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INTRODUCTION
Depuis 170 millions d'années, les diptéres forment un groupe d'insecte le plus écologiquement

diversifié. La famille des culicidés est considérée comme la plus importante, elle comprend
environ 3528 especes de la faune du monde (Poupardin, 2011). Les espéces constituants le méme
groupe sont regroupées sous le vocable commun : le complexe d'especes. Dans le groupe des
culicidés, on trouve trois complexes ; le complexe Anopheles gambiae Giles, 1902, le complexe
Anopheles punctulatus et le complexe Culex pipiens Linnee, 1758. Ce dernier est le plus
anciennement étudié (ElI ouard, 1974). Il comprend deux espéces (Barr, 1982); Culex
globocoxitus Dobrotworsky, 1953 endémique de 1’Australie et Culex pipiens Linné, 1758 a
répartition circummondiale, qui est parmi les espéces les plus abondantes en Algérie (Aissaoui et

Boudjelida, 2014) et la seule présente en Afrique du nord.

La place importante qu'occupent les moustiques dans la faune terrestre comme dans la faune
aquatique, fait de ces Arthropodes un matériel d'étude important pour les biologistes. Au cours
des vingt derniéres années, la faune Culicidienne d'Algérie a fait I'objet d'un grand nombre de
travaux qui s'intéressent plus particulierement a la systématique, la biochimie et la morphométrie
de ces insectes (Bendali et al., 2001; Boudjelida et al., 2005; Tine-Djebbar et Soltani, 2008;
Tine- Djebbar, 2009; Messai et al., 2010; Tine-Djebbar et al., 2011). Depuis les travaux de
Laveran (1880) in Benkalfate EI hassar (1991) a Constantine sur I'nématozoaire du paludisme et
de Ross sur I'Anophéle, la présence de Culicidés en Afrique du Nord a longtemps été synonyme
d'épidémies graves. Parmi les espéces culicidiennes, Culex pipiens, plus précisément la femelle,
est connue comme vecteur de plusieurs agents pathogenes responsables de maladies infectieuses
parfois mortelles pour I’homme et les animaux (Gad et al., 1995; Turell et al., 1996; Guyatt et
al., 1999; Aouinty et al.,2006 ; Kosone et al.,2008).

Citons par exemple le cas du virus West Nile (Krida et al., 1998), le virus de la fievre de la
vallée du Rift (Hoogstraal et al., 1979; Meegan et al., 1980; Moutailler et al., 2008) et des
filaires (Harb et al., 1993; Krida et al., 1998; Aubry et Galizére, 2013).D aprés Hassaine (2002)

cette puissance de transmettre les agents pathogénes est due a son adaptation a tous les biotopes.



Culex pipiens se trouve sous deux formes: Culex pipiens pipiens rural, dont les larves se
développent dans les eaux claires et qui attaque surtout les oiseaux et Culex pipiens molestus,

citadin, attaque les oiseaux et I'homme.

A ce rble vectoriel des moustiques, s'associe un autre concept plus récent, celui de la
nuisance.Cette derniére vient compromettre notre repos et notre bien-étre par leur

bourdonnement, leurs pigQres irritantes ou par des réactions allergiques.

Face a cette nuisance, I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) préconise certaines stratégies.
Celle qui a donné une efficacité considérable consiste a contréler les populations des vecteurs
(larves et adultes). Pour cela, plusieurs méthodes ont été utilisées; passive ou active, biologiques
ou chimiques, selon les différents stades de développement de ces insectes (Fontenille et al.,

2006). Pour les maladies vectorielles, il n’existe pas de méthodes préventives et curatives.

Dans les années soixante, la lutte était essentiellement basée sur 1’élimination mécanique des
gites larvaires potentiels (Hamon et Mouchet, 1967) et a la protection personnelle, en portant des
vétements amples a manches longues et de couleurs pales, ainsi que les moustiquaires

imprégnées d’insecticides de synthése et les pulvérisations intra domiciliaires d’insecticides.

En effet, les stratégies de lutte se sont appuyées dans les premiers temps sur 1’utilisation
d’insecticides chimiques comme par exemple; le DDT (Dichloro-Diphenyle-trichloethane), la
deltamethrine, le malathion, les pyrethroides et les organophosphorés. Bien que cela se révele
tres efficace sur les moustiques culicidés, il présente plusieurs inconvénients. En effet, en plus
de I'effet néfaste de ces produits sur la vie aquatique, ils sont a l'origine de divers problémes
environnementaux (Aouinty et al., 2006). A tous ces inconvénients s’ajoute le grand probléme de
la résistance, les insectes traités développent une résistance aux insecticides chimiques
(Georghiou et al., 1975; Sinegre et al., 1976; Weill et al., 2003).

Cet état de fait vis-a-vis de ces produits toxiques, a géneré I’intérét pour développer d’autres

moyens de lutte (Georghiou & Lagunes-Tejeda, 1991).



Ces derniers peuvent étre définies comme I'ensemble des moyens propres a freiner le
développement des Culicides, ils sont décrits sous plusieurs formes (Benkalfate-EI Hassar,
1991):

-La lutte par utilisation de prédateurs larvaires (poissons et oiseaux).

-Lutte microbiologique : les parasites conventionnels, les virus et les bactéries pathogénes des
Culicidés comme Bacillus thuringiensis. Depuis 1982, on utilise efficacement cette bactérie qui
vit naturellement dans le sol partout dans le monde. Son activité larvicide provient de la structure

cristalline (Lacoursiere et Boisvert, 2004).

-Lutte génétique qui utilise des méthodes modifiant artificiellement le potentiel génétique de

I'espéce (males stériles, translocations).

Par ailleurs, les chercheurs et scientifiques tentent, d'ores et déja, de trouver des alternatives
efficaces et accessibles, a partir de nouvelles molécules, prenant en considération les parametres
biologiques, physiologiques et biochimiques des organismes vivants. Ces molécules sont
biodégradables, sans risques (Rageau et Delaveau, 1980), et non toxiques pour les organismes
non cibles (Kostyukovsky et al., 2000). Ces molécules sont principalement extraites a partir de
plantes sous forme des huiles essentielles ou des extraits aqueux (Guarrera, 1999). Elles
contiennent des substances toxiques, pouvant agir comme larvicide, causant une mortalité
remarquable des larves en 1 a 12 jours. Ces substances ont également une action juvenoide
(mimétique de 1’hormone juvénile) entrainant une inhibition de la nymphose (Crosby et al.,
1966; Aligon et al., 2010; Alaoui, 2012). L utilisation des plantes pour leur effet insecticide est
connue depuis longtemps, cet effet a été évalué par nombreux chercheurs. C'est notamment le
cas de Koua (1994) qui a montré I'activité larvicide de Persea americanacontre Anopheles
gambiae. Récemment, 1’aulne s’est révélée étre douée de propriétés toxiques vis-a-vis les larves
du moustique Culex pipiens, Aedes aegypti (David et al., 2000). Une autre plante (le neem)
ayant un effet insecticide a été utilisée sur les larves de Culex quinquefasciatus (Seye et al.,
2006). Dans des travaux encore plus récents, les propriétes insecticides de certaines plantes ont
¢été testées sur les larves d’insectes. Nous citons par exemple les travaux de Kaushik et Saini
(2008) qui ont testé 1’activité larvicide de Millingtonia hortensissur les larves d"Anopheles, et les
travaux de Cheng et al. (2009) dans lesquels la toxicité de I'huile essentielle de Cinnamomum

osmopholeum a été evaluée sur des larves de moustiques.
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L’activité larvicide des extraits de deux plantes (Lantana camara et Catharanthus roseus) sur le

vecteur Aedes aegypti a aussi été confirmée dans les travaux de Remia et Logaswamy (2010).

Par ailleurs, la protection des cultures contre les ravageurs par des extraits végétaux a éte étudiée
aussi sur Lymantria dispar par I'utilisation du laurier rose comme insecticide (Kerris et al.,
2009).

Au vu des travaux réalisés de par le monde sur I'effet insecticide de plantes, nous proposons
d apporter notre contribution dans la recherche de substances naturelles a pouvoir larvicide
contre les moustiques, particulierement Culex pipiens L. La présente étude est une succession
aux travaux relatifs a I'utilisation d'insecticides extraits d autres plantes aromatiques sur les

larves de I"espéce Culex pipiens.

Cette étude comporte quatre chapitres d'égales importances, le premier chapitre est une
introduction dans laquelle nous donnons un apercu général sur les Culicidés, leurs nuisances,

leur role vectoriel et les méthodes de lutte utilisées.

Le deuxieme chapitre est réservé au materiel et méthodes sur les différentes étapes

expérimentales.

Ce chapitre traite de |'élevage de Culex pipiens, de la preparation des extraits aqueux des
differentes plantes a tester, de tests de toxicité, sur les coupes histologiques de I'intestin des

larves traitées et temoins et sur la biométrie des larves aprés traitement.

Dans ce chapitre 2, les resultats sont soumis a des analyses statistiques en I occurrence de les

mieux comprendre et modéliser.

Le troisiéme chapitre est consacré aux résultats obtenus de ces expérimentations, soumis a des

analyses statistiques pour essayer de répondre aux objectifs fixés au préalable.

Dans le dernier chapitre, une discussion est rédigée en référence a des travaux réalisés par

d’autres auteurs. Le travail se termine par une conclusion et des perspectives.



CHAPITRE 1. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Présentation du moustique Culex pipiens Linnee, 1758

1.1.1. Position systématique et la notion de complexe Culex pipiens

Le moustique commun paléarctique, défini sous le nom de moustique rural Culex pipiens, est un
antennate appartenant a la classe des Insectes de I’embranchement des arthropodes. Il possede
trois paires d’appendices locomoteurs. Il appartient a ['ordre des dipteéres (holométaboles)
caractérises par une seule paire d ailes (mésothoracique) bien développées (Aouati, 2016). Au
sous ordre des nématocéres: la famille des Culicidés et la sous famille des Culicines
(Resseguier, 2011). Les larves de quatriéme stade et les adultes fournissent le maximum de
caracteres systématiques (Rioux, 1958). Ce moustique est situé dans ce qu’on appelle le
complexe du pipiens gréce a certain nombre de caractéristiques biologiques tels que : I’absence
de pouvoir autogeéne, une ornithophilie essentielle et I’existence d’une longue diapause ovarienne

accompagnée par un développement externe du corps gras (Roubaud, 1957).

En 1937 Marshall et Staley ont déclaré que I'ancien Culex pipiens L. doit étre représenté par
deux espéces ou biotypes, comme les a définies Roubaud (1929). Une espece de Culex autogeéne,
homodyname et sténogame. La deuxieme est Culex dit anautogéne, ayant besoin d’un repas

sanguin pour la maturité des ceufs.

En 1951, il a été conclu que le complexe Culex pipiens aurait mieux €été traité comme une seule
espece polytypique. Depuis, des observations sur les aspects biologiques et morphologiques ont
consolidé cette conclusion (Mattingly, 1967). Dans ce complexe, on peut distinguer plusieurs
nominations : Culex quinquifasciatus Say, 1823, Culex molestus Forskal et Culex pipiens Linnée,
1758. Avec ces nominations, on a avancé d’un pas vers la taxonomie de ce groupe important

(Ralph et al., 1985).

La position systématique, prise en considération actuellement, est celle émise par Linnée qui

classe Culex comme suit;



Classification de Culex pipiens
Regne : Animalia

Sous-régne : Metazoa
Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement : Hexapoda
Super-classe : Protostomia

Classe : Insecta

Sous-classe : Pterygota

Infra-classe : Neoptera

Super-ordre : Endopterygota

Ordre : Diptera

Sous-ordre : Nematocera

Infra-ordre : Culicomorpha

Famille : Culicidae (Meigen, 1818)
Sous famille : Culicinae

Genre : Culex (Linné ,1758)

Especes :Culex pipiens (Linné, 1758)
1.1.2. Bio écologie et cycle de développement de Culex pipiens

Le male se nourrit exclusivement de suc et de nectar, extrait de plantes, et meurt aprés la

copulation.

La femelle peut vivre de 3 semaines a 3 mois selon la température et la qualité du gite. Elle se
nourrit du suc des plantes et est en plus hématophage, ce qui est indispensable a la formation des

ceufs. Les adultes s’éloignent peu des gites larvaires aprés 1’éclosion (Resseguier, 2011).

L’accouplement se produit dans les 48 heures suivant 1’émergence des femelles et avant le

premier repas sanguin.



Les males de certaines espéces, dites sténogames, recherchent les femelles fixées sur un support
(Culex pipiens autogene), d autres sont eurygames et s accouplent au vol (anautogéne)
(Moulinier, 2003).Le moustique est un insecte plus monogame que polygame, il agit par deux

mécanismes pour empécher I'insémination multiple.

Le premier est la formation d'un amas nucoide (un plug) secrété par le male. Dans le cas de

double insémination par un deuxiéme male, I'efficacité de ce plug serait incomplete.

Le deuxiéme meécanisme, plus efficace, est représenté par la glande phéromone accessoire
(matrone). Ce mecanisme empéche une seconde insémination quelques temps apres la copulation

chez les Culex pipiens (Benkalfate, 1991).

Apres ’accouplement, la femelle part a la recherche d’un hote pour se nourrir de sang nécessaire
a la maturation des ovules. Elle est dotée de biocapteurs lui permettant de détecter la
température, le CO; et certaines odeurs, et ainsi repérer ses proies. Elle semble également, dans
certaines circonstances, attirée par la lumiere. La ponte a lieu environ 5 jours aprés le dernier
repas. Culex pipiens pipiens est de plus une espéce autogene, c’est-a-dire que la femelle est
capable de pondre des ceufs sans repas sanguin préalable (Benkalfate, 1991).

En automne, lorsque les journées commencent a raccourcir et que les températures baissent, les
femelles cherchent un gite de repos et y passent plusieurs mois sans se nourrir : ¢’est la diapause.
Elles sont capables de survivre grace aux réserves lipidiques accumulées a partir des sucs
végétaux. Elles sortiront pour déposer leurs pontes dans les gites dées les premieres chaleurs du

printemps (Metge, 1986).

Apres quelques jours ou quelques heures, suivant la température de 1'eau, les ceufs pondus
éclosent et libérent le premier stade larvaire. Les larves de moustiques aquatiques se trouvent au

repos a la surface de I"'eau.

La larve respire I'air atmosphérique a travers des spiracles qui s'ouvrent a I extrémité du siphon
respiratoire (Carnevale et al., 2009). Elle utilise également 1’oxygéne dissous dans 1’eau grace
aux branchies qui termine 1’abdomen. Au cours de sa vie, la larve passe par trois mues et
représente donc quatre stades larvaires.

Au niveau de la biologie larvaire, trois éléments fondamentaux sont a retenir :

- La durée de vie larvaire est variable selon les espéces et les conditions de température.



-Les larves (et les nymphes) vivent dans l’eau mais ont une respiration aérienne. Une
particularité biologique utilisée dans la stratégie de lutte anti larvaire qui vise a empécher les
larves et les nymphes d’atteindre la surface et de respirer, ce qui entraine alors leur asphyxie
(Carnevale et al., 2009).

-Les eaux pollueées ne sont pas un obstacle au développement des larves. Il semble méme,
d’apres une observation récente, qu’il existe une corrélation positive entre le taux de pollution et
I’agressivité de Culex pipiens (Coutin, 1988).

Les larves du moustique sont trés mobiles, lorsqu’elles se sentent menacées ou pour la recherche
de la nourriture, elles plongent en profondeur. Elles sont détritiphages et se nourrissent pres de la
surface de I'eau (MouchetetCarnevale, 1991). Leur nourriture est constituée dans la nature de

débris organiques et de microorganismes contenus dans I'eau (Brengueset al., 1979).

La vie larvaire dure de 8 a 12 jours, lorsque les conditions de température sont favorables, les
larves subissent quatre mues en passant de 2 a 12mm de long. Ces dernieres sont sous la
dépendance d'un contr6le neuroendocrinien permanent dont deux principales hormones de
croissance interviennent au cours dudéveloppement larvaire, I'normone de mue ou ecdysone et

I'normone juvénile (Fournet, 1988).

A chaque mue, une exuvie du stade précedent (tégument externe) est abandonnée dans I'eau, a

la derniére mue, la larve du 4°™ stade se transforme en nymphe.

Contrairement a la larve, la nymphe ne s alimente pas toute la durée de ce stade (2 a 5jours). Elle
respire lair atmosphérique a travers ses deux trompes respiratoires. La nymphe présente une
transition au métabolisme extrémement actif. Au cours de ce stade, le moustique subit de trés
profondes transformations morphologiques et physiologiques pour passer de la forme aquatique

ala forme adulte aérienne.

L adulte dégage successivement son thorax, sa téte, ses pattes et son abdomen par une ouverture
longitudinale sur le dos de la nymphe a la fin du stade nymphale. Ce phénomene de |"'émergence
dure environ 15mn (Rodhain et Perez, 1985).

Le moustique couvre les régions tempérées; la densité atteint son maximum au mois d’aout, la ou

la production est favorable surtout quand 1’été est pluvieux et frais (Tardif et al., 2003);



la femelle pond dans des milieux, obligatoirement, contenant de 1’eau qui est nécessaire pour la

vie des larves.

Ces milieux peuvent étre naturels comme les marécages (Self et al., 1973), les barrages et les
fosses (fig.1) ou méme artificiels présentés par les pneus, les jardins, les barboteuses et les objets
qui servent de recipients (fig.2), ces milieux sont dits gites larvaires (Tardif et al., 2003;
Ouedraougou et al., 2005); ces derniers colonises par les larves de Culex pipiens sont urbains ou
périurbain, exactement la ou il y’a des eaux stagnantes riches en matiere organique, selon ces
deux biotopes, cette espéce est subdivisée en deux biotypes : le premier urbain autogene (Culex
pipiens autogenicus), I’autre hiberne a 1’état adulte et occupe les biotopes périurbains ou ruraux
(Singer et al., 1976).

Figure 1. Gite larvaire naturel (photo originale)

e

Figure 2. Gite larvaire artificiel (Bouattour, 2013)



Ce genre d’insecte préfere la chaleur, sans qu’elle soit tres €élevée; on a distingué que les ceufs ne
donnent pas de larves au temps glacier (Gashen, 1932 in Roman, 1960), mais aussi n’éclosent

pas lorsque la température monte a plus de 30° (Roman, 1960).

Le genre Culex est largement répandu sur le continent africain (Lariviere et Abonnenc ,1953).
On peut le trouver également dans le centre, 1’est et le nord de I’Europe (Thomas et al., 2014),en
Asie non tropicale et en régions tempérées de I’Amérique du Nord et du Sud (Harbach et al.,
1985; Vinogradova, 2000; Vinogradova, 2003), au Japon, en Corée du Sud et en Australie
(Vinogradova, 2000).

En Algérie, I’espéceCulex pipiens a été répertoriée dans plusieurs régions, citons : Tlemcen
(Benkalfate-El Hassar, 1991), Constantine (Berchi, 2000), Annaba (Bendali et al., 2001), Tizi
ouzou (Lounaci et al., 2010), Tebessa (Bouabida et al., 2012) et Mila (Messai et al., 2010).

1.1.2.1. Facteurs de développement

Différents facteurs influent sur le degré d’humidité, et jouent ainsi un role dans le développement

des Culex. On trouve :

- Les facteurs naturels : la fréquence des précipitations ainsi que leur quantité, des orages dont
les dégats peuvent causer des crues, la résurgence des nappes phréatique. Ce type de facteurs
dépend essentiellement de la région et il est difficile pour I’homme de les contrdler (Ripert, 2007
; Subra et Hebrard, 1975).

- Les facteurs artificiels : les systemes d’irrigation par gravité tels que les rivicres, les zones
d’¢levage piscicoles et d’aquaculture, les stations d’épuration, les barrages et les lacs artificiels.
Ces facteurs sont plus facilement controlables car créés par ’homme (Ripert, 2007 ; Subra et
Hebrard, 1975).

Pour ce qui est du role de la température, de fortes chaleurs, notamment au debut de I’été

favorisent le développement de Culex pipiens (Resseguier, 2011).
1.1.2.2. Cycle de développement de Culex pipiens

Les moustiques passent dans leur cycle de vie, qui dure environ douze a vingt jours (Carnevale et

al., 2009), par plusieurs stades de développement, en deux phases (Yeed et al., 2004).

10



Les ceufs, les larves et les nymphes sont aquatiques alors que, le stade adulte a une vie aérienne

(Fig. 3).

