major public health concern worldwide as they transmit many
pathogens to humans and other vertebrate animals (Krishnappa et al., 2019). They are
recognized as the primary vectors of various significant diseases, such as malaria,
filariasis, dengue fever, yellow fever, chikungunya, West Nile virus, Zika virus and
other arboviruses; that can lead to encephalitis, bacteriosis, and helminthiasis (Amraoui
et al., 2019). These pathogens are among the most significant health concerns globally
(Hamama et al., 2022). The domestic mosquito, Culex pipiens is considered as the most
dominant with a large distribution in urban areas in Algeria. A culicidian systematic
study, in North-East of Algeria (Annaba region) revealed an abundance of 55.83% of
this species and a their presence was recorded through the all year because of the
temperature rising due the climate changes (Arroussi et al., 2021). Mosquito-borne
diseases are a growing global health challenge, threatening more than 40% of the
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world’s population, by 2050 and half of them will be exposed to arbovirus transmission
(Jone et al., 2021). Due to the lack of vaccines and no treatment for these diseases,
prevention strategies focus on controlling larval and adult mosquito populations with
insecticides and repellents that were considered the most effective approach for
reducing the mosquito proliferation (Jone et al., 2021).

Synthetic and neurotoxic insecticides are commonly used to control mosquitoes
(loannou et al., 2021). However, in recent decades, the development of insect resistance
and adverse effects on non-target organisms, soil, water, and air have increased
significantly (Johnson et al., 2023) and became a real health and environmental
problems. Scientists are looking forwards to develop and to propose new alternatives,
instead of the used conventional pesticides, such as a natural plant extracts, called
botanical insecticides or bioinsecticides (Bendjedid et al., 2021; Aissaoui et al., 2022).
Many bioassays using plant extracts and essential oils (EOs), from different plant parts
are tested against different insect orders (Yang et al., 2020). According to these positive
results, insecticides of botanical origin are increasingly being used as safe alternatives to
the conventional chemical and synthetic insecticides for pest control, in both agriculture
and public health sector, a sustainable and ecologically friendly manner (Zahoor et al.,
2020; Ma et al., 2023).

EOs are mainly odorless volatile compounds produced spontaneously by plants as
secondary metabolites for purposes other than feeding (i.e., protection or attraction)
(Nenaah et al., 2022). EOs extracted from plants can act as insect growth disruptive
(Abdel Haleem et al., 2022), repellents, synergists (EI-Wakeil, 2013) or as
phagodeterrents (Bibiano et al., 2022). Due to their lipophilic properties, they can
enter the interior of insects and interfere with their biological, physiological, and
neurological systems, resulting in metabolic disorders and death (Taffar et al.,
2021).

Myrtus communis is a medicinal and aromatic species belonging to the Myrtaceae
family that is endemic to the Mediterranean region (Tuberoso et al., 2010). Previous
studies have confirmed that M. communis has anti-inflammatory (Amira et al., 2012),
antiseptic (Amensour et al., 2010), antibacterial and antifungal properties (Bouzabataa
et al., 2014). Also some plants exhibit other activities, such as an anti-protozoal
(Belmimoun et al., 2016), antioxidant (Aidi et al., 2010), hypoglycemic (Onal et al.,
2005) and other medicinal uses (Hennia et al., 2018).

The current study was aimed to determine the chemical composition of the EO of M.
Communis and to evaluate its larvicidal and adulticidal effects towards a disease vector
Culex pipiens. In order to give additional information on its mode of action, the
activities of the biomarker of neurotoxicity (AChE) and the detoxifying enzyme (GSTSs)
were measured and interpreted.