Repas sanguin
Accouplement ’ %‘%
I\

Vie aérienne

Vie aquatique

Figure 3. Cycle de développement de Culex pipiens (Alaoui, 2009)

1.1.2.3. Morphologie des différents stades

1.1.2.3.1. Les (Eufs

Quelques jours apres la fécondation, suivant les espéces, les ceufs sont pondus par la femelle

dans différents milieux. La ponte est perpendiculairement a la surface de 1’eau, en nacelle (amas

groupés) (Benkalfate, 1991), et souvent de l'ordre de 100 & 400 ceufs et le stade ovulaire dure

deux a trois jours dans les conditions de: température du milieu, pH de I'eau, nature et abondance

de la végétation aquatique de méme que la faune associee .

La taille d'un ceuf est d'environ 0,5 mm, blanchatres au moment de la ponte, les ceufs

s‘assombrissent dans les heures qui suivent (Roth, 1980 ; Resseguier, 2011) (fig. 4).
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Figure 4. Nacelle d’ceufs de Culex pipiens (Berchi, 2000)

1.1.2.3.2. Lalarve

Elle est disposée obliquement par rapport a la surface de 1’eau et se déplace par mouvements
saccades (Balenghien, 2006). Son régime saprophyte est constitué de plancton et de particules
organiques ingérés grace a ses pieces buccales de type broyeur. Elle respire par un siphon. La

larve évolue ainsi selon quatre stades pendant 8 a 12 jours, avant d’atteindre le stade nymphal.

Les larves des moustiques sont abondantes en été, dans les ruisseaux au cours trés lent, dans
I’eau des fossés, dans les mares.

On les reconnait a I’eil nu ; elles sont vermiformes et se déplacent dans 1’eau par des
mouvements saccadés dus a de brusques contractions de leur corps. Ces larves mangent sans
arrét des algues et des organiques microscopiques.

Au microscope on distingue nettement une téte, un thorax et un abdomen (Resseguier, 2011)
(fig. 5).

Figure 5. Morphologie générale d’une larve du I'Ve stade de Culex pipiens (Schaffner et al.,
2001)
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La téte est pourvue d’une paire des mandibules a pointes aigues continuellement en activité et

d’organes sensoriels : antennes, soies, palpes (fig. 5a).

Soieantennaire

Antenne

oeil

Figure 5a. Aspect morphologique de la téte d une larve de Culex pipiens (Berchi, 2000)

Le thorax de forme trapue, est dépourvu d’appendices, il est formé de 3 segments (Robert,

1989) qui sont: le prothorax, le mésothorax et lemétathorax.

L’abdomen plus souple que le thorax, porte sur le 8™ segment un siphon respiratoire, tube
renfermant deux trachées et se terminant par une cupule non mouillable (fig. 5b). Lorsque la
larve va respirer, elle remonte vers la surface et, la téte en bas, fait affleurer son siphon. Elle
replonge ensuite apres avoir fermeé I’extrémité du siphon qui possede cinq valves.

L’abdomen se termine par des lames aplaties ou se ramifient des vaisseaux sanguins et des
trachées ; ces organes jouent le rble des branchées et permettent une respiration aquatique
partielle. Une touffe de longues_ soies forme un appareil natatoire.

Donc, les larves respirent 1’air atmosphérique et utilisent également 1’oxygene dissous dans I’eau
grace aux branchies qui termine 1’abdomen. Au cours de leur vie, ces larves passent par trois

mues et représentent donc quatre stades larvaires.
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Siphon respiratoir

Peigne siphonique

Brosse dorsale

Segment anal

Figure 5b. Aspect morphologique du siphon respiratoire (Berchi, 2000).

Le canal alimentaire

Le tube digestif chez les larves des moustiques est relativement simple et se compose des trois
parties habituelles du tractus digestif des arthropodes, un stomodaeum ectodermique, un

mésentéere endodermique et un proctodaeum ectodermique (Fig.6).

a
8o 2 o
o |
"rL.'fr—rm-w""-r"ﬂ*- y——

Pr

St
Mes |
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Figure 6: Tube digestif d'une larve de moustique au dernier stade larvaire (La4);

organisation générale (Charle et De Barjac, 1981)

c : cardia, cg : caecum gastrique, e a : estomac antérieur, e p : estomac postérieur, Il : 1léon, Més : Mésenteron, mp :
membrane péri trophique, Oe : Oesophage, Pr : Proctodeum, R : Rectum, St : Stomodeum, TM : Tubes de

Malpighi.
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La premiere partie (stomodeum) commence dans la téte avec le pharynx, suivi par un cesophage
étroit qui passe par le cou dans le thorax, ou il pénetre dans la premiére partie du mésentéron
(Snodgrass, 1959). L'intestin moyen des larves peut étre divisé en quatre régions (& savoir le
cardia, le caeca gastrique, l'intestin moyen antérieur et postérieur). Dans toutes ces régions,
I'épithélium est composé d'une seule couche de cellules digestives constituee de microvillosités
apicales, de cytoplasmes avec de nombreuses mitochondries et de noyaux avec des chromosomes
polytenes. L'épithélium du mésogastre est bordé d'une matrice péritrophique bien développée qui
le sépare des aliments ingérés (Clements, 1996;Boudko et al., 2001) (Fig. 7).

Mes

Figure 7. Coupe frontale d'une L4 : situation des différents types cellulaires du

mesenteron(Charle et De Barjac, 1981)

abd : segments abdominaux, aia : anneau imaginal antérieur, aip : anneau imaginal postérieur, ¢ : cardia, c al :
colonne alimentaire, cg : caecum gastrique, e a : estomac antérieur, e i : estomac intermédiaire, e p : estomac
postérieur, fc : fluide colorable, Il : 11éon, Més : Mésenteron, mp : membrane péri trophique, Oe : Oesophage, Pr :
Proctodeum, R : Rectum, St : Stomodeum, T : Téte, Th : Thorax, TM : Tubes de Malpighi.

La masse sombre des particules alimentaires dans le ventricule est contenue dans une mince
membrane peéritrophique tubulaire, pour étre secretée par les parois cellulaires du cardia
entourant I'entonnoir stomodaeal. Le proctodaeum, ou intestin, se différencie en une partie
antérieure courte, et une partie postérieure plus longue, ou rectum. L'intestin antérieur commence
comme une expansion contre la fin du ventricule, puis se rétrécit a un tube qui fait une courbure
en forme de S a l'agrandissement antérieur du rectum, qui se déroule finalement comme un tube
étroit a I'anus (Snodgrass, 1959).
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Pour la fonction digestive initiale des larves immatures de moustiques, la partieanterieure de leur
intestin moyen (estomac), dont le pH luminal est de 10,5 a 11, est essentielle pour le
métabolisme et la solubilité des protéines car ces derniers ne peuvent étre solubles que si le pH
est supérieur a 9,5 (Dadd, 1975; Dow, 1984; Zhuang et al., 1999; Boudko et al., 2001).

1.1.2.3.3. La nymphe

La nymphe a une forme de point d’interrogation et respire par des trompes respiratoires situées

sur le céphalothorax. Elle n’ingére par contre aucune nourriture.

Elle est extrémement sensible et plonge dans 1I’eau au moindre mouvement per¢u. Culex pipiens
pipiens reste sous cette forme pendant 2 a 4 jours. A la fin de cette période, la nymphe donne un
adulte méle ou femelle. Cette étape a généralement lieu le matin (Resseguier, 2011) (fig. 8).

Trompettes respiratoires

Abdomen Cephalo-thorax

Palettes natatoires

1 mm

Figure 8. Morphologie générale d’une nymphe de Culex pipiens (Berchi, 2000).

1.1.2.3.4. L adulte

Le corps du moustique adulte est composé de trois parties : la téte, le thorax et I’abdomen (fig.
9). Les femelles se distinguent des males par des antennes glabres. Les males ont des antennes

plumeuses, et une morphologie plus effilée (fig. 10).
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Figure 9. Morphologie générale d’un moustique adulte (Anonyme 2, 2018).

paipees
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Figure 10. A gauche, téte de Culex male et femelle, A droite, téte de Culex méle (Toral Y
Caro, 2005)
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La téte

Une capsule formée de plusieurs piéces qui comporte les organes (les yeux, les antennes, et les

piéces buccales).

Les yeux sont en position latérale, au nombre de deux, composés de nombreuses ommatidies.
Les antennes sont composees de 15 articles chez le méale (antennes plumeuses) et 16 articles chez

la femelle (antennes glabres) (Brunhes, 1970).

Les piéces buccales constituent un ensemble appelé trompe ou proboscis, on y distingue deux
mandibules, deux maxilles, I'hypopharynx et le labre qui forme un canal dans lequel remonte le
sang (Rodhain et al., 1985) (fig. 11).

K \ \'\ Maxilles

\% eg\/thium

Antennes

Labre Mandibules Hypopharynx

Figure 11. Morphologie schématique de la téte de Culex pipiens (Resseguier, 2011)
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Le thorax

Il est formé de trois métameres composés de plaques sclérifiées. Les plaques ventrales sont les
sternites, les plaques latérales sont les pleurites et les plagues dorsales sont appelées tergites
(Brunhes, 1970).

Le thorax porte Trois paires de pattes, une paire d’ailes et une paire d’haltéres ou balanciers
remplacant la deuxiéme paire d’ailes. Les faces latérales du thorax sont occupées par des écailles

et soies qui jouent un rdle important dans I'identification des espéces culicidiennes.

Le thorax se compose de trois parties notamment : le prothorax trés réduit, et ne porte qu’une
paire de pattes. Le mésothorax c’est le métamere le plus développé des trois, il porte; une paire
d’ailes, une paire de pattes, et une paire de stigmates. Le métathorax est également trés réduit, et
porte; une paire de pattes, une paire d’haltéres (homologues d’une paire d’ailes vestigiales) et

une paire de stigmates (fig. 12).

Figure 12. Morphologie schématique et emplacement des soies du thorax en vue latérale
(Gillies et De Meillon, 1968)

m = mésonotum ou scutum ; sc = scutellum; Ip = lobe pronotal ; spa = spiracle antérieur ; h = haltéres ou
balanciers ; stp = sternopleure ; psp = spiracle postérieur ; pn = post-notum ; ppl = propleure ; bai = base des ailes ;
I, I et Il = base des pattes.
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Les pattes

Elles sont composées de 9 articles : le coxa, le trochanter, le fémur, le tibia et 5 tarsomeres
(tarse). Le tarse se termine par une paire de griffes, un empodium médian et une paire de
pulvilles (fig. 13).

. fémur

«— tibia

I, tarsomere 2 | ¢ar5e
Y . — tarsomeére 3

- tarsomere 4
tarsomeére 5

tarsomere 1 )

-
<

J

Figure 13. Différentes parties d’une patte de Culex pipiens (Faye, 2018).
Les ailes

Les ailes sont tendues sur une armature de nervures recouvertes d’écailles. La présence ou non
de certains caractéres sur les nervures fait que celles-ci sont de plus en plus utilisées dans les clés

de détermination des espéces (Brunhes, 1970)(fig. 14).
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M sous=costale
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transverses

Figure 14. Morphologie des ailes de Culex pipiens (Gueye, 2013).

L’abdomen

Constitué de 10 segments dont les sept premiers sont composés de tergite (plaque dorsale) et de

sternite (plaque ventrale). Les trois autres sont peu distincts et portent les appendices génitaux
(fig. 15).

bande Dasale Zona de bande apicale gc’Moha
soles \ écailes (cerques

N sogments abdominaux 1 a VIl 4

Figure 15. Morphologie de I’abdomen de Culex pipiens.
(Schaffner et al., 2001)
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Les génitalia males

Le neuvieme segment abdominal porteur de I'appareil génital male s appelle (segment génital).
Cet appareil subit de grandes modifications. Il est composé d’une paire de forcipules entourant le

pénis.

Chaque forcipules commence par une piéce basale appelée gonocoxite. Ce dernier porte sur sa
partie apicale une plaque munie de nombreuses épines (le lobe apical). Le gonocoxite est suivie
par une piece fine appelée style. Le pénis est en position ventrale par rapport a I’anus avant la

rotation des génitalia males. Il se retrouve en position dorsale aprés la rotation.
Les génitalia femelles

Chez les femelles, le huitieme segment est bien développé par rapport au neuviéme qui est tres
réduit. L’orifice vaginal, placé sur le ventre, est limité par deux levres qui en obstruent la

lumiére.

L’¢étude de I'appareil génitale femelle interne montre qu'il est formé de deux ovaires composés
d’ovarioles. Dans chaque ovaire se situe un oviducte interne ou calice. La réunion des deux
oviductes externes donne un oviducte commun qui est suivi d’un vagin dans lequel s ouvrent les

deux canaux des spermatheques (Mondet, 1993) (fig. 16).

— ovaire

— oviducte externe
oviducte commun

spermathéques

Figure 16. Morphologie schématique de I’appareil génital femelle (Eldridge et Edman,
2000).
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1.1.2.4.Cycle gonotrophique des moustiques

A cause de la nuisance de cette espece et afin d’y trouver des solutions, il est primordial de
connaitre sa compétence et sa capacité vectorielle. Le cycle gonotrophique est un parameétre
indispensable pour connaitre la capacité vectorielle. Il correspond a I’intervalle qui sépare deux
repas sanguins conséecutifs. 1l se divise en trois «phases de Backlemishev ». La premiére est la
recherche de 1I’hote pour prendre un repas du sang apres la ponte, la deuxiéme correspond a la
maturation vitriolaire et la troisieme est la recherche d’un gite convenable pour effectuer la ponte
(Detinova, 1963 in Faraj et al., 2006).

Pour donner une valeur la plus fiable possible, Faraj et ses collaborateurs (2006) ont fait une
estimation au laboratoire, de cette durée sur Culex pipiens. Le résultat obtenu est compris entre 3
et 14 jours.

D’autres expériences ont donné un résultat proche de celui de ces chercheurs, une durée de 3 4 6

jours dans les conditions naturelles (Lee et al., 1970).
1.2. Aspect nuisance et role vectoriel de Culex pipiens

Les moustiques en étant des vecteurs d agents pathogénes source de maladies sérieuses (Aouinty

et al., 2006; Kosone et al., 2008), sont une source de nuisance pour I’homme.

En période de reproduction, les femelles, ont besoin de sang pour la maturation des ceufs, c’est

de cette fagon que les agents pathogénes sont transmises (Aouinty et al., 2006).

Parmi les maladies les plus isolées, c’est la fievre du Nil occidental, causée par le virus VNO
(Virus du Nile Occidental), que Culex pipiens et Culex restuans sont vecteurs et qui
interviennent dans 1’amplification du cycle de transmission du virus aux oiseaux (Tardif et al.,
2003); en plus du VNO, les moustiques sont responsables d’autres maladies telles que : la
malaria, fievre jaune, dengue, filariose (Hamon et Mouchet ,1967) et certains types
d’encéphalites (EL Kady et al., 2008).

Comme nous l'avons mentionné, seules les femelles ont besoin de sang pour assurer le
développement des ceufs. Le male quant & lui est adapté uniquement & la consommation du

nectar ou de la séve des plantes.
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Une femelle peut prendre deux ou trois repas de sang et cette prise peut engendrer une
démangeaison locale ou une petite bosse a I’endroit de la piqlire qu’on appelle érythéme

(Schaffner, 2001; Lacoursiere et al., 2004 ).

Plusieurs facteurs peuvent affecter le role vectoriel des moustiques. Parmi ces facteurs, les plus
importants sont la longévité et le déplacement d’un insecte hématophage. Pour étudier ces
facteurs, les méthodes de marquage par les radio-isotopes ou divers colorants ont été envisagées
(Subra, 1972). Les déplacements de Culex pipiens en milieu urbain sont peu importants,
quelques centaines de métres et s’effectuent de maniere lente. En milieu rural au contraire, ils
sont plus importants (quelques kilometres) et plus rapide qu’en milieu urbain. Dans les deux cas

les femelles parcourent des distances plus importantes que les méles (Subra, 1972).
1.3. Moyens de lutte contre les moustiques

L’homme cherche, depuis longtemps, a lutter contre les moustiques pour s'en debarasser. Cet
insecte, incriminé dans des maladies sérieuses comme le paludisme, est devenu un probléme de

santé publique.

Face a cette nuisance, I’OMS préconise la mise sur pied de nouvelles stratégies pour combattre
ce fléau. La méthode, qui a donné une efficacité considérable, est celle qui consiste a contrbler
les populations des vecteurs (larves et adultes). Pour cela, plusieurs méthodes ont été utilisées ;
passives ou actives, biologiques ou chimiques selon les différents stades de développement de

ces insectes (Fontenille et al., 2006).
Lutte physique

L’approche initiale consiste a la protection personnelle, en portant des vétements amples a
manches longues et de couleurs pales. Les moustiquaires imprégnées et les pulvérisations intra

domiciliaires d’insecticides de synthése sont également précinisees.

Dans les années 60, la lutte était essenticllement basée sur 1’élimination mécanique des gites
larvaires potentiels, malgré 1’efficacité de ce procédé, il a été dépassé par 1’'urbanisation (Hamon

et Mouchet, 1967; Brown, 1967).
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Lutte chimique

Les produits chimiques jouent dans la lutte contre les vecteurs, un rble secondaire parrapport
aux mesures d’aménagement de I’environnement. On distingue 3 catégories d’insecticides

chimiques :

-Les organochlorés (DDT) sont la premiére géneération.

-Une deuxieme génération présentée par les organophosphorés (le parathion, le malathion, le

diazinon....... ).

-Les pyréthrinoides, insecticides de 3°™ génération (Aligon et al., 2010).

Donc plusieurs produits ont été utilisés comme insecticides, citons comme exemple le Malathion,
c’est un insecticide organophosphaté a large spectre, il a été employé pour lutter contre la

poussée épidémique du virus du Nil occidental a new York a Iautomne 1999 (Hoerner et al.,

2017).

Il 'y a également le méthoprene qui est une molécule de synthése. Son effet est de limiter
I’activit¢ des hormones juvéniles responsables de la régulation de la croissance et la
métamorphose des insectes. Ce produit a une efficacité remarquable sur un grand nombre
d’insectes, particuliérement contre les moustiques. Cependant plusieurs facteurs peuvent affecter
grandement 1’efficacité du méthoprene; citons par exemple : le comportement alimentaire des
larves, le stade larvaire sur lequel on 1’a appliqué, la formulation utilisée ainsi que les facteurs

environnementaux.

Les insecticides considérés parmi les premiers produits utilisés dans la lutte anti-vectoriel sont
les organochlorés. c’est le cas du DDT (Dichloro-Diphényle-Tichloroéthane) synthétisé la
premiére fois en 1873. Il agit au niveau des cellules nerveuses en perturbant les équilibres
cationiques K+/Na+, cela cause des convulsions, des paralysies puis la mort de I'insecte (Boyer,
2006).

Les pyrethroides et les organophosphorés sont également, largement utilisés dans le contréle des
vecteurs d'agents pathogenes, Ces produits chimiques ont sauvé des vies par I'élimination
decertains vecteurs, mais la réussite du programme, mis en place afin d’éradiquer les problémes

de nuisance de ces derniers avec ces produits, s’est trouvé face a un probléme majeur. En effet,
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chez les vecteurs on a vu apparaitre une resistance pour toutes les classes d insecticides utilisés
(Al sarar, 2010).

En plus des résistances observées chez les insectes cibles, d’autres problémes sont liés a
I’utilisation des produits chimiques de synthése, dont le cout est extremement élevé dans les pays
en voie de développement. Ils peuvent par ailleurs engendrer divers problémes
environnementaux (Aouinty et al., 2006). Les pays en voiede développement déplorent la

majorité des intoxications provoquées par ces insecticides (Koua et al., 1998).

Les effets négatifs des produits chimiques ont méme touché les écosystémes agricoles. A cause
de I’usage continu, sans limites, de pesticides a base de chlorine, précisément le DDT (Morner et
al ., 2002).

Le constat d echec vis-a-vis de ces produits a permis a la recherche agrochimique et sanitaire de
s’orienter vers ’utilisation d outils de remplacement tels des molécules naturelles biodégradables
(Rageau et al., 1980). Cette orientation a mené vers une nouvelle méthode pour contrdler les

insectes nuisibles, une méthode moins chére et plus efficace, qui est la lutte biologique.
Lutte biologique

Un ennemi biologique, largement utilisé dans ce qu’on appelle la lutte bactérienne, a montré une
efficacité contre les moustiques vecteurs , c’est le Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). Ce
dernier a monopolisé 95% du marché mondiale des agents microbiens pour la lutte contre les
insectes dans les années 2000 (Kowang-Bo et al ., 2000). Depuis 1982 on utilise efficacement

cette bactérie qui vit naturellement dans le sol, partout dans le monde.

Son activité larvicide provient de la structure cristalline (Lacoursiere et Boisvert, 2004) et
exclusivement toxique par ingestion donc, c’est un poison stomacal. Parailleurs, il s’est avéré

trés efficace vis-a-vis les larves des moustiques et des simulies.

L’avantage de cette bactérie est son innocuité envers la faune non ciblée et les mammiferes
(Debarjac et al., 1980; Shadduck, 1980 in Magni et Coz, 1985); c’est surtout le sérotype H14 du
Bti variété israelensis qui a une situation privilégiée parmi les autres sérotypes (Larget et
Debarjac, 1981).
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Son efficacité differe selon le stade larvaire, par exemple, les travaux de Magni et Coz réalisés en
1985 ont montre que la DLso des L4 jeunes ou Lz agees est plus elevée que les larves plus jeunes.
Pour la plupart des autres variétés du Bti, elles sont connues comme des pathogénes aux
Iépidopteres (Larget et Debarjac, 1981) sauf le Bacillus sphaericus qui a une notable activité sur

les moustiques (Dagnago et Coz, 1980).

D’autres études ont fait une comparaison entre deux différentes formes de la bactérie. I
s agitd une poudre primaire préparée par stauffer chemicals et une culture de la méme souche
réalisée a I’institut pasteur de paris; il en a résulté que la poudre a été abandonnée a cause de ses
effets faibles contrairement a la culture de pasteur qui a donné une mortalité considérable
(Dagnogo et Coz, 1980).

A cOté de la lutte bactérienne, nous avons les extraits de plantes, que ce soit la poudre obtenue
par le broyage des feuilles sechées ou les huiles essentielles. Certaines plantes contiennent des
substances insecticides hormonomimétiques qui peuvent agir de maniére efficace pour lutter

contre les moustiques.
D’apres Rageau et Delaveau (1980) les plantes peuvent agir de deux maniéres :

-La premiére, larvicide, cause une mortalité appréciable des larves en 1 a 12 jours.
-Une action juvenoide mimétique de 1’hormone juvénile, avec allongement de la durée de
la vie larvaire qui cause une inhibition de la nymphose; en outre, I’apparition des
nymphes anormales et une mortalité au moment de la nymphose et I’imaginose.
Une expérience faite par Koua et al (1998),sur des larves d’Anopheles gambiae soumises a un
traitement d’extraits aqueux de persea americana présentent d’importantes 1ésions au niveau de

leur intestin moyen.

Les feuilles de cette plante, originaire de 1’Amérique tropicale, agissent sur les cellules
gastriques. Cela est traduit par une hypertrophie cellulaire aprés une heure d’exposition a
I’extrait. Aprés deux heures de traitement, les formes cellulaires ne sont presque plus
perceptibles. Parmi d’autres plantes qui servent d’insecticides, nous avons le ricin (Ricinus
communis) L et le Thuya (Tetrachinis articulata). Ces deux plantes présentent une certaine
toxicité sur les larves des moustiques, et sont utilisées comme biocide naturel dans le cadre de

lutte anti-vectoriel (Aouinty et al., 2006).
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Une étude préliminaire réalisée par AL Khazraji et Mustafa (2008), a montré I’effet insecticide
de 3 plantes particulierement sur les stades larvaires. Il s’agit du margousier (Azadirachta
excelsa) (Jack), du cleome épineux (Cleome glaucescens) et du chéne a galles (Quercus
infectoria), ces espéces causent 100% de mortalité des larves avec une concentration de

200ug/ml aprées 3jours de traitement.

Une autre étude menéee par Kaushik et Saini (2008) et consolidée par d’autres chercheurs a
montré une activité larvicide des feuilles de Chéne-liege Indien (Millingtonia hortensis). Cette
plante agirait de facon rapide sur les larves des moustiques. Cela est interprété par des
changements dans le comportement général des larves. Ces derniéres deviennent inactives apres
juste quelques heures de traitement. Ce qui fait de cette plante un insecticide biologique, naturel

et prometteur.

En I’Algérie, des tests ont été réalisé sur des larves et des nymphes de Culex pipiens avec des
extraits de neem (Azadirachta indica) Juss, 1980 dans les conditions de laboratoire. Il a été
observé un taux de mortalité considérable avec une DLsg sur les larves de 0,35 mg/l et de 0,42
mg/l sur les nymphes. Ces tests ont également provoqué une diminution remarquable de la
fécondité des adultes et par conséquent une augmentation de la stérilité. Les effets de cette
plantes sur Culex pipiens ouvre des perspectives interessantes comme bioinsecticide (Alouani et
al., 2009). Un autre exemple est donné par la toxicité de deux plantes Lantana camara et
Catharantus roseus, les resultats revelent des changements de comportement des larves (Remia
et Logaswamy, 2010). Le premier changement observé aprés 30mn d’exposition, est 1’inhabilité

des larves a monter a la surface et un déséquilibre conduisant a la mort.

Ces effets sont probablement dues a la présence des substances neurotoxiques dans les

composants des deux plantes.

Rahuman et al. (2009) ont étudié 6 plantes pour examiner leur activité larvicide sur les
moustiques vecteurs, ces plantes sont Calotropis procera (Ait), Canna indica L, Hibiscus rosa-
sinensis Linn, Ipomoea carnea Jack., Fistulosa choisy et Sarcostemma bervistigma Wight. Ces
auteurs ont réalisé des tests en utilisant ’acétone, le chloroforme, I’eau chaude, le méthanol, le
petroleum et 1’éther. Les six plantes ont montré une certaine efficacité mais en comparant les

solutions selon le solvant, le pétroleum et 1’éther s’avérent plus puissant que les autres produits.

28



2. Présentation des plantes

Nous avons choisis pour notre recherche 8 plantes differentes a savoir | eucalyptus, le basilic, le
myrte, la sauge, le laurier rose, la marjolaine, le tabac et le jasmin ont été collectées aux
alentours de la région de Constantine (Chelghoum L Aid, Tajnanet, Oued athmania et Ain
smara). Notre choix a été base sur une recherche bibliographique sur la toxicité de ces plantes sur

les insectes.

2. 1. Eucalyptus globulus Labill 1800 (kalytous)

L eucalyptus (du grec eu : bien et caluptos : couvert) est un arbre de la famille des mirtaceae
originaire de 1’Australie et introduit par les francais en Algérie depuis 1863, avec I'E.
camaldulensis Dehn. Comme espéce pionniere. Mais, la plantation massive de ces arbres a eu
lieu, entre 1865 et 1963 (Faudil-Cherif, 1991).

Au début, les eucalyptus ont été plantés a titre exceptionnel pour l'asséchement des marais
(Abdel in Mehani, 2006). L espece Eucalyptus globulus Labill. (du nom de Labillardiére le
voyageur francais qui le découvrit en 1800 lors d'un voyage en Australie) fait partie des especes
les plus répandues dans la région méditerranéenne, grace a sa facilité dadaptation (Boudy,
1952).

En Algérie,le reboisement a base d eucalyptus a commencé Vers les annees 1960 et 1970 a | est
(El-Kala, Annaba, Skikda) au centre (Tizi-ouzou et Bai nem) et a I'ouest (Mostaganem) avec
environ 130 espéces (Meziane, 1996 in Mehani, 2006).

L eucalyptus est un arbre qui peut pousser jusqu'a 30 metres. Il possede un tronc droit, grisatre,
avec des rameaux dressés (Metro, 1955). Les feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique:
sur les jeunes arbres, elles sont en effet opposées, sessiles, ovales et glaugues. Quand l'arbre
grandit, elles deviennent alternes, pétiolées, tres allongées, parfois un peu courbées et d'un vert
luisant. Les fleurs sont trés variées. Elles ont de trés nombreuses étamines qui peuvent étre de
couleur blanche, créeme, jaune, rose ou rouge (Kesbi, 2011).

L eucalyptus renferme plusieurs substances actives ayant des propriétés expectorantes et
fluidifiantes du mucus, mais aussi des propriétés antimicrobiennes, antifongiques et antivirales
(Benazzeddine, 2010 in Aouati, 2016).
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Figure 19. Aspect morphologique d’Eucalyptus globulus Labill, 1800.

2. 2. Le tabac (tabgh, Nicotiana tabacumL. 1753)

Le tabac représente, en Algérie, une production végétale qui souffre de nombreux problémes
comme la faible productivité. 1l existe plusieurs types locaux dont certains sont cultivés, malgré
les faibles rendements (Berrekia et Aissa, 1989).

Nicotiana tabacum fait partie de la famille des solanacées, c'est une plante annuelle herbacée
atteignant de 1,50 a 2 m de haut. Ses feuilles entiéres peuvent mesurer 80 cm de long sur 40 cm
de large. Les fleurs sont vert-jaunatre, blanches ou rosees selon la variété, avec un calice réduit
de 1 a 2 cm et une corolle pubescente, a cing lobes ovales, atteignant 5 cm de long. C'est
I'extrémité de la corolle qui est coloré, le tube restant toujours verdatre (Fig. 20).

Depuis plus de 2000 ans, les amérindiens utilisent le tabac dans les rituels religieux ou pour ses
vertus médicinales, il a été utilisé pour la guérison de diverses affections, comme par exemple :
les maux d'oreilles, les morsures de serpents, les coupures, les brllures et la prévention des
éclairs et des orages (Djebbar, 2008).

La plante contient un alcaloide trés toxique : la nicotine (dose mortelle entre 30 et 60 mg) qui est
un insecticide tres puissant (50 fois plus toxique que le DDT). Les récolteurs de feuilles de tabac
sont parfois intoxiqués car la nicotine passe a travers la peau (maladie du tabac vert) (Anonyme
1,2017).
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Figure 20. Le tabac (Nicotiana tabacum L. 1753)

2. 3. Le basilic (hbak, Ocimum basilicum L)

Le basilic appartient au genre Ocimum de la famille des lamiacées. C’est une plante annuelle,
originaire d’Asie et d’Inde, de 20 a 60 cm de haut, a feuilles ovales-lancéolées, atteignant 2 a 3
cm. Les feuilles sont vert pale a vert foncé, parfois pourpre violet chez certaines variétés(fig. 21).
Les tiges dressées, ramifiées, ont une section carrée comme beaucoup de labiées, elles ont
tendance a devenir ligneuses et touffues. Les fleurs, bilabiées, petites et blanches, ont la levre
supérieure découpée en quatre lobes. Elles sont de petite taille et groupées en longs épis
tubulaires, en forme de grappes allongées. Les graines fines, oblongues, sont noires. La culture
du basilic nécessite un climat chaud et ensoleillé, méditerranéen ou tropical.

Le genre Ocimum est composé de plusieurs especes. En Algérie seules deux variétés de basilic
sont cultivées, le Grand vert (Ocimum basilicum L. gratissium) et le nain compact (Ocimum

basilicum L. minimum) (Benzid et Litim, 2016).

31



Figure 21. Ocimum basilicum L., 1753

2. 4. Le Myrte (Rayhan, Myrtus communis Linnée 1753)

Myrtus communis Linn., 1753 est une espece appartenant a la Famille des Myrtacées. Cest un
arbuste pérenne ou un petit arbre, de 1,8 a 2,4 m de hauteur avec un faible feuillage et une écorce
fissurée profonde. Sa tige est verticale, de 2 a 3 m de haut et ramifiée ; ses branches forment une
téte étroite, recouverte de feuilles vertes et brillantes de 2,5 & 3 cm de long.

Le myrte commun a des fleurs blanches axillaires sur des pédoncules minces, de taille moyenne
d'environ 2 cm. Les pétales sont blanches légérement recouvertes de poils. Elles émettent une
odeur parfumée et douce. Le fruit développé est vert pale, puis devient rouge fonceé et finalement
devient indigo sombre lorsqu'il est complétement mar (Franceschini, 2016) (fig. 22).

C'est une plante commune des régions méditerranéennes (Touaibia et Chaouch, 2013), poussant
a I'état sauvage, associée aux foréts de chénes et de pin d'Alep du Tell et du littoral algerien.

En Algérie, les rameaux de myrte sont utilisés, en tradition populaire, et sont déposés sur les

tombes les jours de recueillement.
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Figure 22. Myrtus communis Linnée 1753

2. 5. La marjolaine (mardedoche, Origanum majorana L., 1753)

Le genre Origanum, appartenant & la famille des Lamiacees, comporte 38 especes qui sont
largement répandues dans les régions euro-sibérienne et irano-sibérienne. Cependant, la plupart
des espéces, environ 75 %, sont concentrées dans le pourtour méditerranéen, en particulier dans
les régions méditerranéennes de 1I’Est. Elle est considerée essentiellement comme une plante
médicinale réchauffante et relaxante, avec des propriétés antiseptiques, a prendre en infusion
pour soigner états d'anxiété, de nervosité, insomnie, migraines, rhumes et affections des
bronches. Elle jouit d’une grande faveur populaire en Algérie et en Tunisie comme remede
contre la toux et les affections respiratoires.

C’est une plante vivace, de 60 cm de haut ses feuilles opposées, vert grisatre, de forme ovale
entiere, de 1 a 2 cm de long avec de petites fleurs blanches ou mauves, groupées en groupes
serrés a l'aisselle des feuilles avec deux bractées en forme de cuillere (Bekhechi et al., 2008)
(fig. 23).
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Figure 23. Origanum majorana L., 1753

2. 6. Laurier-rose (defla, Nerium oleander L., 1753)

Le nom latin Nerium de cette plante vient du grec nerion signifiant « humide », indiquant la
preédilection de cette plante pour les zones humides. Le laurier-rose originaire d’ Afrique du Nord,
est commun dans toute I"Algerie (Delille, 2007), ou des buissons fleuris se retrouvent sur le
parcours des oueds et méme en bordures des oueds.

C’est un arbuste ornemental de 2 a 4 m de haut, fleurissant de juin a septembre, a fleurs roses,
parfois rouges ou blanches, et a feuilles allongées de couleur verte (fig. 24).

Le laurier rose est considéré comme une plante toxique. Il contient des hétérosides toxiques qui
entrainent notamment des troubles cardiaques, tant chez les herbivores que chez d’autres
consommateurs occasionnels tels que les chiens, rongeurs, oiseaux... et méme I’homme (Bezaze,
2011).
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Figure 24. Laurier-rose (Nerium oleander L., 1753).

2. 7. La sauge (m'rimiya, Salvia officinalis L., 1753)

La sauge est une plante annuelle et biannuelle d'origine méditerranéenne de la famille des labiées
(Djerroumi, 2004). Il existe environ 900 especes identifiées autour du monde (Maksinovic et al.,
2007 ; Longaray et al., 2007).En Algérie, les espéeces identifiées sont de I'ordre d'une trentaine
(Madi, 2010).

La sauge officinale (Salvia officinalis, Linnée, 1753) est un sous-arbrisseau souvent cultivé dans
les jardins comme plante condimentaire et officinale ou tout simplement pour la beauté de son
feuillage et de ses fleurs. On I'appelle aussi herbe sacrée ou thé d'Europe.

C'est une plante tres ramifiée, aux tiges de section carrée, a la base lignifiée. Les feuilles
pétiolées sont vert-pale, veloutées, oblongues. Les fleurs, sur des hampes florales érigées, sont
regroupées en petits glomerules. La racine de la sauge est brunatre et fibreuse. La tige mesure de
20 a 30 centimeétres et est tres rameuse. Les feuilles, opposées, elliptiques, inférieures pétiolées,
rugueuses, a bord dentelé, réticulées, molles, a dessus blanchétre, persistent I'hiver grace au
revétement de poils laineux qui les protege.

Les fleurs, bleu-rose lilas, visibles de mai a aodt, sont grandes, groupées a la base des feuilles
supérieures, I'ensemble forme de grands épis (fig. 25). Les grecs, les romains et les arabes ont
utilisé la sauge comme tonique, et en compresse contre les morsures de serpent. Au 18™ siécle,
les feuilles de la sauge ont été roulées comme des cigarettes pour les fumer contre l'asthme,
surtout au printemps (hans 2007 in Madi, 2010).
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Figue 25. Salvia officinalis L., 1753

2.8. Le jasmin (yasmine, Jasminum polyanthum)

C’est un arbrisseau buissonnant et grimpant pouvant atteindre plus de trois metres de hauteur.
Malgré son aspect gracile et fréle, il est relativement résistant aux influences extérieures sauf au
froid (Gilly, 1997). Ses tiges striées, anguleuses et d’un vert foncé portent des feuilles caduques
ou semipersistantes, opposees a sept ou neuf folioles (figure 26). Leur longueur est de 1 a 6 cm et
leur largeur est de 0,5 a 2,5 cm, elles sont aiglies ou acuminées. La foliole terminale est la plus
grande et est pétiolée, les latérales étant sessiles (Gilly, 1997). Le jasmin posseéde de grandes
fleurs a aspect étoilé composées de cinq pétales d’un blanc éclatant, pur, gras et luisant. A la
base, on remarquera une teinte légerement rosée, qui s’avere étre un vestige de la couleur du
bouton floral. Ces fleurs sont disposées en cymes terminales de trois a cing fleurs chacune
(Messein, 2010).
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Figure 26. Jasminum polyanthum L. 1753.
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CHAPITRE 2. MATERIEL ET METHODES

La mise en évidence de I’activité larvicide des extraits aqueux des plantes sur les formes
larvaires de Culex pipiens (Linnée, 1758) nécessite une production de larves par un élevage, la
maitrise des techniques d’extraction a partir de plantes et celle des bios essais.

Les techniques suivies dans cette etude sont inspirées de celles préconisees par I OMS.

2.1.Matériel animal

Les larves de Culex pipiens utilisées pour 1’élevage ont été collectées dans des gites non traités
représentés par un foss¢ situé sur le campus de I'université de Constantine 1. La récolte est faite
dans des bacs en plastique a 1’aide d’une passoire afin de réduire la quantité d’eau lors du
prélevement des larves.

Les larves, contenues dans les bacs, sont ensuite transvasées dans des bouteilles de 1,5 litre et
transportées au laboratoire pour étre renversées dans des bacs propres. A 1’aide d’une pipette
compte goutes, les larves sont déposées dans des nouveaux bacs contenants de 1’eau de source.
Le trie se fait ensuite selon le stade du développement (fig. 17) et les bacs contenants les larves
sont recouverts d’un morceau de tulle moustiquaire, pour éviter des pontes éventuelles d’autres
moustiques (Koua, 1994).

La nourriture des larves est composée d’une mixture, de biscuits (75%) et de levure (25%),
réduite finement en farine et tamisée car la levure permet un apport de protéines, de glucides et
de vitamine B (Andrean et al., 1981).

Figure 17.Tri des moustiques selon le stade de développement au laboratoire.
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Suivi de I’élevage

Nous avons procéde a des observations journalieres des larves jusqu’a I’obtention des nymphes.
Ces derniéres sont placées dans des cages cubiques (40x40x40 cm) recouvertes d’un tulle avec
une ouverture fermée par une épingle pour faciliter le retrait des bacs. Sur les cages nous avons
placé un repas sucré pour les males (raisin sec) et un repas sanguin pour les femelles a une
quantité, d’environ 5 ml de sang mélangé a de I’héparine (pour éviter la coagulation du contenus
sanguins). Le sang hépariné est déposée dans une petite boite de pétri en verre recouverte d’un
film plastique alimentaire que 1’on étire (fig. 18). Cette boite de pétri est alors placée sur la face
supérieur de la cage, de maniére a ce que le film alimentaire soit au contact du tulle. Ce procedé
décrit par Enserink (2006) permet aux femelles de piquer le film afin de s’y alimenter. Par
ailleurs, des pondoirs sont placés a I’intérieur des cages pour I’incubation des ceufs en prenant

soin de changer régulierement I’eau tous les trois jours.

Boite de pétri

Figure 18.Présentation d’une cage d’élevage surmontée d’une boite de pétri contenant du

sang pour le repas des femelles.

2.2. Matériel végétal

2.2.1. Préparation des extraits de plantes

Les extraits de plantes concernent 1’utilisation des feuilles. Nous avons récolté les plantes que
nous avons ramené au laboratoire pour ensuite les trier et les couper les tiges pour ne laisser que
les feuilles. Nous avons ensuite lavé les feuilles a ’eau et séchées a I’air libre pendant 24h. Elles
ont été ensuite placées dans une étuve pendant 4 jours (96h) a 40°C pour se débarrasser de I’ecau
(Aouinty et al., 2006).
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Elles sont ensuite broyées a I’aide d’un mixeur électrique pour en obtenir une poudre fine.

La poudre obtenue est placée dans un extracteur de type soxhlet. Une quantité de poudre de
chaque plantes est pesée sur une balance de precision pour avoir 100 g. Les 100g de poudre de
chaqune des plantes sont introduits dans une cartouche en papier filtre que 1’on place dans un
appareil Soxhlet surmonté d’un réfrigérant. L utilisation de la vapeur de méthanol remplis dans
le ballon et chauffé a 1’aide d’une chauffe ballon, permet d’en extraire la matiére active.