Materials and methods
Plant collection

Fresh leaves of Myrtus communis (Myrtales: Myrtaceae) were collected from Seraidi
area; (Northeast Algeria, Annaba: 36° 55’ 53” North 7° 43’ 26” E), and identified
according to the voucher specimen (N° PH009-03) which is deposited in the herbarium
of the Department of Botany (Faculty of Science, University of Badji Mokhtar Annaba,
Algeria). The leaves of this plant remain green during the all year, but the spring period
remain the best time for sampling in order the get better oil yield.
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The essential oil extraction

The essential oil extraction is carried out using hydrodistillation process, using a
Clevenger 19 type apparatus. It consists by immersing the cut fresh leaves of M.
communis (100 g) directly into the bottle filled with distilled water (1500 ml). The
whole is boiled for 3 h, then the essential oil is separated from the aqueous phase in the
presence of anhydrous sodium sulfate, in order to remove all traces of water and then it
was stored in a small opaque bottle at 4°C in refrigerator. The used plant yield is
calculated according to the French standardization association (AFNOR) formula
(AFNOR, 2000): Y % oil (w/w) = weight of essential oil (g) / weight of plant material
(g) x 100.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis

The Essential Oil (EO) Analysis was performed using Gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS) with an HP (Hewlett Packard) Agilent 6890 plus equipped
with a HP- 5MS column (a length of 30 m x internal diameter of 0.25 mm, and 0.25
pum film thickness). The column oven temperature was set at 60°C for 8 min and then
increased to 250°C at the rate of 2°C/min. The injector and detector temperatures
carrier gas was helium, which flows through the column at 0.5 ml/min and the split
ratio was set to 50:1 with injection of 0.2 pl of oil sample. The component
quantification was done by an external standard method using calibration curves
generated by running GC analysis of representative compounds. The mass
spectrometry (MS) analysis was performed with a HP spectrometer (Hewlett Packard
Agilent 5973) that operated at 70 eV.

The constituent’s identification was based on a comparison of retention times with
those of corresponding reference standards using the NIST 02 and by comparison of
the retention index to n-alkanes of the components with published data (Adams,
2007).

Mosquito rearing

The mosquito colonies of Culex pipiens were kept in the Animal Biology Laboratory
inscterium. The rearing was carried under laboratory conditions with a temperature of
25 £ 2°C, the relative humidity of 70 += 5% and with a photoperiod of 14 h light and
10 h darkness as previously described (Rehimi and Soltani, 1999).

Larvicidal test

The effects of this essential oil were tested in a jars containing 100 ml of
dechlorinated stored water. Three repetitions were carried out for each concentration,
each consisting of 25 newly exuviated fourth-stage larvae. A stock solution of the
selected concentrations was prepared by dissolving 0.01 g of Myrtus communis
essential oil in 1 ml of ethanol solvent. After a screening test, newly exuviated 4th
instar larvae of Cx. pipiens were exposed to different selected concentrations for 24 h,
following the World Health Organization (WHO) standard procedure (WHO, 2005).
The used concentrations were 100, 200, 400, 600, and 700 pl/ml. A parallel control
series was conducted using ethanol. Lethal concentrations (LCso and LCg), 95%
confidence limits LC, and the Hill slope of the concentration-mortality curve were
calculated (Table 2).
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Adulticidal test

After a preliminary screening, Myrtus communis L EO was applied (by fumigation)
at different concentrations: 0.15; 0.25; 0.5; 0.75, 1 and 1.25 pl/ml of air on a filter paper
disk of 2.5 cm in diameter (Khani and Besayand, 2012). Female adults of Cx. pipiens
were introduced into glass bottles of a 250 ml capacity. Three replicates of 10
individuals were made for each concentration. A control series was conducted in
parallel. Mortalities were recorded at 1 h after treatment and observed mortalities were
corrected according to the formula of Abbott (1925). Lethal concentrations and their
confidence limits (95% LC) were calculated with GRAPH PAD PRISM 6 software.

Biomarkers activities

The fourth-instar larvae from the control and treated series, with LCso and LCgo, Were
used to determine the enzyme activity of acetylcholinesteratse (AChE) and glutathione-S-
transferases (GSTs). The tests were performed on the treated and control larvae sampled at
24, 48, 72, and 96 h after treatment with two previously determined lethal concentrations
(LCs0 = 329.5 ul/ml, LCo0 = 737.6 ul/ml) of M. communis EO. The assays were performed
with four replicates, each comprising 15 individuals and the same for the control series.

AChE activity was assessed in accordance with the method of Ellman et al. (1961),
using acetylthiocholine as a substrate, The samples were homogenized in 1 ml of
detergent solution (1 mM EGTA / 1% triton X / 1 M NaCl / 0.01 M Tris, pH 7). After
centrifugation (5,000 rpm for 5 min), the activity of AChE was measured on an aliquot
of 100 pl of supernatant to which 100 pl of 5,5’-dithiobisnitrobenzene (DTNB) acid and
1 ml of Tris buffer (0.1 M, pH 7) were added. After 5 min of reaction, 100 pl of
substrate (acetylthiocholine) was added. Optical density was measured at a wavelength
of 412 nm every 4 min for 20 min. The specific activity of GSTs and AChE are
expressed in pM/min/mg of protein. The assay of GSTs was carried out according to
Habig et al. (1974) using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as an artificial substrate,
as previously described (Afnor, 2000). The samples were homogenized individually in 1
ml of phosphate buffer (0.1 M, pH 6). After centrifugation (14.000 rpm for 30 min), an
aliquot of 200 ul of the supernatant was added to 1.2 ml of a mixture of CDNB (1
mM)/GSH (5 mM) substrate in phosphate buffer (0.1 M, Ph 6). The absorbance
readings were taken, every minute, for 5 min at a wavelength of 340 nm.

Data analysis

Statistical analyses were performed using Prism version 6 for Windows (Graph Pad
Software, La Jolla, CA, USA, www Graphpad.com), and p < 0.05 was considered to be a
statistically significant difference. Data have been expressed by the mean + standard
deviation (mean + SD). All data were verified by the Brown-Forsythe test and analyzed
by one-way ANOVA and two-way analysis of variance (ANOVA). A Tukey post-hoc
analysis HSD test was used to evaluate differences between the control and treated series.

Results
Yield and chemical composition of essential oil

The estimated average essential oil yield from the hydrodistillation was 0.63 g from
100 g of the plant M. communis and the percentage of essential oil yield was 0.62%
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(w/w). The isolated essential oil, from M. communis, was analyzed by GC/MS. A total
of 36 chemical constituents were identified in the essential oil constituting 99.034% of
the total content (Table 1). The essential oil profile is characterized by a high amount of
a-Pinene (50.817%), followed by 1,8-Cineole (18.982%), then D-Limonene (8.135%),
other compounds like Linalool (4.871%), a-Terpineol (2.620%), and Geranyl acetate
(1.870%) were identified as minor components.

Table 1. Chemical composition of Myrtus communis leaves essential oil analyzed using
GC/MS

No. Compounds Concentration (%) RT (Min) RI it RI&®
1 n-Butyl isobutyrate 0.190 8.56 911 912
2 a-Thujene 0.135 9.23 930 924
3 a-Pinene 50.817 9.84 939 934
4 Sabinene 0.213 12.04 975 972
5 B-Pinene 0.062 13.05 979 989
6 a-Phellandrene 0.287 13.84 1002 1002
7 8-3-Carene 0.332 14.2 1011 1007
8 a-Terpinene 0.088 14.67 1017 1014
9 para- cymene 0.425 15.3 1024 1023
10 D-Limonene 8.135 15.75 1029 1029
11 1,8-Cineole 18.982 15.93 1031 1032
12 (E)-B-Ocimene 0.161 16.95 1050 1046
13 y-Terpinene 0.505 17.59 1059 1056
14 Terpinolene 0.620 19.65 1088 1085
15 Linalool 4.871 20.86 1096 1102
16 Hotrienol 0.158 21.05 - 1105
17 Endo-Fenchol 0.032 21.52 1116 1111
18 Trans-Pinocarveol 0.189 23.25 1139 1136
19 Trans-Sabinol 0.058 23.86 1188 1190
20 Terpin-4-ol 0.336 26.02 1117 1175
21 a -Terpineol 2.620 27.12 1188 1190
22 Methyl Chavicol 0.082 27.58 1188 1190
23 Trans-Sabinene acetate 0.490 31.68 1256 1256
24 o - Terpinyl acetate 0.337 37.81 1349 1347
25 Geranyl acetate 1.870 40.26 1381 1385
26 Methyl eugenol 1.571 41.55 1403 1405
27 (E)-Caryophyllene 1.714 42.09 1419 1414
28 a -Humulene 0.387 44.17 1454 1448
29 Neryl propanoate 0.030 48.16 1454 1458
30 Durohydroquinone 1.117 48.53 - 1520
31 Flavesone 0.093 49.83 1547 1542
32 Germacrene B 0.697 50.35 1561 1551
33 Geranyl butanoate 0.128 51.17 1564 1565
34 Caryophyllene oxide 0.630 51.92 1583 1578
35 Humulene epoxide |1 0.136 53.41 1608 1604
36 Tasmanone 0.538 60.52 1727 1734