La colonne de distillation génere des vapeurs de solvant qui sont condensées. Ce solvant pur et
chaud alimente la cartouche contenant la plante broyée (Penchev, 2010).

Lorsque la cartouche est pleine, la solution obtenue se vide automatiquement par lixiviation puis
retourne dans le bouilleur ou le solvant est de nouveau porté a ébullition (Penchev, 2010).
Chaque plante passe par plusieurs cycle d extraction jusqu'a 8,a ce que le liquide entourant la
cartouche devienne clair. Cette couleur indique que la matiére active est extraite complétement
de la plante (fig. 27).

Figure 27. Photographie représentant un dispositif reliant deux Soxhlet sur leurs chauffes
ballons a un Cryothermostats a circulation.

La solution obtenue (méthanol et matiere active) est ensuite passée dans un Rotavapor (fig. 28)
pour se débarrasser du méthanol et obtenir la matiére active séche. Des experiences
préleminaires ont permis de selectionner une gamme de concentrations a partire de la matiére

seche obtenue préalablement. Les concentrations sont les suivantes : 0.5¢/1, 2g/1, 5¢/1 et 8g/I.
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Toutes les solutions (témoins et essais) ont été préparées avec de I'eau distillée.

Figure 28. Photographie représentant un appareil Rotavapor.

2.3. Réalisation des tests biologiques

La méthodologie des bioessais ainsi que les formules utilisées pour calculer le pourcentage de
mortalité est inspirée de la technique des tests de sensibilité normale utilisée par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS, 1963).

Les larves testées sont celles du 3°™ et 4°™ stade et pour ce faire, elles sont préalablement
séparés des autres dans un bac contenant I’eau distillée. Pour chaque concentration nous avons
utilisédes gobelets (250ml) contenants 99ml de ’eau de source et 1ml des concentrations
préparées. Dans chaque goblet, sont introduites 25 larves n’ayant surtout aucun traitement
prealable. Pour chaque concentration, nous avons préconisé 4 répétitions (fig. 29).

Pour chacune des concentrations, un gobelet témoin est préparéavec 100ml de I'eau de source.
Le taux de mortalité dans chacun des gobelets est déterminé aprés 24h, 48h et 72h.
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Figure 29.Photographie représentant la technique des bioessais.

2.4. Analyses statistiques.
Afin de mieux appréhender et modéliser les résultats obtenus ; ces derniers sont soumis a
différentes analyses statistiques.
Les mortalités sont exprimeées en pourcentage par la formule suivante :
Nombre des larves mortes

(1) pourcentage de mortalité = x100

Nombre des larves introduites

Si le taux de mortalité des témoins est compris entre 5 et 20%, une correction est effectuée grace
a la formule d’ Abbott (1925) in I’OMS (1963) :

Mortalité des larves traitées% - mortalité des témoins

(2) pourcentage de mortalité = %100

100 _ %mortalité des témoins

Pour évaluer la mortalité en fonction de la dose d'insecticide utilisée, nous avons réalisé une
regression lineaire simple afin d"etablir une droite de regression.
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Les données normalisées font 1’objet d’une analyse de la variance (ANOVA) a un seul critére de
classification (la dose de I'insecticide) équilibré puisque le nombre de répétitions est le méme
pour les différentes doses utilisées. Par I’”ANOVA nous avons tenté de déterminer s'il existe une
différence significative entre les différentes doses d’insecticides utilisées, et si tel est le cas, quel
est la dose la plus efficace en termes de mortalité.

D'aprés Dagnélie, (1970), I’analyse de la variance permet la comparaison des moyennes a partir
de la variabilité des échantillons. Elle permet suivant le niveau de la signification de déterminer
I’influence des facteurs étudiés ou des interactions entre les facteurs. La probabilité inférieure a
0,01 donne un effet hautement significatif; a 0,05, un effet significatif et pour une probabilité
supérieure a 0,05 on considére que 1’effet n’est pas significatif (Laouira, 2014).

Afin de mieux caractériser la toxicité des extraits de plantes a 1’égard des larves L4 de Culex
pipiens, il est nécessaire d’estimer les concentrations Iétales (CLsg et CLgo). Les pourcentages de
mortalité observés sont corrigés par la formule d’Abbott (1925) qui permet d’éliminer la
mortalité naturelle et de connaitre la toxicité réelle du pesticide, par 1’analyse des probits
(Finney, 1971). Les mortalités corrigées obtenues permettent d’établir une courbe de probits en
fonction des logarithmes décimaux des doses. Les pourcentages corrigés se convertissent en
leurs probits (Fisher et Yates, 1957). Les logarithmes des concentrations létales (CLso et CLoo)
sont déterminés a partir d’une droite de régression selon le procédé mathématique de Finney
(1971). La méthode deSwaroop et al. (1966) précise lintervalle de confiance avec une
probabilité de 95%.

2.5. Etude histologique

Dans le but de préciser le mode d'action des extraits aqueux de plantes au niveau de I'épithélium
intestinal des moustiques, une étude histologique a été réalisée sur des larves du 4™ stade de
Culex pipiens. Les larves sont mises en contact avec 1’extrait aqueux qui nous a donné le plus
grand taux de mortalité des larves, celui de /’Eucalyptus globulus a la concentration de 27g/l
(concentration létale aprés 24h). Elles sont ensuite systématiquement prélevees aprés des
intervalles de temps donnés :

2h, 4h, 6h, 12h et 24h, pour étre immeédiatement fixées dans du Bouin alcoolique. Des larves
témoins, placées dans 1’eau distillée, sont également prélevées a ces mémes intervalles de temps

et ont également fixées.
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Avant de commencer les étapes de la technique histologique, les tétes et les siphons respiratoires

sont coupés a 1’aide d’une lame bistouri.

Les picces sont ensuite déshydratées afin d’enlever 1’eau intra et extra cellulaire, cette étape se
fait en plagant les pieces dans des cassettes qui passent successivement dans 7 bains d’alcool
éthylique de 70° & 100°. Ensuite, dans le but d’éliminer les traces de 1’éthanol et d’éclaircir les

piéces, elles sont plongées dans trois bacs de xyléne.

Une fois déshydratees, les pieces sont inclues dans la paraffine. 11 s’agit de faire pénétrer aussi
intimement que possible, dans le tissu a étudier, la paraffine qui est considérée comme une
substance homogene, solidifiable et neutre chimiquement. L’imprégnation de la paraffine se
déroule dans une étuve a une température entre 58° et 60°. Les blocs sont ensuite confectionnés
puis coupés, a I’aide d’un microtome pour obtenir des coupes d’une épaisseur de Su. Ces
derniers sont ensuite coloréesavec de I'nématoxyline, fixées entre lame et lamelle et observées
sous microscope optique (grossissement x400) pour définir morphologiquement les différentes

étapes d’intoxication des cellules mésentériques des larves de Culex pipiens.

2.6. Etude biométrique

Les larves de Culex pipiens ayant survecues aux tests biologiques sont mises en élevage dans les
cages. Des larves temoins sont élevées au méme temps. Apres 1I’émergence, les adultes sont
sacrifiés, et étalés entre lame et lamelle avec une goutte de gomme arabique. Dans le but de
déceler les différences morphologiques des imagos issues des larves traitées par rapport aux
adultes témoins, une étude morphométrique a été réalisée. Pour cette étude nous avons retenu
plusieurs criteres morphologiques notamment, la longueur et la largeur alaire, la longueur et la
largeur abdominale, la longueur des antennes du fémur, du tibia et des 5 tarses.

Cette étude vise a evaluer I’effet des extraits de plantes sur le développement des moustiques.
Les adultes sont observés sous loupe binoculaire étalonnée, les différentes parties a etudier sont
ensuite mesurées a I’aide d'un micrométre préalablement integré & une loupe. L’étude
biométrique est réalisée sur un groupe de 15 males et 15 femelles.

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne, ’écart-type et I’analyse de la variance
multivarié MANOVA dans le but de mettre en évidence les différences entre les mensurations

des differents criteres pour les adultes temoins et ceux traités avec I extrait.
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L’analyse de variance multivariée (MANOVA) utilise le méme cadre conceptuel que I’ANOVA.
Il s’agit d’une extension de ’ANOVA permettant de prendre en compte une combinaison de

variables dépendantes plutdt qu’une variable dépendante unique.
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CHAPITRE 3. RESULTATS

Dans le but de connaitre 1’effet larvicide des extraits des 8 plantes testées a savoir ; I’Eucalyptus,
le laurier rose, le myrte, le jasmin, le basilic, la sauge, la marjolaine et le tabac, des essais
toxicologiques sur les larves du 4°™ stade de Culex pipens ont été réalisés, les résultats sont

présentés dans I’ensemble des figures et tableaux ci -dessous.

3.1. Etude de la toxicité des extraits aqueux de plantes sur les larves L4 de Culex pipiens.
3.1.1. Toxicité de I’extrait de I’Eucalyptus globulus sur les larves de culex pipiens aprés 24h,
48h et 72h d’exposition

Le tableau 1 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g /I, 2g/l, 5g/1 et 8g/l) et ceci apres 24h, 48 h et 72h
d’exposition.

Apreés 24 heures de contact avec l'insecticide; la mortalité atteint (16%) pour la dose de 8g / |
contre 0% pour la dose de 0.5g / I. Aprés 48 heures d'exposition, la dose de 8g/l donne 32% de
mortalité et enfin une mortalité avoisinant les 100% a été enregistrée (82%) apres 72 heures

d'exposition a une dose de 8g/ I.

Tableaul: Toxicité de I’Eucalyptus globulus sur Culex pipiens

Temps (Concentrations)

d’exposition 0.5g/1 2g/1 5g/1 % 8g/l
Mortalité

24h 0% 4% 8% 16%

48h 8% 20% 24% 32%

72h 28% 44% 48% 82%

3.1.1.2.La régression linéaire de I’Eucalyptus globulus de 24h, 48h et 72 heures

Les figures 30, 31 et 32 montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre l'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition.

Les coefficients de détermination R? sur les 3 figures (0.981, 0.879 et 0.902) respectivement,

révelent une liaison positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.
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Regression of mortalite % by doses (g/I) (R*=0.981)

25 T

20 +

15 +

10 +

mortalite %

-10 +
doses (g/1)

Figure 30: Droite de régression des concentrations de I’extrait de /’Eucalyptus globulus en
fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 24h d’exposition.

Regression of mortalite % by doses g/I (R2=0.897)
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Figure 31: Droite de régression des concentrations de I’extrait de I’Eucalyptus globulus en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition.
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.902)
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Figure 32 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de /’Eucalyptus globulus en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 72h d’exposition.

3.1.1.3. Etude comparative des doses utilisées de I’Eucalyptus globulus sur les larves de
Culex pipiens apres 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose trés hautement significatif (p =0,01) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les quatre concentrations de [’Eucalyptus globulus utilisées apres 24h

d’exposition avec un F= 101.25 (Tableau 2).

Tableau 2: Effet dose de I’Eucalyptus globulus appliqué sur les larves du 4™ stade de
Culex pipiens apres 24h d’exposition. (ANOVA)

Source de | DDL SCE CM Fobs P
variations

Factorielle 1 137.288 137.288 101.250 0.010
Résiduelle 2 2.712 1.356

Totale 3 140.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :

valeur de Fisher observée; P : valeur de probabiliteé.
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L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose significatif (p =0,053) révélant ainsi, des différences d’action en terme de mortalité entre les
quatre concentrations de [’Eucalyptus globulus utilisées apres 48h d’exposition avec un F=
17,408 (Tableau 3).

Tableau 3 : Effet dose de I’Eucalyptus globulus appliqué sur les larves du 4™ stade de
Culex pipiens apres 48h d’exposition. (ANOVA)

Source de | DDL SCE CM Fobs P
variations

Factorielle 1 269.085 269.085 17.408 0.053
Résiduelle 2 30.915 15.458

Total 3 300.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; F : valeur
de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose trés hautement significatif (p=0.05) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les quatre concentrations de [’Eucalyptus globulus utilisées apres 72h

d’exposition avec un F= 18.5(Tableau 4).

Tableau 4: Effet dose de I’Eucalyptus globulus appliqué sur les larves du 4™ stade de
Culex pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Source de | DDL SCE CM Fobs P
variations

Factorielle 1 1396.085 1396.085 18.502 0.050
Résiduelle 2 150.915 75.458

Total 3 1547.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

3.1.1.4 Etude des parametres toxicologiques de I'Eucalyptus globulus pendant 24h, 48h et
72h d’exposition
Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & I’extrait de

présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.
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La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=2.03x-0.88, avec un R?
=0,98, son DLsp est de 27.6g/l et son DLgoest de 52.1g/1.

En ce qui concerne les résultats aprés 48h de traitement, la droite de régression est de la forme :
Y=2.84x+9.06, R? = 0.89, son DLso est de 13.45g/I et son DLgo est de 27.7g/l, et enfin pour les
résultats aprés 72h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=6.48x+25.36, R? =
0.90, son DLsgest de 3.57g/l et son DLy est de 10.39g/l (Tableau 5).

Tableau 5 : Activité larvicide de I'Eucalyptus globulus a différentes concentrations,
appliquée pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.
Temps DLso (g/1) limite fiduciale DLos(g/l) | R? Equation  de
d exposition 95% (mg/l) regression

Lower Upper
24h 27.6 0.56 1.41 52.1 0.98 Y=2.03x-0.88
48h 13.45 -0.03 1.92 27.7 0.89 Y=2.84+9.06
72h 3.57 0 1.9 10.39 0.90 Y=6.48+25.36

3.1.2.Toxicité de I’extrait de Myrtus communis sur les larves de Culex pipiens apres 24h, 48h
et 72h d’exposition

Le tableau 6 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/l, 2g/l, 5g/l, 8g/l) et ceci apres 24h, 48 h et 72h
d’exposition.

Tableau 6: Toxicité de Myrtus communis sur Culex pipiens

Temps (Concentrations)

d’exposition 0.5¢/1 2g/l 5g/1 % 8g/l
Mortalité

24h 1% 2% 6% 13%

48h 3% 6% 7% 9%

72h 5% 6% 12% 18%




3.1.2.1.La régression linéaire de Myrtus communis de 24h, 48h et 72heures

Les figures 33, 34 et 35 montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre I'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition.

Les coefficients de détermination R?, sur les 3 figures (0.960, 0.897 et 0.985) respectivement,

révelent une liaison positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.

Regression of mortalite % by doses g/I (R2=0.960)
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Figure 33 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Myrtus communis en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.897)
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Figure 34: Droite de régression des concentrations de I’extrait de Myrtus communis en fonction

de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 48h d’exposition

Regression of mortalite % by doses g/l (R>=0.985)
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Figure 35 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Myrtus communis en fonction

de la mortalité des larves de Culex pipiens apreés 72h d’exposition
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3.1.2.2.Etude comparative des doses utilisées de Myrtus communis sur les larves de Culex
pipiens aprés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose hautement significatif (p = 0,02) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Myrtus communis utilisées apres 24h d’exposition avec
un F=48.01(Tableau 7).

Tableau 7: Effet dose de Myrtus communis appliqué sur les larves du 4¢M stade de Culex
pipiens aprés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 85.441 85.441 48.010 0.020
Residuelle 2 3.559 1.780

Totale 3 89.000

DDL :degrés de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose trés hautement significatif (p =0,05) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Myrtus communis utilisées aprés 48h d’exposition avec
un F=17.408 (Tableau 8).

Tableau 8 : Effet dose de Myrtus communis appliqué sur les larves du 4Mstade de Culex
pipiens aprés 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 16.818 16.818 17.408 0.053
Résiduelle 2 1.932 0.966

Totale 3 18.750

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet

dose trés hautement significatif (p = 0,008) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
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mortalité entre les trois concentrations de Myrtus communis utilisées aprés 72h d’exposition avec
un F=131.67(Tableau 9).

Tableau 9: Effet dose de Myrtus communis appliqué sur les larves du 4¢™éstade de Culex pipiens
aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 107.123 107.123 131.672 0.008
Résiduelle 2 1.627 0.814

Totale 3 108.750

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

3.1.2.3.Etude des parametres toxicologiques de Myrtus communispendant 24h, 48h et 72h
d’exposition

Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h a I’extrait de
présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=1.6x-0.71, avec un
R?=0.96, son DLso est de 67.2219/1 et son DLgo est de 726.6g/1.

En ce qui concerne les résultats aprés 48h de traitement, la droite de régression est de la forme :
Y=0.71x+3.49, R? = 0.89, son DLso est de 6097g/l et son DLgo est de 24234g/l, et enfin pour les
résultats aprés 72h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=1.79x+3.28, R? =
0.98, son DLsg est de 105.5¢/1 et son DLgg est de 3455¢/1 (Tableau 10).

Tableau 10 : Activité larvicide de Myrtus communis a différentes concentrations, appliquée
pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/) | 95% limite DLos(g/l) | R? Equation de
d exposition fiduciale  (mg/l) regression
Lower Upper
24h 67.221 0.37 1.58 726.6 096 |Y=1.6x-0.71
48h 6097 -0.03 1.92 24234 0.89 | Y=0.71x+3.49
72h 105.5 0.62 1.36 3455 0.98 | Y=1.79x+3.28
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3.1.3.Toxicité de I’extrait de Nerium oleander sur les larves de Culex pipiens apres 24h, 48h
et 72h d’exposition

Le tableau 11 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/1, 2g/l, 5g/l et 8g/l) et ceci apres 24h, 48 h et 72h
d’exposition. En effet aprés 24 heures de contact avec l'insecticide; la mortalité atteint (12%)
pour la dose de 8g/l contre 4% pour la dose de 0.5g/l. Apres 48 heures d'exposition, la dose de
8g/l donne 35% de mortalité et enfin une mortalité de 49% a été enregistrée apres 72 heures
d'exposition a une dose de 8g/l.

Tableau 11: Toxicité de Nerium oleander sur Culex pipiens

Temps (Concentrations)

d’exposition 0.5g/1 2g/1 5g/1 % 8g/l
Mortalité

24h 4% 5% 9% 12%

48h 9% 16% 23% 35%

72h 34% 39% 48% 72%

3.1.3.1.La régression linéaire de Nerium oleander de 24h, 48h et 72heures

Les figures 36, 37 et 38montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre l'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition. Les coefficients de
détermination R?, sur les 3 figures (0.960, 0.897 et 0.985) respectivement, révélent une liaison

positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.

55




Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.960)
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Figure 36 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Nerium oleander en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 24h d’exposition.

Regression of mortalite % by doses g/I (R*=0.897)
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Figure 37 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Nerium oleander en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition
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Figure 38 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Nerium oleander en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 72h d’exposition.

3.1.3.2. Etude comparative des doses utilisées de Nerium oleander sur les larves de Culex

pipiens aprés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet

dose hautement significatif (p =0,02) révélant ainsi, des différences d’action en terme de

mortalité entre les trois concentrations de Nerium oleander utilisées aprés 24h d’exposition avec

un F=48,010 (Tableau 12).

Tableau 12 : Effet dose de Nerium oleander appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex

pipiens apreés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs

variation

Factorielle 1 85.441 85.441 48.010 0.020
Résiduelle 2 3.559 1.780

Totale 3 89.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :

valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.
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L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose significatif (p = 0,053) révélant ainsi, des différences d’action en terme de mortalité entre
les trois concentrations de Nerium oleander utilisées aprés 24h d’exposition avec un F=17,408
(Tableau 13).

Tableau 13 : Effet dose de Nerium oleander appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens aprés 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 16.818 16.818 17.408 0.053
Résiduelle 2 1.932 0.966

Totale 3 18.750

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose tres hautement significatif (p =0,008) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Nerium oleander utilisées apres 24h d’exposition avec
un F=131,672 (Tableau 14).

Tableau 14 : Effet dose de Nerium oleander appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 107.123 107.123 131.672 0.008
Residuelle 2 1.627 0.814

Totale 3 108.750

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

3.1.3.3.Etude des parametres toxicologiques de Nerium oleander pendant 24h, 48h et 72h
d’exposition
Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & I’extrait de

présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.
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La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=1.6x-0.71, avec un R?
=0,96, son DLso est de 346.1g/l et son DLgo est de 2405.8g/l. En ce qui concerne les résultats
aprés 48h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=0.71x+3.28, R? = 0.89, son
DLso est de 264.8¢g/l et son DLgo est de 35403g/l, et enfin pour les résultats aprés 72h de
traitement, la droite de régression est de la forme : Y=1.79x+3.28, R? = 0.98, son DLso est de
18.49/l et son DLgo est de 46.6g/1 (Tableau 15).