Total identified 99.034

RT: retention time index (min); RIlit: retention index from literature (Adams, 2007); Rlexp: retention
index reported in the present investigation
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Larvicidal bioassay

The M. communis essential oil applied to newly exuviate fourth instar mosquito
larvae of Cx. pipiens, the mortality (%) recorded in control series was insignificant with
0.33 £ 0.05%. Indeed, our data revealed that, the observed mortality of larvae values
varied from 13.04 +2.30% for the lowest concentration (100 pl/ml) to 89.29 + 6.14%
for the highest tested one (700 ul/ml). This EO caused a mortality of larvae with a
concentration-response relationship (Fig. 1). The mortality concentrations (LC) and the
Hill slope recorded with their fiducial limits (95%) were listed in Table 2.

R%= 0.94
100 T o
°
80 -
60

40 4

20

Corrected mortality (%)

0 T r .
1.5 2.0 2.3 55 26 277288 3

Log.Concentration (pl/ml)

Figure 1. Effect of Myrtus communis on Cx. pipiens larvae at different concentration (ul/ml),
Mortality observed in (%) of newly exuviated stage 4 larvae: curve concentration-reponse
expressed the corrected mortality and the logarithm of Myrtus communis oil concentrations

(ul/mli)

Table 2. Concentration (ul/ml) of Myrtus communis essential oil against newly exuviated

Sfourth instar larvae of Cx. pipiens. Determination of lethal concentrations (ul/ml) and their
95% confidence intervals

Concentrations Values (ul/ml) Fiducial limits (95%0) R?
LCso 3295 223.1-486.5
LCyo 737.6 370.9 - 1467

Hill slope 0.734 0.388 - 5.064 0.94

Statistical analysis revealed a significant concentration effect (F 4, 10 =432.8;
P <0.0001) and Tukey’s HSD test showed a significant increase in mortality with
increasing concentration. Also a significant difference was noticed between
concentrations (Fig. 2).

Adulticidal bioassay

Results of the effect of Myrtus communis EO applied by fumigation for 60 min
against Cx. pipiens mosquitoes, our data revealed that the corrected mortality of adults
values varied from 10% for the (0.15 ul/ml area) concentration, and 100% for the
highest concentration (1.25 ul/ml area). This EO caused a mortality of larvae with a
concentration-response relationship (Fig 3). Table 3 presents the mortality
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concentrations (LC) along with their corresponding Hill slope values, both accompanied

by their fiducial limits (95%).
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Concentration (nl/ml)

Figure 2. Effect of Myrtus communis on Cx. pipiens larvae at different concentrations (ul/ml),
Mortality observed in (%) of newly exuviated 4" instar larvae of Cx. pipiens (Mean + SD; n = 3
replicates containing each 25 larvae; values indicated by different letters are significantly
different by HSD test at P < 0.001)

R%=0.97
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Figure 3. Effect of Myrtus communis at different concentrations (ul/ml of air), applied by
fumigation, in adult female Culex pipiens Mortality corrected in (%): Curve concentrations-
response expresses the corrected mortality for the logarithm of Myrtus communis oil
concentrations (ul/ml of air)

Statistical analysis revealed a significant concentrations effect (F 5, 12 =379.2;
P <0.0001). They showed a significant concentrations-dependent increase in adult
mortality. Ranking the concentrations by Tukey’s HSD test allows to classify the
concentrations according to their toxicities (Fig. 4), the results reveal the existence of 6
groups with different effects of the essential oil on the percentages of mortalities.

Effects on the enzymatic activities

The letal concentrations (LCso and LCgo) were used to evaluate their effects on two of
the common enzymes targeted by conventional insecticides, Acetylcholinesterase
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(AChE) and Glutathione S-transferase (GSTs). Figures 5 and 6, respectively, showed
the results of the essential oil effects on ACHE and GSTs isolated from fourth-instar
larvae of Cx. Pipiens larvae (mean + SD, n = 6).

Table 3. Concentrations (¢«4/ml air) of Myrtus communis EO applied by fumigation for
60 min in female Culex pipiens mosquitoes. Determination of lethal concentrations (ul/ml
air) and their 95% confidence intervals

Concentrations Values (ul/ml air) Fiducial limits (95%0) R?
LCso 0.47 0.38-0.42
LCoo 1.13 0.76 - 1.67
Hill slope 2.515 1.38-3.64 0.97
e e
100 -
S so- g
z
‘_§ 60 - c
£
T 404
0
s 201 a

Concentration (pl/ mlof air)

Figure 4. Effect of Myrtus communis at different concentrations (ul/ml air), applied by
fumigation, in adult female Culex pipiens Mortality observed in (%): values indicated by
different letters are significantly different by HSD test at P < 0.001)

For AChE, the activity was determined in the control and treatment series. The oil
induced a significant AChE inhibition from 24 h of treatment, with a maximum
inhibition occurring at 96 h of treatment. The two-way ANOVA indicated a significant
effect of time (F (3, 24) = 683.6; p <0.0001), treatment (F (2, 24) = 265; p <0.0001)
and time-treatment interaction F (6, 24) = 39.78; p < 0.0001).

Different lowercase letters above the same exposure time indicated a significant
difference and different uppercase letters above the same exposure treatment indicated a
significant difference (p <0.05). It can be observed that, the M. communis essential oil
caused a significant increase in GST enzyme activity compared to the control series at
24 h (0.139609 + 0.0026 for LCso and 0.252121 + 0.007 ug/min/mg protein for LCgp).
With a clear increase at 96 h (0.28965+ 0.011 for LCso and 0.441818 + 0.001
ug/min/mg protein for LCgo) after treatment as compared to controls (Fig. 6). Two-way
ANOVA confirms these results and indicated a significant effect of concentrations (F 2,
24 =6890; P<0.0001), time (F 3, 24=1703; P<0.0001) and interaction
concentrations time (F 3, 24 = 74.58; P < 0.0001).
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Figure 5. Effect of Myrtus communis on AChE activity (M/mn/mg of protein) in Culex pipiens
larvae (mean + SD, n = 6). Different lowercase letters above the same exposure time indicated
a significant difference and different uppercase letters above the same exposure treatment
indicated a significant difference (p < 0.05)
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Figure 6. Effect of Myrtus communis on GSTs activity (uM/mn/mg of protein) in Culex pipiens
larvae (mean + SD, n = 6). Different lowercase letters above the same exposure time indicated
a significant difference and different uppercase letters above the same exposure treatment
indicated a significant difference (p < 0.05)

Discussion
Yield and chemical composition of the essential oil

The yield of extracted essential oil of M. communis cultivated in Annaba (Algeria),
by hydro-distillation was 0.62% + 0.05% (w/w). This result is relatively similar to the
estimated yield of the same collected plant, from different regions (Dadazadeh and
Nourafcan, 2021; Mohamadi et al., 2021). Myrtle studies from other countries showed
the same vyields. In Tunisia, Aidi et al. (2010) obtained an average of 0.61%. In
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Morocco, 0.2% (w/w) essential oil was obtained on a dry weight basis (Brahimi et al.,
2022). The yield of Iranian myrtle varies from 0.8 to 2.2% (w/w) (Salimi-Beni et al.,
2017). Essential oil of M. communis is directly related to altitude (Mohamadi et al.,
2021), also Several factors can directly impact EO yield, such as harvest time and
season, climate, geographic area and drying time, and extraction methods (Dadazadeh
and Nourafcan, 2021).