Tableau 15 : Activité larvicide de Nerium oleandera différentes concentrations, appliquée

pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/l) | 95% limite DLoo(g/l) | R? Equation de
d’exposition fiduciale  (mg/l) regression
Lower Upper
24h 346.1 0.37 1.58 2405.8 0.96 | Y=1.6x-0.7
48h 264.8 -0.03 1.92 35403 0.89 | Y=0.7x+3.28
72h 18.4 0.62 1.36 46.6 0.98 | Y=1.8x+3.3

3.1.4.Toxicité de I’extrait d’Ocimum basilicum sur les larves de Culex pipiens apres 24h, 48h
et 72h d’exposition

Le tableau 16 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/1, 2g/l, 5g/l et 8g/l) et ceci aprés 24h, 48 h et 72h
d’exposition. En effet aprés 24 heures de contact avec l'insecticide; la mortalité atteint (8%) pour
la dose de 8g/l contre 0% pour la dose de 0.5g/l. Apres 48 heures d'exposition, la dose de 8¢/l
donne un peu plus de 12% de mortalité et enfin une mortalité de 20% a été enregistrée apres 72
heures d'exposition a une dose de 8g/l.

Tableau 16: Toxicité d’Ocimum basilicum sur Culex pipiens

Temps (Concentrations)

d’exposition 0.5g/1 2g/1 5g/1 % 8g/l
Mortalité

24h 0% 0% 4% 8%

48h 4% 4% 8% 12%

72h 4% 8% 16% 20%
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3.1.4.1. La regression linéaire d’Ocimum basilicum de 24h, 48h et 72heures

Les figures 39, 40 et 41 montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre l'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition.

Les coefficients de détermination R?, sur les 3 figures (0.963, 0.963 et 0.976) respectivement,

révelent une liaison positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.

Regression of mortalite % by doses g/I (R2=0.963)
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Figure 39 : Droite de régression des concentrations de I’extrait d’Ocimum basilicum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.963)
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Figure 40: Droite de régression des concentrations de I’extrait d’Ocimum basilicum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition

Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.976)
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Figure 41: Droite de régression des concentrations de I’extrait d’Ocimum basilicum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 72h d’exposition
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3.1.4.2. Etude comparative des doses utilisées d’Ocimum basilicum sur les larves de Culex
pipiens aprés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™stade de Culex pipiens montre un effet
dose hautement significatif (p = 0,019) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de d’Ocimum basilicum utilisées aprés 24h d’exposition
avec un F=52,083 (Tableau 17).

Tableau 17 : Effet dose d’Ocimum basilicum appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex
pipiens aprés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 42.373 42.373 52.083 0.019
Résiduelle 2 1.627 0.814

Totale 3 44.000

DDL :degrés de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4™stade de Culex pipiens montre un effet
dose hautement significatif (p =0,024) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de d’Ocimum basilicum utilisées aprés 48h d’exposition

avec un F=4.508 (Tableau 18).

Tableau 18 : Effet dose d’Ocimum basilicum appliqué sur les larves du 4éme stade de Culex
pipiens apreés 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P
variation

Factorielle 3 17.187 5.729 4.508 0.024
Résiduelle 12 15.25 1.270

Totale 15 32.437

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabiliteé.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet

dose tres hautement significatif (p = 0,012) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
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mortalité entre les trois concentrations de d’Ocimum basilicum utilisées aprés 72h d’exposition
avec un F=82,286 (Tableau 19).

Tableau 19 : Effet dose d’Ocimum basilicum appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex
pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 156.203 156.203 82.286 0.012
Résiduelle 2 3.797 1.898

Totale 3 160.000

3.1.4.3. Etude des parametres toxicologiques d"Ocimum basilicum pendant 24h, 48h et 72h
d’exposition

Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & ’extrait de
présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=1.12x-1.37, avec un R?
=0,96, son DLsp est de 28.4g/1 et son DLgo est de 93.8¢/I.

En ce qui concerne les résultats aprés 48h de traitement, la droite de régression est de la forme :
Y=1.1x+2.62, R? = 0.96, son DLso est de 2331g/I et son DLgo est de 24829g/l, et enfin pour les
résultats aprés 72h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=2.16x+3.59, R? =
0.97, son DLsg est de 949/l et son DLgo est de 3927¢g/l (Tableau 20).

Tableau 20 : Activité larvicide d Ocimum basilicum a différentes concentrations, appliquée
pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/) | 95% limite DLoo(g/l) | R? Equation de
d exposition fiduciale  (mg/l) regression
Lower Upper
24h 28.4 0.39 156 |93.8 096 |Y=1.12x-1.37
48h 2331 0.4 156 | 24829 0.96 | Y=1.12x+2.62
72h 94 0.51 1.45 | 3927 0.97 | Y=2.16x+3.59
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3.1.5.Toxicité de I’extrait de Jasminum polyanthum sur les larves de Culex pipiens apres
24h, 48h et 72h d’exposition

Le tableau 21 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/1, 2g/l, 5g/1 et 8g/l) et ceci apres 24h, 48 h et 72h
d’exposition. En effet aprés 24 heures de contact avec l'insecticide; la mortalité atteint (12%)
pour la dose de 8g/l contre 4% pour la dose de 0.5g/l. Apres 48 heures d'exposition, la dose de
89/l donne un peu plus de 16% de mortalité et enfin une mortalité de 20% a été enregistrée apres

72 heures d'exposition a une dose de 8g/l.

Tableau 21: Toxicité de Jasminum polyanthum sur Culex pipiens

Temps (Concentrations)

d’exposition 0.5g/1 2g/1 5g/l 8g/l
Mortalité%

24h 4% 4% 8% 12%

48h 6% 9% 12% 16%

72h 8% 9% 12% 20%

3.1.5.1.La régression linéaire de Jasminum plyanthum de 24h, 48h et 72heures

Les figures 42, 43 et 44 montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre I'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition. Les coefficients de
détermination R?, sur les 3 figures (0.963, 0.988 et 0.922) respectivement, révélent une liaison

positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.963)
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Figure 42: Droite de régression des concentrations de I’extrait de Jasminum polyanthum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apreés 24h d’exposition

Regression of mortalite % by doses g/l (R>=0.988)
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Figure 43 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Jasminum polyanthum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition
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Figure 44 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Jasminum polyanthum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 72h d’exposition.

3.1.5.2. Etude comparative des doses utilisées de Jasminum polyanthum sur les larves de

Culex pipiens apreés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°stade de Culex pipiens montre un effet

dose hautement significatif (p =0,019) révélant ainsi, des différences d’action en terme de

mortalité entre les trois concentrations de de Jasminum polyanthum utilisées aprés 24h
d’exposition avec un F=52,083 (Tableau 22).

Tableau 22 : Effet dose de Jasminum polyanthum appliqué sur les larves du 4™ stade de

Culex pipiens aprés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs

variation

Factorielle 1 42.373 42.373 52.083 0.019
Residuelle 2 1.627 0.814

Totale 3 44.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :

valeur de Fisher observee; P : valeur de probabiliteé.
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L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose trés hautement significatif (p = 0,006) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de de Jasminum polyanthum utilisées apres 48h
d’exposition avec un F=168,013 (Tableau 23).

Tableau 23 : Effet dose de Jasminum polyanthumappliqué sur les larves du 4¢™ stade de
Culex pipiens apres 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources  de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 54.106 54.106 168.013 0.006
Reésiduelle 2 0.644 0.322

Totale 3 54.750

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose hautement significatif (p = 0,04) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de de Jasminum polyanthum utilisées apres 72h

d’exposition avec un F=23,794 (Tableau 24).

Tableau 24 : Effet dose de Jasminum polyanthum appliqué sur les larves du 4™ stade de

Culex pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 81.869 81.869 23.794 0.040
Residuelle 2 6.881 3.441

Totale 3 88.750

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabiliteé.

3.1.5.3.Etude des parametres toxicologiques de Jasminum polyanthum pendant 24h, 48h et
72h d’exposition
Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & I’extrait de

présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.
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La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=1.1x+2.62, avec un R?
=0,96, son DLso est de 2331g/l et son DLgo est de 24829¢g/1. En ce qui concerne les résultats apres
48h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=1.27x+5.8, R? = 0.98, son DLso est
de 3469/l et son DLy est de 39529¢/1, et enfin pour les résultats aprés 72h de traitement, la droite
de régression est de la forme : Y=1.57x+6.16, R? = 0.92, son DLso est de 1079g/l et son DLgo est
de 15260qg/I (Tableau 25).

Tableau 25 : Activité larvicide de Jasminum polyanthum a différentes concentrations,

appliquée pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/l) | 95% limite DLoo(g/l) | R? Equation de
d’exposition fiduciale  (mg/l) regression
Lower Upper

24h 2331 0.39 1.56 24829 0.96 |Y=1.12x+2.62
48h 346 0.66 1.32 39529 098 |Y=1.27x+5.8
72h 1079 0.11 1.8 15260 0.92 | Y=1.57x+6.16

3.1.6.Toxicité de I’extrait d’Origanum majorana sur les larves de Culex pipiens aprés 24h,
48h et 72h d’exposition

Le tableau 26 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/l, 29/, 59/ et 8g/l) et ceci aprés 24h, 48h et 72h
d’exposition.

En effet aprés 24 heures de contact avec I'insecticide; la mortalité atteint (12%) pour la dose de
89/l contre 0% pour la dose de 0.5¢g/l. Aprés 48 heures d'exposition, la dose de 8g/l donne un peu
plus de 16% de mortalité et enfin une mortalité de 24% a été enregistrée apres 72 heures
d'exposition a une dose de 8gl/l.

Tableau 26: Toxicité d’Origanum majorana sur Culex pipiens

Temps d’exposition (Concentrations)
0.5¢g/1 29/l 5g/l 8a/l
Mortalité%o
24h 0% 3% 6% 12%
48h 2% 6% 10% 16%
72h 5% 8% 13% 24%
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3.1.6.1.La régression linéaire d’Origanum majorana de 24h, 48h et 72heures

Les figures 45, 46 et 48montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre I'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition. Les coefficients de
détermination R?, sur les 3 figures (0.981, 0.989 et 0.964) respectivement, révélent une liaison

positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.

Regression of mortalite % by doses g/I (R2=0.981)
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Figure 45 : Droite de régression des concentrations de I’extrait d’Origanum majorana en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.989)
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Figure 46 : Droite de régression des concentrations de I’extrait d’Origanum majorana en
fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition

Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.964)
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Figure 47 : Droite de régression des concentrations de I’extrait d’Origanum majorana en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 72h d’exposition
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3.1.6.2. Etude comparative des doses d’Origanum majorana utilisées sur les larves de Culex
pipiens aprés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose trés hautement significatif (p = 0,01) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations d’Origanum majorana utilisées aprés 24h d’exposition

avec un F=101,25 (Tableau 27).

Tableau 27 : Effet dose d’Origanum majorana appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens aprés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 77.225 77.225 101.250 0.010
Résiduelle 2 1.525 0.763

Totale 3 78.750

DDL :degrés de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose tres hautement significatif (p = 0,006) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations d’Origanum majorana utilisées apreés 48h d’exposition

avec un F=173,361(Tableau 28).

Tableau 28 : Effet dose d’Origanum majorana appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens apreés 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 105.780 105.780 173.361 0.006
Résiduelle 2 1.220 0.610

Totale 3 107.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabiliteé.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet

dose tres hautement significatif (p = 0,018) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
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mortalité entre les trois concentrations d’Origanum majorana utilisées aprés 72h d’exposition

avec un F=52,804 (Tableau 29).

Tableau 29 : Effet dose d’Origanum majorana appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 201.373 201.373 52.804 0.018
Résiduelle 2 7.627 3.814

Totale 3 209.000

DDL :degrés de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.

3.1.6.3. Etude des parametres toxicologiques d Origanum majoranapendant 24h, 48h et 72h
d’exposition

Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & ’extrait de
présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=1.52x-0.66, avec un R?
=0.98, son DLsp est de 84.8g/l et son DLgoest de 957.3g/1.

En ce qui concerne les résultats aprés 48h de traitement, la droite de régression est de la forme :
Y=1.78x+1.58, RZ = 0.98, son DLso est de67g/l et son DLgo est de 1013g/l, et enfin pour les
résultats aprés 72h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=2.46x+2.95, R? =
0.96, son DLsg est de 74.8g/l et son DLgo est de 2347g/l (Tableau 30).

Tableau 30 : Activité larvicide dOriganum majoranaa différentes concentrations,

appliquée pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/l) | 95% limite DLoo(g/l) | R? Equation de
d exposition fiduciale  (mg/l) regression

Lower Upper

24h 84.8 0.56 1.41 957.3 0.98 | Y=1.52x-0.66
48h 67 0.66 1.31 1013 0.98 | Y=1.78x+1.58
72h 74.8 0.4 1.56 2347 0.96 | Y=2.46x+2.95
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3.1.7.Toxicité de I’extrait de Nicotiana tabacum sur les larves de Culex pipiens apres 24h,
48h et 72h d’exposition

Le tableau 31 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/l, 2g/1, 5g/1 et 8g/l) et ceci apres 24h, 48h et 72h
d’exposition. En effet aprés 24 heures de contact avec l'insecticide; la mortalité atteint (27%)
pour la dose de 8g/l contre 0% pour la dose de 0.5g/l. Apres 48 heures d'exposition, la dose de
89/l donne un peu plus de 30% de mortalité et enfin une mortalité de 38% a été enregistrée apres
72 heures d'exposition a une dose de 8g/I.

Tableau 31: Toxicité de Nicotiana tabacum sur Culex pipiens

Temps d’exposition (Concentrations)
0.5¢/1 2g/1 5¢/1 8g/l
Mortalité%o
24h 0% 5% 14% 27%
48h 5% 10% 17% 30%
72h 13% 19% 26% 38%

3.1.7.1.La régression linéaire de Nicotiana tabacum 24h, 48h et 72heures

Les figures 48, 49 et 50 montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre l'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition. Les coefficients de
détermination R?, sur les 3 figures (0.988, 0.982 et 0.988) respectivement, révélent une liaison

positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.988)

50 T
45 +

40 +

35 +

30 +

mortalite %

25 +

20 +

15 +

10 +

0 1 2 3 4 5 6 7

o1]
o)

doses g/|

Figure 48 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Nicotiana tabacum en
fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition
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Figure 49 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Nicotiana tabacum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 48h d’exposition
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Figure 50 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Nicotiana tabacum en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens aprés 72h d’exposition

3.1.7.2. Etude comparative des doses de Nicotiana tabacum utilisées sur les larves de Culex

pipiens aprés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet

dose tres hautement significatif (p = 0,006) révélant ainsi, des différences d’action en terme de

mortalité entre les trois concentrations de Nicotiana tabacum utilisées apres 24h d’exposition

avec un F=161,312.

Tableau 32 : Effet dose de Nicotiana tabacum appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex

pipiens aprés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources  de | DDL SCE CM Fobs

variation

Factorielle 1 341.763 341.763 161.312 0.006
Reésiduelle 2 4.237 2.119

Totale 3 346.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :

valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.
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L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose tres hautement significatif (p =0,009) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Nicotiana tabacum utilisées apres 48h d’exposition
avec un F=108,196.

Tableau 33 : Effet dose de Nicotiana tabacum appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens aprés 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 346.593 346.593 108.196 0.009
Résiduelle 2 6.407 3.203

Totale 3 353.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose tres hautement significatif (p =0,006) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Nicotiana tabacum utilisées apreés 72h d’exposition
avec un F=161,312 (Tableau 34).

Tableau 34: Effet dose de Nicotiana tabacum appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex
pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 341.763 341.763 161.312 0.006
Reésiduelle 2 4.237 2.119

Totale 3 346.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observée; P : valeur de probabilité.

3.1.7.3. Etude des parametres toxicologiques de Nicotiana tabacum pendant 24h, 48h et 72h
d’exposition
Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & I’extrait de

présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.
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La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=3.2x+11.56, avec un R?
=0.98, son DLso est de 16.2g/l et son DLgo est de 67.9g/l. En ce qui concerne les résultats apres
48h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=3.23x+2.97, R? = 0.98, son DLs est
de38.4¢g/1 et son DLy est de 724g/l, et enfin pour les résultats aprés 72h de traitement, la droite
de régression est de la forme : Y=3.2x+11.56, R? = 0.98, son DLsp est de 28g/l et son DLgo est de
455.4¢g/l (Tableau 35).

Tableau 35 : Activité larvicide de Nicotiana tabacum a différentes concentrations, appliquée

pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/l) | 95% limite DLoo(g/l) | R? Equation de
d’exposition fiduciale  (mg/l) regression
Lower Upper
24h 16.2 0.65 1.33 67.9 0.988 | Y=3.2x+11.56
48h 38.4 0.58 15 724 0.982 | Y=3.23x+2.97
72h 28 0.65 1.3 455.4 0.988 | Y=3.2x+11.56

3.1.8.Toxicité de I’extrait de Salvia officinalis sur les larves de Culex pipiens aprés 24h, 48h
et 72h d’exposition

Le tableau 36 représente la variation du pourcentage de mortalité des larves de Culex pipiens en
fonction des 4 concentrations utilisées (0.5g/l, 29/, 59/ et 8g/l) et ceci aprés 24h, 48h et 72h
d’exposition.

En effet aprés 24 heures de contact avec I'insecticide; la mortalité atteint (15%) pour la dose de
8¢/l contre 1% pour la dose de 0.5g/l. Aprés 48 heures d'exposition, la dose de 8g/l donne 20%

de mortalité et enfin une mortalité de 28% a €té enregistrée apres 72 heures d'exposition a une

dose de 8g/l.

Tableau 36:Toxicité de Salvia officinalis sur Culex pipiens

Temps (Concentrations)

d’exposition 0.5g/1 2g/1 5g/l 8g/l
Mortalité%

24h 1% 5% 9% 15%

48h 4% 8% 14% 20%

72h 10% 14% 22% 28%
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3.1.8.1.La régression linéaire de Salvia officinalis 24h, 48h et 72heures

Les figures 51, 52 et 53 montrent les données de la droite de régression, et les deux intervalles de
confiance. On observe ainsi une tendance linéaire montrant une corrélation entre I'augmentation
de la concentration des extraits et le prolongement du temps d'exposition.Les coefficients de
détermination R?, sur les 3 figures (0.989, 0.997 et 0.995) respectivement, révélent une liaison

positive forte entre les probits et le logarithme des concentrations testées.

Regression of mortalite % by doses g/l (R>=0.989)
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Figure 51 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Salvia officinalis en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition
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Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.997)
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Figure 52 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Salvia officinalis en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition

Regression of mortalite % by doses g/l (R2=0.995)
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Figure 53 : Droite de régression des concentrations de I’extrait de Salvia officinalis en

fonction de la mortalité des larves de Culex pipiens apres 72h d’exposition
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3.1.8.1.Etude comparative des doses de Salvia officinalis utilisées sur les larves de Culex
pipiens aprés 24h, 48h et 72h d’exposition

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose tres hautement significatif (p = 0,006) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Salvia officinalis utilisées apres 24h d’exposition avec
un F=173,361 (Tableau 37).

Tableau 37 : Effet dose de Salvia officinalis appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex
pipiens aprés 24h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 105.780 105.780 173.361 0.006
Résiduelle 2 1.220 0.610

Totale 3 107.000

DDL :degrés de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet
dose tres hautement significatif (p = 0,001) révélant ainsi, des différences d’action en terme de
mortalité entre les trois concentrations de Salvia officinalis utilisées aprés 48h d’exposition avec
un F= 720,750 (Tableau 38).

Tableau 38: Effet dose de Salvia officinalis appliqué sur les larves du 4¢™ stade de Culex
pipiens apreés 48h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 146.593 146.593 720.750 0.001
Résiduelle 2 0.407 0.203

Totale 3 147.000

DDL :degres de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabiliteé.

L’analyse de la variance de la mortalité des larves du 4°™ stade de Culex pipiens montre un effet

dose trés hautement significatif (p =0,002) révélant ainsi, des différences d’action en terme de

80




mortalité entre les trois concentrations de Salvia officinalis utilisées aprés 72h d’exposition avec
un F=408,893 (Tableau 39).

Tableau 39 : Effet dose de Salvia officinalis appliqué sur les larves du 4™ stade de Culex

pipiens aprés 72h d’exposition. (ANOVA)

Sources de | DDL SCE CM Fobs P

variation

Factorielle 1 194.051 194.051 408.893 0.002
Résiduelle 2 0.949 0.475

Totale 3 195.000

DDL :degrés de liberté; SCE : somme des carrés entre les groupes; CM : moyenne des carres; Fobs :
valeur de Fisher observee; P : valeur de probabilité.