The essential oil of M. communis analysis revealed the presence of 36 compounds.
The major compounds in this essential oil were a-Pinene (50.817%), followed by 1,8-
Cineole (18.982%). In Tunisia it was reported that the essential oil of M. communis
contained 58.1% a-pinene (Aidi et al., 2010). Also Corsican myrtle (France) oils have
high levels of a-pinene (Barhouchi et al., 2016). In contrast to these results, in Italy the
two majority compounds are Acetate Geranyl (16.36%) and 1,8-Cineole (16.36%)
(Barac et al., 2018). In the essential oil of M. communis collected from different regions
of Greece, the main compounds were identified as a-pinene, 1,8-Cineole, linalool and
limonene (Koutsavitia et al., 2015). Environmental factors such as the relative humidity,
temperature, duration of sunstroke, altitude, and other factors directly influence the
proportion of the different constituents of essential oil. Indeed, the cultivation
conditions (nature of the soil, fertilizer supply) (Joshi et al., 2016), the Isolation process,
the Isolation time and other factors such as preliminary treatments (transport conditions,
drying and storage time of plant material, etc.) can cause great variability in the
composition of essential oil, following enzymatic degradation (Bendif et al., 2017).

Larvicidal bioassay

The toxicity bioassay results show a larvicidal activity, of applied EO of Myrtus
communis with a concentrations-response relationship. The insecticidal efficacy of EOs
is given not only by their specific chemical profile and total content of major
compounds, but also by the mutual ratios of the major compounds, which may lead to
both synergistic and antagonistic effect (Pavela, 2015). Previous studies on the toxicity
of EO have been conducted notably the study of Bouguerra et al. (2019) tested the
effect of Origanum vulgare on Cx. pipiens larvae; the results indicate a very high
toxicity with an LCso value of 12.41 ppm. Recently, bioassays showed the larvicidal
activities of Lavandula angustifolia, Mentha x piperita, Rosmarinus officinalis essential
oils against Culex pipiens, of which rosemary oil acquired the most powerful larvicidal
activity (Abo El-kasem Bosly, 2022).

Adulticidal bioassay

The results of the present study indicated that the tested oil displayed fumigant
toxicity towards adults of Cx. pipiens. The toxicity of essential oil increased
significantly with increasing the time of exposure and the concentrations of EO M.
communis. Zahran et al. (2017) reported a high adulticidal activity for Origanum
vulgare oils against adults of Culex pipiens, with LCso values from 0.06 to 12.84 mg/ml.
Moreover, various authors have reported that adulticidal activity against another
mosquito species on essential oils from different plant species, such as Eucalyptus
maculata (Myrtaceae), Callistemon linearis (Myrtaceae), Cymbopogon citratus
(Poaceae), Eucalyptus globulus (Myrtaceae), and Zanthoxylum limonella (Rutaceae),
with LCso ranging from 23 to 85.5 mg/ml (Sarma et al., 2019; Soonwera and Sittichok,
2020). Even if the compound is of a natural origin, the selectivity is a key issue. The
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fumigant toxicity of OE may be attributed to their major monoterpenes. It is been
reported some major compounds of the tested oils, such as a-pinene, limonene, o-
terpineol, B-pinene, 1,8-cineole, camphor B-citronellol, geraniol, linalool and a-citral
had fumigant toxicity against the adults of Cx. Pipiens (Ma et al., 2014). In addition,
this is the first report showing the adulticidal activity of M. communis essential oils
against Cx pipiens. The difference of sensitivity may be is attributed mainly to the
phenotypic resistance (modifications in the target site), metabolic resistance (ability to
detoxify insecticides) or behavioral modification. Behavioral changes that minimize
contact between insect and the insecticide may cause a severe impact in the insecticide
application efficacy, especially if physiological features (Martins et al., 2012) select
resistance.