3.1.8.2.Etude des parameétres toxicologiques de Salvia officinalis pendant 24h, 48h et 72h
d’exposition

Les Larves du 4°™ stades de Culex pipiens exposés pendant 24h, 48h et 72h & ’extrait de
présentent des moyennes de mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=1.78x+0.58, avec un R?
=0.98, son DLsp est de 39.6g/l et son DLgo est de 297¢g/l. En ce qui concerne les résultats apres
48h de traitement, la droite de régression est de la forme : Y=2.1x+3.35, R? = 0.99, son DLso est
de 139.1g/l et son DLgo est de 738g/l, et enfin pour les résultats aprés 72h de traitement, la droite
de régression est de la forme : Y=2.41x+9.12, R? = 0.99, son DLso est de 70.1g/l et son DLgo est
de 4943g/l (Tableau 40).

Tableau 40 : Activité larvicide de Salvia officinalis a différentes concentrations, appliquée

pendant 24, 48 et 72h contre Culex pipiens.

Temps DLso(g/l) | 95% limite DLoo(g/l) | R? Equation de
d exposition fiduciale  (mg/l) regression

Lower Upper

24h 39.6 0.66 1.31 297 0.989 | Y=1.78x+0.58
48h 139.1 0.83 1.15 738 0.997 | Y=2.1x+3.35
72h 70.1 0.78 1.21 4943 0.995 | Y=2.41x+9.12
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Pour une lecture plus aisée, les deux tableaux récapitulatifs suivants sont proposes. Ils mettent en
évidence la toxicité des extraits de plantes sur les larves de Culex pipiens et 1’étude des
parameétres toxicologiques pendant 24h, 48h et 72h.

41. Toxicité des extraits des plantes sur les larves de culex pipiens aprés 24h, 48h et 72h

d’exposition
Plantes testées Temps (Concentrations)
Mortalité
Eucalyptus globulus | 24h 0% 4% 8% 16%
48h 8% 20% 24% 32%
72h 28% 44% 48% 82%
Myrtus communis 24h 1% 2% 6 % 13%
48h 3% 6% 7% 9%
72h 5% 6% 12% 18%
Nerium oleander 24h 4% 5% 9% 12%
48h 9% 16% 23% 35%
72h 34% 39% 48% 72%
Ocimum basilicum 24h 0% 0% 4% 8%
48h 4% 4% 8% 12%
72h 4% 8% 16% 20%
Jasminum 24h 4% 4 % 8% 12%
polyanthum 48h 6% 9% 12% 16%
72h 8% 9% 12% 20%
Origanum majorana | 24h 0% 3% 6% 12%
48h 2% 6% 10% 16%
72h 5% 8% 13% 24%
Nicotiana tabacum 24h 0% 5% 14% 27%
48h 5% 10% 17% 30%
72h 13% 19% 26% 38%
Salvia officinalis 24h 1% 5% 9% 15%
48h 4% 8% 14% 20%
72h 10% 14% 22% 28%
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42. Etude des paramétres toxicologiques des extraits des plantes pendant 24h, 48h et

72h d’exposition
Plantes Temps DLso 95% limite DLos R? Equation de
d exposition | (g/l) fiduciale (mg/l) | (g/l) regression
Lower Upper
Eucalyptus | 24h 27.69/1 | 0.567 1.414 |52.1g/l |0.981 | Y=2.03x-0.88
globulus 48h 13.45g/1 | -0.030 1.924 | 27.69¢g/l | 0.897 | Y=2.84x+9.06
72h 3.57g/1 |0 1.900 | 10.39g/l | 0.902 | Y=6.48+25.36
Myrtus 24h 67.29/l |0.37 158 | 21.12¢g/l | 0.960 | Y=1.6x-0.71
communis | 48h 609.7gl | -0.03 1.92 |38.33¢g/l | 0.897 | Y=0.71x+3.49
72h 105g/1 | 0.62 1.36 | 18g/l 0.985 | Y=1.79x+3.28
Nerium 24h 364.1¢g/l | 0.37 1.58 |83.85¢/l | 0.960 | Y=1.6x-0.71
oleander 48h 264.8g/l | -0.03 1.92 |26.83g/l | 0.897 | Y=0.71x+3.28
72h 18.4g/l | 0.62 1.36 |20.7g/l |0.985 | Y=1.79x+3.28
Ocimum 24h 28.4g/1 | 0.39 156 | 42.31g/l | 0.963 | Y=1.12x-1.37
basilicum | 48h 233.1g/1 | 0.4 1.56 | 28.66g/1 | 0.960 | Y=1.12x+2.62
72h 9449/l 0.51 145 | 15.18g/l | 0.976 | Y=2.16x+3.59
Jasminum | 24h 16.97g/l | 0.39 1.56 27.17g/1 | 0.963 | Y=1.12x+2.62
polyanthum | 48h 18.6g/l | 0.66 1.32 30.06g/l | 0.988 | Y=1.27x+5.8
72h 16.07g/l | 0.11 1.8 26.78g/l | 0.922 | Y=1.57x+6.16
Origanum | 24h 84.8g/1 | 0.56 1.41 62.93g/l | 0.980 | Y=1.52x-0.66
majorana 48h 679/l 0.66 1.31 52.48g/l | 0.989 | Y=1.78x+1.58
72h 7489/ |04 1.56 | 37.41g/l | 0.964 | Y=2.46x+2.95
Nicotiana | 24h 16.2g/1 | 0.65 1.33 26.07g/l | 0.988 | Y=3.2x+11.56
tabacum 48h 38.4g/1 | 0.58 1.5 28.49g/l | 0.982 | Y=3.23x+2.97
72h 28/ 0.65 1.33 269/ 0.988 | Y=3.2x+11.56
Salvia 24h 39.69/l | 0.66 1.31 53.04g/l | 0.989 | Y=1.78x+0.58
officinalis | 48h 139.1g/l | 0.83 1.15 43.64g/l | 0.997 | Y=2.1x+3.35
72h 70.1g/1 | 0.78 1.21 35.63g/l | 0.995 | Y=2.41x+9.12
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3.2. Etude histologique des larves traitées avec I’extrait de I’Eucalyptus globulus

L'organisation générale d'une portion du tube digestif d'une larve témoin de stade 4 de Culex
pipiens est donnée par la figure 6 (Cf chapitre 1).

Nous limiterons la présentation de I'histologie a deux régions, l'intestin moyen (mésentéron),
quiest en effet le siege majeur de I"absorption, et les caeca gastriques des larves de stade 4.

3.2.1. Examen histologie d’une larve témoin (non traitée)

L’histologie des caeca gastriques d’une larve témoin, met en évidence les cellules des caeca
gastriques lesquelles sont de forme variable avec une bordure en brosse (fig.54) (grossissement
x400)

L’intestin moyen d’une larve du 4°™ stade larvaire non traitée, est constitué de tissus épithéliaux
avec noyau en position centrale (fig.55) (grossissement x400).

Fig 54: Coupe longitudinale des
cellules des caeca gastriques d’une
larve temoin de Culex pipiens

Bb: Bordures en brosse.
Lu: Lumiére des caeca gastriques
Cc: Cellules des caeca gastriques

N: Noyau.

Fig 55: Coupe longitudinale des
cellules de D’intestin moyen D’une
larve temoin de Culex pipiens

Li: Lumiére intestinale

N: Noyau
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3.2.2. Examen histologique des larves traitées a I’extrait aqueux de I’Eucalyptus globulus

L'étude des modifications histologiques observées au cours des différentes étapes du processus
entrainant la mort des larves de Culex pipiens nous a permis de voir que seul l'intestin moyen et

les caeca gastriques ont subi de profonds changements.
3.2.2.1. Les caeca gastriques

Aprés 2h d’exposition des larves de Culex pipiens a la DLsg I’extrait aqueux de !’Eucalyptus

globulus, les cellules des caeca gastriques ont subi une hypertrophie cellulaire 1égere (fig.56).

Fig 56:Coupe longitudinale des
cellules des caeca gastriques apres
2h d’exposition. x400

Ch: Cellules hypertrophiées ;

Lu: Lumiere des caeca gastriques ;

N: Noyau.

Les cellules de cette région sont morphologiquement modifiées et complétement désorganisées

apres 4h de contacte (fig.57).

Figh7: Coupe longitudinale
des cellules des caeca
gastriques apres 4h
d’exposition.x400

Cm:Cellules malformées ;

Lu: Lumiere des caeca gastriques ;

N: Noyau.
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Aprés 6h de traitement, les cellules des caeca gastriques éclatent, et des rejets des débris

cytoplasmiques dans la lumiere des caecagastriques sont observés (fig.58).

- ® o

Fig 58: Coupe longitudinale des
cellules des ceacae gastriques
apreés 6h d’exposition. x400

Lu:Lumiére des caeca gastriques ;
Ce: Cellules éclatées ;

N: Noyau.

Les cellules commencent a dégénérer aprés 12h d’exposition a I’extrait aqueux (fig.59), jusqu’a

leur destruction presque compléte apres 24h (fig.60).

Fig 59: Coupe longitudinale des
cellules des caeca gastrisues
apres 12h d’exposition.x400

Lc:Lyse cellulaire.
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Fig 60:Coupe longitudinale des
cellules des caeca gastriques
apreés 24h d’exposition.x400

Lu:Lumiére des caeca gastriques ;

Cd: Cellules detruites.

3.2.2.2. L’intestin moyen des larves

Les premiéres modifications s’observent aprés 4h d’exposition a I’extrait aqueux de
I’Eucalyptus. On constate une hypertrophie des cellules intestinales lesquelles commencent a se
détacher les unes des autres (fig.61). Cela s’explique par le fait que les liaisons intercellulaires

« jonctions » sont rompus.

Fig 61: Coupe longitudinale des
cellules de Dintestin moyen de
larves de Culex pipiens apreés 4h
d’exposition.x400

Ch: Cellules hypertrophiées ;
Cs: Cellules séparées ;

N: Noyau.

Aprés 6h de traitement, les cellules sont bien séparées, et prennent une forme allongée.

On remarque également qu’elles sont détachées de leur lame basale (fig.62).
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Fig 62: Coupe longitudinale des
cellules intestinales de Culex pipiens
aprés 6h d’exposition.x400

Cas:Cellules allongées et séparées ;
Lu: Lumiére intestinale ;

Cdl:Cellules détachées de la lame basale.

La figure 63, montre 1’état des cellules intestinales des larves aprés 12h d’exposition. Une lyse
cellulaire est observée avec un rejet des débris cytoplasmiques dans la lumiere intestinale.

Aprés 24h toutes les cellules de cette région sont détruites (fig.64).

Fig 63: Coupe longitudinale des
cellules de I’intestin moyen d’une
larve de Culex pipiens apres 12h
d’exposition.x400

Lc: Lyse cellulaire.

Li: Lumiere intestinale.

Fig 64:Coupe longitudinale des
cellules de I’intestin moyen d’une
larve de Culex pipiens apres 24h
d’exposition.x400

Cd: Cellules détruites

Ca: Canal alimentaire
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3.3. Etude biométrique des adultes

Dans le but de démontrer I’influence des extraits aqueux des plantes sur le développement

morphologique des moustiques Culex pipiens, une étude biométrique a été réalisée sur plusieurs

criteres morphologiques des adultes, issus des larves traitées avec les extraits des plantes par

rapport aux adultes témoins.

3.3.1. Etude biométrique des adultes méles

Les mensurations des critéres descriptifs sélectionnés pour les méales issus des larves exposées

aux insecticides et les méales témoins sont dans le tableau 43 ci-dessous.

Tableau 43 : mensurations moyennes des criteres des males témoins et traités (mm)

Critéres Moyenne Ecart type Moyenne Ecart
descriptifs | (males exposés) (mm) | (méles exposés) | (males témoins) (mm) | Type (méles témoins)
long ailes 3.04 0.78 3.021 1

larg ailes 0.62472 0.304 0.70908 0.44
long abd 2.56272 0.9 3.00808 1

larg abd 0.51566 0.66 0.82308 0.79
long ant 1.37864 0.287 1.064 0.67
Long fémure | 1.63856 0.405 1.77308 0.81
long tibia 1.75256 0.412 1.93154 0.69
T1 1.38206 0.74 1.31708 0.63
T2 0.7163 0.684 0.52554 0.4
T3 0.49932 0.558 0.38 0.21
T4 0.27132 0.401 0.171 0.15
T5 0.23332 0.07 0.16454 0.1

Long : longueur; larg : largeur; abd : abdomén; ant : anténnes; T : tarses.
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Figure 65 : Représentation des mensurations moyennes des adultes males.

La figure 65 illustre une représentation en histogramme des mensurations moyennes des criteres
descriptifs sélectionnés sur les adultes males. Les mensurations ont été realisés sur lesmales issus
des larves traitées et sur lesmales issus des larves témoins. La comparaison entre les valeurs

moyennes indiques que les séries témoins et les séries traitées présentent des differenceslégeres.

Ces résultats, mettent en évidence les différences entre les mensurations des males exposés aux

insecticides et des males témoins par rapport a la plupart des critéres choisis.

Pour mieux évaluer cette étude nous avons realisé une analyse de variance multivariée
(MANOVA).
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3.3.1.1. Etude de I'effet des extraits de plantes sur le développement morphologique des

moustiques males Culex pipiens

Q1
Lambda 0.009
F(Valeurs observées) 18.639
DDL1 12
DDL2 2
F(Valeur critique) 19.413
p-value 0.052

F : valeur de Fisher; DDL : degres de liberte; P : valeur de la probabilite.

La valeur de p calculée (0.052) est supérieure au niveau de signification (0,05), ce qui signifie
que l'extrait aqueux testé n'a pas d'effet significatif sur les critéres étudiés et alors sur le

développement des larvesmales du moustique.
3.3.2.Etude biométrique des adultes femelles

Les mensurations moyennes des critéres pour les femelles traitées et celles témoins sont

mentionnées dans le tableau 44
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Tableau 42

: mensurations moyennes des criteres des femelles témoins et traités (mm)

Criteres Moyenne Ecart type Moyenne Ecart Type (femelles

Descriptifs | (femellesexposees) | (femellesexposées) | (femellestémoins)(mm) | témoins)
(mm)

long ail 2.92144 0.78 2.87014 1

larg ailes 0.60344 0.304 0.63498 0.44

long abd 2.66 0.9 2.75196 1

larg abd 0.63726 0.66 0.67108 0.79

long ant 1.56636 0.287 1.58308 0.67

Long fémure 152 0.405 1.54608 0.81

long tibia 1.6549 0.412 1634 0.69

IR 1.254 0.74 1.2464 0.63

T2 0.56544 0.684 0.52098 0.4

T3 0.4009 0.558 0.44308 0.21

i 0.23218 0.401 0.2128 0.15

™ 0.20254 0.07 0.152 0.1

Long : longueur; larg : largeur; abd : abdomén; ant : anténnes; T : tarses.
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Figure 66 : Histogramme représentant les mensurations moyennes des femelles témoins et

traitées.
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La figure 66 illustre une représentation en histogramme des mensurations moyennes des critéres
descriptifs selectionnés sur les adultes femelles. Les mensurations ont été realisés sur les
femelles issues des larves traitées et sur les femelles issues des larves témoins. La comparaison
entre les valeurs moyennes indiques que les séries témoins et les séries traitées présentent des

differences légeres.

3.3.2.1. Etude de I'effet des extraits de plantes sur le développement morphologique des

moustiques femelles Culex pipiens

Q1
Lambda 0.579
F (Valeurs observées) 0.121
DDL1 12
DDL2 2
F (\Valeur critique) 19.413
p-value 0.994

F : valeur de Fisher; DDL : degres de liberte; P : valeur de la probabilite.

La valeur de p calculée (0.994) est supérieure au niveau de signification (0,05), ce qui signifie
que l'extrait aqueux testé n'a pas d'effet significatif sur les critéres étudiés et alors sur le

développement des larves femelles du moustique.
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CHAPITRE 4. DISCUSSION

4.1. Activité larvicide des plantes sur les larves L4 de Culex pipiens

Pour pallier aux inconvénients des insecticides chimiques et leur impact nocif sur la santé et
I’environnement,les chercheurs ont eu recours a des alternatifs naturels remplissant le méme réle
et présentant des avantages écologiques et économiques. Il s'agit principalement des extraits de
plantes aromatiques et médicinales, qui ont depuis toujours occupé une place importante dans la

vie des peuples.

Ainsi I'étude de l'activité biologique et biotechnologique de ces extraits n’a jamais cessé de se

développer.

Elle a souvent aboutit a affirmer les propriétés toxiques
antivirale, antibactérienne ou antifongique de ces plantes dans leur intégralité (feuilles, fruits,
fleurs, racines et I'écorce) (Tennyson et al., 2012).

Dans notre étude, nous avons évalué 1’activité larvicide sur les larves de Culex pipiens de 8
plantes a savoir : Eucalyptus globulus, Nerium oleander (laurier-rose), le basilic (Ocimum
basilicum), le Myrte (Myrtus communis), la marjolaine (Origanum majorana), la sauge (Salvia

officinalis), le tabac (Nicotiana tabacum) et le jasmin (Jasminum polyanthum).

Nos résultats révelent une relation directe entre le taux de mortalité des larves et la dose a
laquelle elles ont été exposées, comme le confirme El banna (2006) dans ses études. L auteur a
aussi montré une relation directe entre la mortalité et le temps d’exposition, ou la mortalité

augmente de la premicre heure jusqu’a la dernicre.

Ce méme résultat concorde parfaitement avec les explications apportées dans 1’étude de Seye et
al., (2006). Les auteurs stipulent dans leur étude toxicologique, portant sur I’effet de la poudre de
neem testée a I’égard des stades préimaginaux de Culex quinquefasciatus, que les substances

actives contenues dans 1’extrait sont libérées lentement induisant une mortalité progressive.

Ce qui a été également rapportés dans 1’étude de Koua, (1994) portant sur ’effet de 1’extrait
aqueux de Persea americana sur différents stades larvaires d’Anopheles gambiaes,en effet,
I’auteur précise que tous les stades larvaires d’Anopheles gambiaes sont sensibles & I'extrait

aqueux de Persea Americana et que cette sensibilité augmente avec la concentration et la durée
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de contact larve-insecticide. Ce qui est explique par une chronologie d'action de la toxine

présente dans I'extrait aqueux de Persea americana.

Pour mieux présenter I'efficacité d un insecticide, nous avons calculé les concentrations létales
(DLso) pour chaque extrait de plante. Nous avons constate que les doses Iétales diminuent quand

on prolonge la durée d’exposition.

Ainsi, de tous les extraits, nous avons constaté que le plus grand taux de mortalité est engendré
par I’Eucalyptus globulus avec une mortalité de 82% pour la dose de 8g/1 aprés 72h d’exposition.
C’est également ’extrait qui agit a des concentrations relativement faibles (DLso= 3.75¢/l aprés
72 h d’exposition). L'extrait du Nerium oleander agit également a des concentrations
relativement faibles (DLso=18,7 g/l aprés 72h d’exposition) suivi par le tabac (Nicotiana
tabacum) qui engendre, aprés 72h de contact avec les larves, une mortalité de 38% pour la

concentration de 8g/l. la dose létale calculée pour cet extrait aprés 72h est égale a 28.82 g/l.

Vient par la suite les extraits du basilic (Ocimum basilicum), la marjolaine (Origanum
majorana), la sauge (Salvia officinalis) et le jasmin (Jasminumpolyanthum). lls engendrent une
mortalité entre 20% et 28% des larves traitées. Une mortalité de 20% des larves traitées est
marquée pour les extraits du basilic et du jasmin, ainsi nous avons déterminé une DLso = 94.9¢/I
et 1079.6g/1 respectivement aprés 72h d exposition. En ce qui concerne la marjolaine, on observe
un taux de mortalité de 24% et une DLso = 74.8 g/l aprés 72h d exposition. Enfin I"extrait aqueux

de la sauge a causé une mortalité de 28% des larves traitées aprés 72h et une DLso= 70.1 g/I.

Finalement, I"extrait ayant entrainé le taux de mortalité le plus faible (18%) est le myrte, dont la

DLso marquée pour cette plante est égale a 105.5 g/l aprés 72h de traitement.

Les resultats de notre etude sur la toxicité de I'Eucalyptus sont en accord avec les
expérimentations d’El banna (2006) et Tennyson et son équipe (2012) sur [I'utilisation de
I"Eucalyptus sur les larves des moustiques Culex pipiens et Aedes aegypti respectivement.Un
effet toxique est observé sur les larves du 3™ et 4°™ stades larvaires. Les auteurs suggerent

qu’il y a présence des composants toxiques dans cette plante a I'égard des larves des moustiques.