Biomarkers responses

A biomarker is defined as a measurable change in a biological or biochemical
response (Joshi et al., 2016) and measures the interaction between a biological system
and an environmental agent, they can be chemical, physical, or biological (Winfield et
al., 2012). The inhibition or induction of biomarkers depends on the assessment of the
level of exposure and the toxic effects of xenobiotics on the organism (Varo et al.,
2002).

Acetylcholine esterase (AChE) is one of the most important hydrolytic enzymes in
insect nervous system that equilibrate neural signal transduction by rapid hydrolyzing of
acetylcholine signal in the synaptic cleft (Jacob and Mason, 2005). The monoterpenes
abundantly present in essential oils (EOs) are lipophilic in nature and can interfere with
the metabolic, biochemical, physiological and behavioral functions of insects (Mann
and Kaufman, 2012). Due to their bioactive chemical constituents, aromatic plant EOs
act on the nervous system of insects (Abdullah et al., 2015). The high level of esterases
in various insect species, including mosquitoes, has been primarily associated with the
phenomenon of resistance against insecticide compounds (Polson et al., 2011). The
application of certain EOs or their purified constituents has induced symptoms such as
hyperactivity, convulsions, and tremors followed by paralysis, which demonstrates their
neurotoxic mode of action. The observed symptoms are similar to those produced by
organophosphates and carbamates (Chintalchere et al., 2020). Several monoterpenes
found in essential oils act as inhibitors of acetylcholinesterase (Ryan and Byrne, 1988).

The results demonstrate that M. communis EO significantly reduced the activity of
AChE in the treated series compared to the control ones. This decrease in activity is
likely due to the essential oil’s inhibition of the enzyme. These findings are consistent
with those of Dris et al. (2017), who showed that the essential oil of Ocimum basilicum
inhibited AChE activity in fourth-stage larvae of Cx. pipiens, and with the results
presented by Kharoubi et al. (2021), who found that EO of Mentha x piperita
significantly decreased AChE activity in the treated group compared to the control.

Glutathione S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18) are multifunctional enzymes
involved in many cellular physiological activities, such as detoxification of endogenous
and xenobiotic compounds or biosynthesis of hormones and protection against oxidative
stress (Adeyi et al., 2015). They have been recognized with their important role in
xenobiotic detoxification (Tang et al., 2020). The results obtained with Cx. pipiens after
treatment with M. communis EO showed a very significant increase in enzyme levels in
the treated series compared to the control series at 24, 48, 72 and 96 h, respectively.
This result could be explained by induction of the process of detoxification, a reaction
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of the organism against the entry of the essential oils. The previous studies have
demonstrated an increase in GSTs activity after treatment of Cx. pipiens larvae with EO
of Rosmarinus officinalis (Zeghib et al., 2020). Similar observations were also reported
regarding the essential oil derived from Piper betle against Ae. Aegypti (Vasantha-
Srinivasan et al., 2017). Moreover, Shahriari et al. (2018), recorded significant-high
activities of glutathione S-transferases in the treated larvae of Ephestia kuehniella with
a-pinene, trans-anethole, and thymol. The significant specific activity of these enzymes
are indicative of their high capacity for detoxification, which is attributed to several
physiological mechanisms. These mechanisms include the reduced sensitivity of the
target site and the increased production of detoxifying enzymes; that is functioning to
safeguard the biosynthetic pathways from any inhibition by toxic substances (Shahat et
al., 2020). The molecular mechanism responsible for elevated GSTs activity is mostly
due to regulatory changes associated with increased GSTs mRNA levels indicating de
novo synthesis of the enzyme (Zahran et al., 2017).

Conclusion

Essential oil extracted from M. communis belongs to the Myrtaceae family contains
many important chemical compounds which were analyzed using GC/MS indicating
that a-Pinene is the major compound of the EO. The obtained results have showed of
EO of M. communis exhibited toxic effects against larvae and adult of the domestic
mosquito Cx. pipiens. It is concluded that the present EO could presented as a good
alternative for neurotoxic products against mosquito control programs.
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