Cette toxicité est également rapportée sur d autres diptéres. Citons par exemple Lutzomyia
longipalpis (Psychodidae) (Maciel, 2010), Musca domestica et Chrysomia megacephala
(mouches) (Sukontason et al., 2007). Par ailleurs, I'Eucalyptus est cité par Batish (2008) pour
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son activité insecticide sur Tribolium confusum (coléoptére). Le méme auteur a mentionné
’activité antimicrobienne que posséde Eucalyptus camaldulensis sur plusieurs bactéries comme

Penicillium digitatum, collelotrichum graminicola, Phoma sorghina.

L’espéce Nerium oleander qui a engendrée une mortalité de 72% au bout de 72h d’exposition sur
les larves de Culex pipiens est également citée dans plusieurs expérimentations comme étant un
bon larvicide. Citons I'exemple de Aouinty et al. (2006) ainsi que Alaoui (2009) et Raveen et al.
(2014) rapportent dans leurs essais une activité larvicide de cette plante sur les larves de stade 4

de Culex pipiens.

La troisieme plante classée en termes de toxicité est le tabac (Nicotiana tabacum) avec 38% de
mortalité. Cette plante a la particularité de dégager une odeur répulsive des moustiques qui
devient plus forte le soir. Parmi les auteurs qui ont utilisé le tabac pour son effet insecticide,
citonsOgbalu et al. (2014), qui ont évalué son activité insecticidea I'égard du troisieme stade
larvaire des mouches Musca domestica L. il en est de méme pour Boulogne (2011) qui a montré

le potentiel insecticide et antifongique du tabac.

La plante qui suit le tabac en termes de toxicité est la sauge (Salvia officinalis), I'extrait de cette
plante a engendré 28% de mortalité sur les larves de Culex pipiens. L huile de cette plante a été
isolée et élucidée par Abou-Elnaga (2014). La myristicine était le composé bioactif avec | effet
larvicide le plus élevé contre les larves de Culex pipiens et Aedes Aegypti, apres 24 h de
traitement. Ali et al. (2015) ont fait le méme travail sur Aedes aegypti et Anopheles

quadrimaculatus.

Une autre variété de sauge a savoir Salvia sclarea est aussi impliquée dans la toxicité sur les
larves du moustique Culex pipiens (Cetin et al.2006) en Turquie, I'extrait éthanolique de la

plante a réagis avec une dose létale égale a 62.7ppm apres 24h d exposition.

En dehors des moustiques, la sauge a été identifiée pour son effet toxique sur d autres insectes
citons comme exemple le ver du cotonnier (Spodoptera littoralis) (Souguir et al., 2013) et le
vecteur majeur de |I'agent pathogene responsable de la fievre de la cbte Est, Rhipicephalus
appendiculatus (Nyabayo et al., 2015).
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Concernant la marjolaine (Origanum majorana) a engendré un taux de mortalité égal a 24% des
larves traitées. Cette plante a fait 1'objet de plusieurs études, son huile essentielle est composée
principalement de monoterpene. Elle a été testée sur les larves de Culex pipiens au Maroc par El-
Akhal et al. (2014). Les auteurs ont observe une activité larvicide considérable en fonction de la

concentration, avec une LCso de I'ordre de 258.71mg/I.

Cetin et Yanikoglu (2006) ont étudié I"activité des huiles essentielles isolées de deux espéces
d'Origanum (Origanum onites L. et Origanum minutiflorum) sur les larves des 3°™ et 4°™ stades
du moustique Culex pipiens L. (Diptera : Culicidae). Les résultats obtenus par les auteurs
révelent des valeurs de 24,8 et 61,3 ppm, et 73,8 et 118,9 ppm pour les LCso et LCao

respectivement.

Cette plante a aussi montré une efficacité contre d autres especes différentes tel que le ver du
cotonnier (Spodoptera littoralis) (Souguir et al., 2013) et le crustaces Artemia salina (Djamae et
al., 2015).

En ce qui concerne le basilic qui a causé 20% de la mortalité des larves, nos résultats sont en
accord avec les travaux de Prajapati et Tripathi (2005) qui ont étudié I effet insecticide, larvicide
et ovoicide de I'huile essentielle de I"'Ocimum basilicum sur les espéces, Anopheles stephensi,
Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus. L huile essentielle du basilic a montré une activité
larvicide intéressante et un effet répulsif sur les adultes. Ntonifor et al. (2006) ont mené une
étude dans une localité rurale du Cameroun, pour documenter et évaluer I"efficacité de traitement
insecticide avec deux plantes dont Ocimum basilicum. La plante a donné des résultats positifs
comme insecticide, et était utilisée de maniére importante par les populations locales pour lutter
contre les piqures de moustiques. Les huiles essentielles obtenus par I'hydrodistilation des
feuilles de deux especes de basilic (Ocimum basilicum et Ocimum canum) ont été analysées et
leur efficacité sur les adultes d’Anopheles funestus du Cameroun est rapportée par Ntonga et al.
(2012).

Les tests biologiques effectués ont révelé que ces huiles possedent de remarquables propriétés
insecticides. Elles induisent 100% de mortalité des adultes d’Anopheles funestus a 200 ppm de

concentration pour Ocimum canum et 250 ppm de concentration pour Ocimum basilicum.
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Murugan et al. (2007) ont obtenu des résultats similaires dans leur étude sur I'effet larvicide et
répulsif d Ocimum basilicum sur le vecteur de la dengue, Aedes aegypti. Les mémes résultats ont
été obtenus au Breésil par Cavalcanti et al. (2004). D autres auteurs comme Muse (2002) ont
étudié I'effet de 16 plantes dont Ocimum gratissimum sur le développement larvaire du
moustique Aedes aegypti. Le pourcentage de larves vivantes aprés 5 jours d exposition s est

révelé significativement inférieur au pourcentage de larves vivantes du lot témoin.

Par ailleurs, I'effet de certaines plantes sur la mortalité larvaire, la biologie et les parametres
biochimiques d'Anopheles stephensis a été étudié par Vinayagam et al. (2008). Sur dix plantes,
une mortalité de 100% a été observée apres 24h de traitement chez quatre plantes dont I'Ocimum

sanctum.

Bekele et Hassanali (2001) ont également étudié I'effet du camphre, constituant majeur d une
variété de basilic (Ocimum kilimandsharicum) sur plusieurs espéces des coléoptéres. Leurs
résultats ont initié de nombreuses recherches sur I utilisation potentielle de produits dérivés du
basilic dans la lutte contre les insectes ravageurs de cultures dans de nombreux pays en
développement.

Quant a I'extrait du jasmin, nos résultats montrent une efficacité proche de celle du basilic avec
20% de mortalité. Une étude similaire réalisée par Raveen et al. (2015) impliquant les extraits
des fleurs de trois variétés du jasmin (Jasminum auriculatum, Jasminum grandiflorum et
Jasminum officinale) pour leur efficacité larvicide contre les larves du troisieme stade de Culex
quinquefasciatus a différentes concentrations. Parmi les extraits testées, on a constaté que celui
de Jasminum grandiflorum était efficace avec une mortalité de 100% a 500 mg / L et une valeur
de CLso de 212,10 mg / L aprés 48 h.

Nos résultats sont proches de ceux trouvés par Haji, (2013), qui a montré ’effet insecticide des
extraits des feuilles d’Fucalyptus camaldulensis (Myrtaceae), Nerium oleander (apocynaceae)
et Myrtus communis (Myrtaceae) sur le ravageur des fruits a noyau " Hyalopterus Pruni " avec

respectivement quatre concentrations (4, 6, 8 et 10%).

Les taux de mortalité obtenus varient de 92,6 a 40,4% respectivement chez I'extrait des feuilles

d'Eucalyptus camaldulensis et Nerium oleander apres 48h d’exposition a la dose de 10%.
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Par contre I’extrait de Myrtus communis atteint une mortalit¢ maximum de 11,1% apres 48h

pour la méme dose.

4.2.Etude histologique sur les larves de Culex pipiens exposées au extrait aqueux de

I"Eucalyptus globulus

L’étude histologique sur les larves du 4™ stade de Culex pipiens traitées avec 1’extrait aqueux
des feuilles de I’Eucalyptus globulus montre des modifications différentes et progressives des
tissus intestinaux des larves. C'est le mélange du contenu des cellules du tube digestif avec
I’hémolymphe qui serait responsable de la mortalité larvaire. Selon Raccaud (1980) les
changements observés dans les cellules des caeca gastriques et de I’intestin moyen, s’expliquent
par le fait que cette portion du tube digestif qui est la partie responsable de la digestion chez les
insectes est en contact directe avec les éléments toxiques entrainant alors la mort. En effet
selonWaterhouse et al. (1953) dans leur étude, des larves de moustiques affamées sont nourries
avec du fructose et du glucose; et apres quelques heures, un dép6t massif de glycogene apparait
a I’intérieur des cellules de la partie postérieur de I’intestin moyen, indiquant que c’est le site

majeur de 1I’absorption.

Les cellules des caeca gastriques hypertrophiées sont morphologiquement modifiées et
désorganisées apres 4h de contact.

Apres 6h, les cellules éclatent et les débris cytoplasmiques sont rejetés dans la lumiére des caeca
gastriques. Ces observations coincident avec celles de Seye (2006) qui a constaté dans une étude
faite sur des larves de Culex quiquefasciatus exposées a la poudre du neem (Azadirachta indica)
que ses coupes montrent une désorganisation des cellules intestinales. Le neem a été testé
également sur des larves d’Aedes aegypti, par Raymond (2007) qui a observé que les signes
d’intoxication apparaissent en premier lieu au niveau des caeca gastriques présentée par des

dommages morphologiques graves des cellules épithéliales de cette région.

Les modifications observées aprés 12h sont une lyse cellulaire progressive, avec un rejet des
débris cytoplasmiques dans la lumiére des caeca gastrique qui aboutit a la destruction complete

des cellules aprés 24h.

L’extrait aqueux des feuilles de I’Eucalyptus agis sur les larves de Culex pipiens de la méme

maniére que celui de Persea americana sur les larves d’Anopheles gambiae mais plus lentement.
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Selon Koua (1998), les cellules des larves d’Anopheles gambiae traitées avec 1’extrait de Persea
americana sont détruites aprés seulement 16h d’exposition. Par rapport aux larves témoin
traitées avec 1’eau, I’intestin moyen des larves traitées est la partie la plus affecté. En effet, cette
portion est la premiere a présenter de profondes modifications a la suite de I’intoxication des
larves avec ’extrait aqueux de [’Eucalyptus globulus. Ces modifications commencent a
apparaitre aprés 4h d’exposition, les cellules intestinales se révelent hypertrophiées d’une fagon
remarquable. Tout en se détachant les unes des autres. Aprés 6h de traitement, les cellules sont
bien séparées et prennent une forme allongé. On remarque également qu’elles sont détachées de

leur lame basale.

Aprés 12h d’exposition, une lyse cellulaire est observée avec un rejet des débris cytoplasmiques

dans la lumiére intestinale. Les cellules de cette région sont détruites totalement aprés 24h.

Ces constats sont également rapportés par Sahar (2010) qui a étudié les effets histopathologiques
de fenugrec (Trigonella foenumgraceum) sur les larves de Culex quinquefasciatus. Al Mehmadi
et Al Khalef (2010) ont déclaré que chaque région du mésenteron absorbe des substances de
nature diverse. Par exemple, les cellules de la partie antérieure de I’estomac chez les moustiques,
absorbent les graisses, alors que celles de la partie postérieure, absorbent majoritairement les

¢léments toxiques, ce qui laisse penser qu’elles sont les premiéres a étre endommageées.

Dans le méme contexte, les résultats rapportés par Zayed (2009), sur 1’effet des huiles de Citrus
limon et Alium sativum a I’égard des larves de Culex pipiens, révélent qu’il a des dommages
clairs dans les cellules épithéliales de ’intestin moyen. Les tissus de I’intestin, les muscles et la
cuticule sont les plus gravement endommagés par le traitement, ainsi que la séparation des

cellules de I’intestin moyen de leur membrane basale.

Notre étude se rapproche de celle réalisée par Al Mehmadi et Al Khalef (2010). Ces auteurs ont
évalué I’effet histopathologique de I’extrait de Melia Azederach a I’égard des larves de Culex

quinquefasciatus.

Aussi, leurs résultats révelent que comme 1’extrait de 1’eucalyptus, Melia azederach agit sur les
larves de Culex par la destruction progressive des cellules mésentériques, causant le passage du

contenu cytoplasmique dans la lumiére de I’intestin moyen, et donc la mort des larves, mais plus
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lentement car les cellules des larves de Culex quinquefasciatus traitées par 1’extrait de Melia

azederach se dégénérent apres une durée de 48h.

Nos resultats présentent des similitudes également avec ceux de Karch et Coz (1983) lors de leur
recherche sur le mode d’action de la bactérie Bacillus sphaericus vis-a-vis le tube digestif des
larves de Culex pipiens. Selon ces auteurs les premiéres modifications sont observées au niveau
de I’intestin moyen. De méme, Zayed et al (2009), concluent lors de 1’étude histologique suite a
I’action de Bacillus thuringiensis sur les larves de Culex pipiens, que les premiéres modifications
du mésenteron, concernent tout d’abord les caeca gastriques et I’estomac postérieure.ce que
Charle et De Barjac (1981) ont confirmé dans leur étude sur Les modifications
histopathologiques de l'intestin moyen d'Ae. aegypti aprés ingestion des cristaux de B.

thuringiensis var. israelensis

D aprés les traveaux de Lecadet (1965) sur les lépidopteres, il semble que le mecanisme
d’intoxication est semblable a celui des diptéres. Cet auteur a observé que les premiéres cellules

cibles de la a-endotoxine paraissent étre celles du mésenteron.
4.3. Biometrie des adultes males et femelles

Dans le but de démontrer I’influence des extraits aqueux des plantes sur le développement
morphologique des moustiques Culex pipiens, une étude biométrique a été réalisée sur plusieurs
criteres morphologiques des adultes. Cette étude biométrique a été réalisée sur des adultes issus
des larves traitées avec les extraits des plantes par rapport aux adultes témoins.

Les résultats des mensurations des groupes de femelles et males exposés aux insecticides sont
comparés aux mensurations des groupes témoins et reflétent une variabilité faible entre les tailles
des différents critéres sélectionnés chez les individus (méles et femelles) traités par rapport aux

individus témoins.

D aprés I'analyse de la variance MANOVA [ extrait aqueux de I"Eucalyptus globulus n'a pas un
effet sur le développement des moustiques. Cela est montré par la valeur de p calculée (0.052 et

0.994) pour les deux sexes males et femelles respectivement.

Certaines substances peuvent avoir un impact sur la morphologie des insectes. Ainsi, Haq et
al(2012) rapportent dans leur travaux, l’influence du plamb sur la morphologie de Musca

domestica.
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Les résultats obtenus par ces auteurs révélent qu’en plus des anomalies et des malformations des
larves, des changements morphologiques chez les adultes sont observés tels que des ailes
allongées et déformées et des pattes allongées et pliées. D'autres anomalies structurelles des

larves et des nymphes ont également été observées.

Dans le but d évaluer I'effet morphométrique des plantes sur les moustiques, Bouderhem (2014)
a réalisé des mensurations sur des larves de Culex pipiens et Culiseta traitées avec I'huile
essentiel du Laurus nobilis. les résultats montrent que le traitement par la Laurus nobilis (DLso)
des stades larvairesde Culex pipiens et Culiseta longiareolata, cause une réduction de divers
paramétres biométriques comme; le poids et la largeur du thorax des larves 4°™ stade par rapport
aux témoins. Selon, ces resultats les huiles essentielles auraient un impact plus fort que les

extraits aqueux que nous avons utilisé.

Une étude réalisée par Bouziane (2012) sur la toxicité des extraits foliaires de deux plantes du
Sahara septentrional est Algérien, a savoir Euphorbia guyoniana Boiss. & Reut. (Euphorbiaceae)
et de Peganum harmala L. (Zygophyllaceae) ainsi que 1’effet de ces extraits sur la croissance des
larves Ls et adultes de Schistocerca gregaria est rapportée. ils ressort un retard de croissance et
une absence totale de mue chez les larves nourries aux feuilles traitées a 1’extrait foliaire d'E.
guyoniana se remarquent. Des difficultés au cours de la mue sont constatées chez les traités par
les extraits foliaires de P. harmala. Par ailleurs, le meme auteur a examiné ’effet des extraits
veégétaux sur le développement ovarien. Il constate que chez les femelles des lots traités, la taille
moyenne des ovarioles est significativement plus faible que celles enregistrées chez les femelles

des lots témoins.

Dans le meme concept, Hmaidia (2014) a réalisé des tests dans le but de déterminer I’effet du
kinopréne sur des parametres métriques des gonades des adultes (male et femelle) afin

d’apprécier ces effets sur la reproduction

Le kinopréne n’avait aucun effet sur la longueur des testicules des maéles, issus des larves

traitées, nouvellement émergés et agés de 2 jours (p > 0,05).

Concernant la largeur des testicules, les résultats obtenus montrent que le kinoprene a causé une
diminution significative de ce paramétre dans les méales agés de 4 jours (CLso : p = 0,013) par

rapport aux témoins.
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Le kinopréne a diminue significativement la longueur des ovaires des femelles dans tous les ages

considérés avec la CLgo uniquement (0j: p = 0,023 ; 2j: p = 0,034 et 4j: p = 0,042).

Concernant la largeur des ovaires, le traitement n’a pas affecté ce parametre qu’apres application
de la plus forte dose, et cela chez les femelles agées de 2°™ (p = 0,041) et le 4°™ jour (p =
0,036).

Il existe d autres études qui utilisent la biométrie pour traiter la taxonomie, citons celle faite par
Suzzoni et Lauga (1999) qui ont montré une corrélation positive entre la longueur des ailes et la
taille du corps chez les moustiques. Il concluent que I’on peut prendre la longueur de 1’aile
comme mesure de 1972, Makyiala grandeur totale du corps de I’adulte. Van Thiel (1927)
confirme ces résultats et déclare que la taille du moustique peut étre jugée d’apreés celle de ’aile.

En a effectué une biométrie des organes sexuels du méale et les ommatidies de la femelle dans le
but de faire la différentiation des espéces jumelles du complexe pipiens.

Une étude similaire réalisée par Tine-Djebbar (2011), vise a déterminer deux aspects différents
de certaines espéces de moustiques, inventoriées dans la région de Tébessa, d'importance
médicale ou vétérinaire L’aspect morphométrique a pu mettre en €vidence une augmentation
significative du volume corporel et une diminution du poids corporel des individus au cours des

stades testés.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les arthropodes d’importance médicale ont toujours éveillé I'intérét des entomologistes et des
médecinsa orientation naturaliste. Ces arthropodes sont nombreux et variésgrace a des conditions

tres favorables a leur développement, notamment la température élevée et la forte humidité.

Quelques arthropodes sont connus pour leur action nocive. Les plus dangereux sont les vecteurs,
se sont le plus souvent des insectes piqueurs qui inoculent directement I"agent pathogene dans le

sang.

En Algérie, les culicidés constituent les insectes piqueurs les plus nuisibles aux populations.
Certaines espéces peuvent transmettre des agents pathogénes respensable de maladies
infectieuses. L élimination de ces maladies repose en grande partie sur la lutte contre le vecteur.
Les moyens envisagés et adoptés se sont appuyés dans les premiers temps sur 1’utilisation des
produits chimiques. Cependant, en raison des problemes liés a 1’utilisation de ces produits et leur
impact nocif sur I’environnement,il s’avérenécessaire d’avoir recours a des alternatives
naturelles ayants le méme role et présentant des avantages écologiques et économiques. Il s’agit
notamment celle relative a 1’utilisation des extraits de plantes. Ce qui est la préoccupation
premiére de notre étude, dans laquelle, nous avons choisis les extraits méthanoliques de neuf

plantes pour évaluer leur activité larvicide sur les larves du moustique Culex pipiens.

Les résultats obtenus révelent un effet variable des plantes sur les larves,ce qui est traduit par les
taux de mortalité variant de trés faibles a trés élevés. Les résultats indigquent également que
I’évolution de la mortalité des larves dépendde la concentration des extraits d’une part et de la

durée d’exposition d’autre part.

Il ressort de cette étude que I'Eucalyptus globulus est la plante la plus efficace avec un taux de
mortalité de 82% des larves. Au vu de cette efficacité, nous avons procédé a une étude
histologique sur des larves de Culex pipiens soumises a la DLso de I"extrait de cette plante et ce
dans le but de determiner I’action des plantes aux niveaux intestinal des larves. L’étude revéle
que les cellules de I’intestin moyen ont subi les modifications les plus significatives, indiquant
ainsi que la pathologie évolue par étapes jusqu’a 1’éclosion et la degénérescence totale des

cellules.
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Ces résultats permettent de deduire que 1’extrait agitcomme un poison qui agit par ingestion sur

le systeme digestif des larves du moustique.

D’apres notre étude morphométrique, nous avons remarque des différences entre les criteresdes
adultes issus des larves traitées, par rapport a ceux des larves témoins (males et femelles). Nous
avons pu émettrel hypothese que 1’action de cet extrait pourrait s’exercer au niveau hormonal qui

contrdle le développement de I’insecte.

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour I'application des extraits aqueux des
poudres végétales dans la production des biocides. D autres études doivent étre envisagees afin
de préciser la nature des composés responsables de I'effet toxique. Un essai « terrain » semble

nécessaire pour étudier cette méme efficacité dans des conditions naturelles.
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Résumé

Des larves du 3°™ et 4°™ stade larvaire du moustique Culex pipiens L. Ont été exposées aux
extraits aqueux de huit plantes a différentes doses, dans les conditions de laboratoire, afin
d évaluer leur effet larvicide. Les résultats montrent une sensibilité variable des larves, qui est
encore plus élevée avec l'augmentation de la concentration de I'extrait. Par ailleurs, la toxicité est

bien marquée lorsque la durée d'exposition des larves est plus longue.

Dans I'ensemble des tests par contacte I'eucalyptus et le laurier semblent étre les plus efficaces

dans la lutte contre ce moustique.

Au niveau intestinal nous avons mis en évidence les modes d’actions histologiques des éléments
toxiques des extraits sur ’intestin moyen des larves traitées. En effet, les observations faites au
microscope sur des larves traitées a intervalle de temps (2 h, 6 h, 12 h, 24 h et 48 h) révélent des
modifications profondes au cours du temps tel, qu’aprés 24 h les cellules éclatent et le contenu

cytoplasmique passe dans la lumiére intestinale, entrainant la mort.

Différents parametres morphométrique ont été considérés, a savoir : la longueur et la largeur des
ailes, la longueur et la largeur de I'abdomen, la longueur des antennes, du fémur, du tibia et des 5
tarses des adultes de Culex pipiens, traitées avec les extraits de plantes. L’analyse des données
montre que les extraits aqueux de plantes provoquent des différences faibles par rapport aux

parametres des témoins.
Mots clés

Culex pipiens, extraits méthanoliques, effet larvicide, DLso, histologie, tube digestif,

morphométrie.
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Summary

Third and fourth instar larvaes of Culex pipiens L. mosquitos have been exposed, in laboratory
conditions, to aqueous extracts from eight plants in different concentrations in order to evaluate
their larvicidal effect.

The results indicate variable sensibility levels of larvaes, which are relatively higher when
extract concentration is raised. However, the toxicity is well observed when the larvaes are
exposed for extended periods of time. Of all the extracts tested, Eucalyptus and Oleander seem to
be more efficient in the fight against these mosquitos.

As for intestinal study, we have determined the several histological modes of action of toxic
elements of extracts on the intestinal tissue of the treated larvaes.

Effectively, the microscopique observations on the treated larvaes on time intervals of 2h, 6h,
12h, 24h, reveal radical modifications as time goes. Such as, after 24h the cells explode and the
cytoplasmic content passes through the intestinal lumen, which lead to death.

Different morphometric parameters have been considered, such as: length and width of wings,
length and width of the abdomen, length of antennas, femur, tibia and the 5 tarses of adult Culex
pipiens that were treated with plant extracts.

Data analysis shows that aqueous extracts of plants induce some differences in comparison to the

control’s parameters.

Key words: Culex pipiens, méthanolic extracts, larvicidal effect, DLso, histology, midgut.
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ANNEXES

1. Toxicité des extraits des plantes sur les larves de culex pipiens apres 24h, 48h et 72h

d’exposition
Plantes testées Temps (Concentrations)
d’exposition | 0.5g/1 2g/1 5g/1 % 8g/l
Mortalité
Eucalyptus globulus | 24h 0% 4% 8% 16%
48h 8% 20% 24% 32%
79h 28% 44% 48% 82%
Myrtus communis 24h 1% 2% 6 % 13%
48h 3% 6% 7% 9%
791 5% 6% 12% 18%
Nerium oleander 24h 4% 5% 9% 12%
48h 9% 16% 23% 35%
79h 34% 39% 48% 72%
Ocimum basilicum 24h 0% 0% 4% 8%
48h 4% 4% 8% 12%
72h 4% 8% 16% 20%
Jasminum 24h 4% 4% 8% 12%
polyanthum 48h 6% 9% 12% 16%
79h 8% 9% 12% 20%
Origanum majorana | 24h 0% 3% 6% 12%
48h 2% 6% 10% 16%
79h 5% 8% 13% 24%
Nicotiana tabacum 24h 0% 5% 14% 27%
48h 5% 10% 17% 30%
79h 13% 19% 26% 38%
Salvia officinalis 24h 1% 5% 9% 15%
48h 4% 8% 14% 20%
10% 14% 22% 28%

72h




2. Etude des paramétres toxicologiques des extraits des plantes pendant 24h, 48h et

72h d’exposition

Plantes Temps DLso 95% limite DLos R? Equation de
d“exposition | (g/l) fiduciale (mg/l) | (g/l) regression
Lower Upper
Eucalyptus | 24h 27.6g/1 | 0.567 1.414 |52.1g/l |0.981 | Y=2.03x-0.88
globulus 48h 13.45g/1 | -0.030 1.924 | 27.69¢g/l | 0.897 | Y=2.84x+9.06
72h 3.57g/1 |0 1.900 | 10.39g/l | 0.902 | Y=6.48+25.36
Myrtus 24h 67.2g/1 |0.37 1.58 | 21.12¢g/l | 0.960 | Y=1.6x-0.71
communis | 48h 609.7gl | -0.03 1.92 | 38.33¢g/l | 0.897 | Y=0.71x+3.49
72h 105g/1 | 0.62 1.36 | 18g/I 0.985 | Y=1.79x+3.28
Nerium 24h 364.1g/l | 0.37 1.58 |83.85g/1 | 0.960 | Y=1.6x-0.71
oleander 48h 264.8g/l | -0.03 1.92 | 26.83g/l | 0.897 | Y=0.71x+3.28
72h 18.4g/l | 0.62 1.36 | 20.7g/l |0.985 | Y=1.79x+3.28
Ocimum 24h 28.4g/l |0.39 156 |42.31g/l1 | 0.963 | Y=1.12x-1.37
basilicum | 48h 233.1g/1 | 0.4 156 |28.66g/l | 0.960 |Y=1.12x+2.62
72h 949/l 0.51 1.45 15.18¢/l | 0.976 | Y=2.16x+3.59
Jasminum | 24h 16.97g/l | 0.39 1.56 27.17g/l | 0.963 | Y=1.12x+2.62
polyanthum | 48h 18.6g/1 | 0.66 1.32 30.06g/l | 0.988 | Y=1.27x+5.8
72h 16.07g/l | 0.11 1.8 26.78g/l | 0.922 | Y=1.57x+6.16
Origanum | 24h 84.8g/l | 0.56 1.41 | 62.93g/l | 0.980 | Y=1.52x-0.66
majorana 48h 679/l 0.66 1.31 52.48¢g/l | 0.989 | Y=1.78x+1.58
72h 74.89/ | 0.4 156 | 37.41g/l | 0.964 | Y=2.46x+2.95
Nicotiana | 24h 16.2g/l | 0.65 1.33 26.07g/l | 0.988 | Y=3.2x+11.56
tabacum 48h 38.4¢g/l | 0.58 15 28.49g/l | 0.982 | Y=3.23x+2.97
72h 289/l 0.65 1.33 269/1 0.988 | Y=3.2x+11.56
Salvia 24h 39.69/l | 0.66 1.31 53.04g/l | 0.989 | Y=1.78x+0.58
officinalis | 48h 139.1g/1 | 0.83 1.15 43.64¢g/l | 0.997 | Y=2.1x+3.35
72h 70.1g/l | 0.78 1.21 35.63g/l | 0.995 | Y=2.41x+9.12




3. Analyse biométrique des différents critéres adultes males et femelles témoins et

traites avec les extraits de plantes

long | larg |long |larg |long |long |long | T1 T2 T3 T4 TS5

aille | aille |abd |abd |ant |femur | tibia
MT1 75 |2 5 2.5 4.2 3.7 3.5 3.4 1.7 11 0.7 0.5
MT?2 9 1.5 6 5.5 2.5 4.6 5) 3.2 2.7 2 1.2 0.7
MT3 73 |15 6.5 1 3.2 3.5 3.8 3 15 0.9 0.5 0.4
MT4 6.5 |18 6.2 0.8 3.5 4 4.5 4.5 2.5 1.8 1 0.6
MT5 8 1 1.7 1 3.5 4.8 5 4.9 2.6 1.9 1.2 0.6
MT6 85 |17 7.3 1.1 4 4.5 5 3.6 15 1 0.4 0.7
MT7 75 |2 7.5 2.1 3.6 4.3 4.5 3.5 1.3 0.9 0.5 0.6
MTS8 8.2 |17 7.5 2.5 4 4.3 4.4 2.7 11 0.7 0.3 0.6
MT9 75 |16 7 1 3.6 4.5 4.7 3.7 15 0.9 0.4 0.5
FT1 7 0.9 5.5 2.1 4 3.7 2.9 4.5 2.4 2 1.3 0.5
FT2 6.3 |1 6.5 1.5 3 4 4.2 3 1.3 0.7 0.5 0.4
FT3 81 |16 5.9 1.2 4.3 3.2 4.4 2.7 1 0.8 0.4 0.5
FT4 74 |18 7 2.4 3.3 4.2 4.5 3.5 1.4 0.9 0.5 0.4
FT5 85 |2 6.1 0.9 4.5 4 4.5 2.6 1 0.8 0.5 0.4
FT6 95 |2 7 2 5.5 5 5 3.5 1.4 0.8 0.5 0.6
FT7 6.7 |15 9 2 3.5 4.3 4.3 2.6 1 0.6 0.3 0.7
FT8 85 |23 6.7 0.8 5 4.5 5 3 1.3 0.9 0.5 0.6
FT9 712 |2 9 2.2 4 3 4.4 4.3 2.6 2 1 0.7
MNT1 |7.2 |17 8.5 1.8 3.5 4 4 2.5 1 0.6 0.3 0.5
MNT2 |95 |27 8.5 3.1 2 6 6.1 4.2 2 1.1 0.7 0.5
MNT3 |85 |16 8 3 3 5 5 4 1.7 1.1 0.5 0.5
MNT4 |75 |17 6 2.4 2 4 4.9 3.6 1.4 0.9 0.4 0.3
MNT5 |7 1.5 8 1.2 2.8 4 5 3 1 1.2 0.5 0.3
MNT6 |8 2 8.5 1.5 3.5 5 5.5 3.5 1.2 0.9 0.3 0.5
FNT1 7 0.9 5.5 2.1 4 3.7 2.9 4.5 2.4 2 1.3 0.5
FNT2 6.3 |1 6.2 1.5 3 4 4.2 3 1.3 0.7 0.5 0.4




FNT3 81 |16 5.9 1.2 |43 3.2 4.4 2.7 1 0.8 0.4 0.5
FNT4 74 |1 7 24 133 |42 4.5 3.5 1.4 0.9 0.5 0.4
FNTS 85 |2 6.1 09 (45 |4 4.5 2.6 1 0.8 0.5 0.4
FNT6 95 |2 7 2 55 |5 5 3.5 1.4 0.8 0.5 0.6
FNT/ 6.7 |15 9 2 35 |43 4.3 2.6 1 0.6 0.3 0.7
FNT8 85 |23 6.7 0.8 5 4.5 5 3 1.3 0.9 0.5 0.6
FNT9 72 |2 9 22 |4 3 4.4 4.3 2.6 2 1 0.7




Journal of Entomology and Zoology Studies 2017; 5(3): 759-765

-
=
v
[

Journal of Entomology and Zoalogy Studies

and

Zoology Stucias

Available online at www.entomoljournal.com

E-ISSN: 2320-7078
P-ISSN: 2349-6800

JEZS 2017; 5(3): 759-765
© 2017 JEZS

Received: 17-03-2017
Accepted: 18-04-2017

Zerroug Sarra

Biosystematics and Arthropods
Ecology Laboratory, Faculty of
Natural Sciences and Life -
Department of Animal Biology -
Mentouri Brothers University
Constantine. Algeria

Aouati Amel

(A). Biosystematics and
Arthropods Ecology Laboratory,
Faculty of Natural Sciences and
Life - Department of Animal
Biology - Mentouri Brothers
University Constantine. Algeria
(B). Faculty of medicine-
University Constantine 3.
Algeria

Berchi Selima

(A). Biosystematics and
Arthropods Ecology Laboratory,
Faculty of Natural Sciences and
Life - Department of Animal
Biology - Mentouri Brothers
University Constantine. Algeria
(B). Higher National School of
Biotechnology, Constantine.
Algeria

Correspondence

Zerroug Sarra

Biosystematics and Arthropods
Ecology Laboratory, Faculty of
Natural Sciences and Life -
Department of Animal Biology -
Mentouri Brothers University
Constantine. Algeria

Histopathology of Culex pipiens (Linée, 1753)
(Diptera, Culicidae) larvae exposed to the aqueous
extract of Eucalyptus globulus I"'Hér, 1789
(Myrtaceae)

Zerroug Sarra, Aouati Amel and Berchi Selima

Abstract

Eucalyptus globulus was tested for its larvicidal activity against the mosquito larvae Culex pipiens. The
application of the aqueous extract at (0.5 g/ 1,2 g /1,5 g/ 1and 8 g/ 1) concentrations caused the
remarkable mortality of 83% for the larvae that were treated at 8 g / 1 dosage and observed after 72 hours
of contact. After calculating the LDso (27.6 g / 1 after 24hours, 13.45 g /1 after 48 hours and 3.57 g/ |
after 72 hours of exposure).

Larvae of Culex pipiens treated with the aqueous extract of Eucalyptus globulus suffer important
damages of midgut that occur over time.

After 24 hours, the cells burst and the cytoplasmic contents move to the intestinal lumen, leading to
death.

Keywords: Culex pipiens, Eucalyptus globulus, LDso, Larvicidal effects, histology, digestive tract

1. Introduction

The Culicidae, commonly known as mosquitoes, have more than 3200 species today as well as
forty genera spread out almost everywhere in the world ['. Mosquitoes of the genus Culex are
the most common, with 800 species. They develop in every continent except Antarctical?! The
Culicidae insects are probably the best known and most feared because of the parasites they
can inoculate during their blood meal, as well as the inconvenience and nuisance caused by
their presence. F!

In Constantine, northeast Algeria, the species Culex pipiens is considered the main source of
nuisance in urban areas [

Culex pipiens has the ability to adapt to all habitats and biotopes [ 7! which gives it the role of
a vector for several pathogens that cause life-threatening infectious diseases & % 191

This species is one of the main vectors of encephalitis in St. Louis; it was also considered the
main vector of the West Nile virus in Romania [''l, In Algeria, the West Nile virus has caused
a major epidemic in the Timimoune region in 1994, isolated cases of encephalitis in humans
with fatal cases were reported by [,

For several years, the control methods used sporadically in Algeria consist of spraying
chemicals Bl. However, the widespread use of these products was soon to know several
difficulties such as the resistance phenomena, the ecosystems imbalance, the lack of specificity
and the persistence effect for non-biodegradable insecticides, which are the most frequent.
To avoid these problems, research is oriented towards the discovery of new components !
The aqueous extracts, the powders and the essential oils of plants contain molecules that have
insecticidal properties. According to 4], the insecticide that was known for centuries is
pyrethrum, a powder obtained from Chrysanthemum roseum and Chrysanthemum cinerariae-
folium.

Many studies have been carried out based on plant extracts. That is the case particularly for
151" who demonstrated the larvicidal activity of the aqueous extract of Persea americana 's
leaves on Anopheles gambiae's larvae. On the other hand, a study was conducted by ['% and his
colleagues, who used the essential oil of the Laurel leaves Laurus nobilis against female adults
of Culex pipiens, which showed excellent results. In 2009, U7 tested aqueous extracts of
several medicinal plants, sage (Salvia officinalis), marjoram (Origanum majorana) and
rosemary (Rosmarinus officinalis) on Culex pipiens, the mortality rate was very interesting.

~ 759~
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Furthermore, studies by ['¥! have shown that Thymus vulgaris
also has an insecticidal activity against Anopheles and Aedes
due to the terpenes molecules.

Other plants are promising larvicides, in the fight against
mosquitoes, such as Cypress (Tetraclinis articulata) Common
Ricin (Ricinus communis), Oleander (Nerium oleander) and
fenugreek (Trigonella foenum) which have been tested on
Culex pipiens larvae by ['°1. The results found by 2% confirm
the larvicidal activity of the essential oils of Citrus aurantium,
Citrus sinensis and Pistacia lentiscus which have been tested
on Culex pipiens larvae. These results were confirmed in the
same year in Morocco by ! which found that Citrus
aurantium has an interesting larvicidal activity against Culex
pipiens compared to the essential oil of Citrus sinensis.

The myrtle family has 100 genera with about 3,000 species
(221 Eucalyptus is one of the most cultivated genera in the
world; the species Eucalyptus globulus was introduced
successfully in Algeria 1. This tree is known for its
anesthetic, antiseptic, inhaling fumigation, insects repellent,
deworming and other therapeutic effects. Biological
properties have already been assigned to the genus
Eucalyptus, including larvicide and repellent activity against
Culicidae mosquitoes, Insecticide effect on ground beetles
and repellent action against Phlebotomus papatasi 221,

In the present work, we studied the larvicide power of
Eucalyptus globulus. Therefore, after completing the bio tests
to evaluate the larvicidal effect of this plant's aqueous extract
on Culex pipiens' larvae (L3 and L), that were reared in the
Biosystematics and Arthropods ecology laboratory, we
performed a histopathologic study on the midgut in order to
specify the stages of intoxication in the larvae's mesenteric
cells induced by this extract.

2. Materials and methods

2.1 Study period and area

This study was conducted in the summer season, from May
2015 to July 2015. It was carried between the laboratory of
Biosystematics and Ecology of Arthropods, and the CHU
Constantine hospital located in Constantine in the north east
of Algeria (36°20'16.20"N; 6°37'33.32"E) at the altitude of
571 m.

2.2 Mosquitoes Breeding

The Culex pipiens Larvae used for breeding were collected in
untreated sites located in the Constantine 1 University
Campus. The collected larvae were transported to the
laboratory for sorting according to the stages of development;
their food is composed of a mixture of biscuits and yeast
(75% and 25%). After transformation into pupae, they are
placed in wooden cages covered in tulle where a blood meal
is provided for the females. Nest boxes are introduced inside
the cages for egg incubation, taking care to change the water
every three days.

2.3 Preparation of the aqueous extract

Eucalyptus globulus is a species that belongs to the Myrtaceae
family. This tree originated in Australia and is characterized
by its blue-gray leaves in the juvenile stage, which join at the
base forming a circular disc around the branch. The mature
tree leaves are alternate, narrow, scythe-shaped and a shiny
dark green. They grow on cylindrical rods and are 15 to 35
cm long. The buds are top-shaped, ribbed and covered with a
flattened operculum bearing a central button. The cream
colored flowers are solitary, in the axils of the leaves, and
produce abundant nectar that bees transform into a deep

flavored honey. The ligneous fruits are 1.5 to 2.5 cm in
diameter and have a very hard capsule. Many small seeds
escape through valves that open up on top of the fruit.

The Eucalyptus leaves are harvested, washed, dried in the
open air, placed in an oven for 3 days and then ground.

An amount of 100 g of the obtained powder is extracted using
a Soxhlet extractor with methanol as the extraction solution.
The resulting extraction solution goes through the Rotavapor
to obtain the dry active material, from which 4 concentrations
are prepared (0.5g/1,2¢g/1,5g/1,8g/1).

2.4 Realization of the biological tests

The methodology and formulas used are inspired from
standardized methods by the World Health Organization
(WHO). The tests were done on the3™ and 4" stages larvae,
and for this, they were separated beforehand from the others,
in a tank containing distilled water.

For each concentration, we used 4 cups (250ml), containing
99ml of spring water and 1ml of the prepared concentrations,
in which 25 larvae were introduced. For each concentration, a
series of 4 control cups was prepared. The mortality rate of
Culex pipiens larvae in the cups was determined after 24, 48,
and 72 hours.

2.5 Histological study

The methods followed in the histological study were inspired
by those of ['*l. The histological study was conducted on 4"
stage Culex pipiens larvae, brought into contact with the
aqueous extract of Eucalyptus globulus at a 27g / 1
concentration (LDsp). They were then systematically sampled
after the given time intervals: 2, 4, 6, 12 and 24 hours, to be
immediately fixed in alcoholic Bouin solution. Control larvae,
placed in distilled water, were sampled at the same time
intervals and were also fixed.

Before initiating the histological technique steps, the heads
and respiratory siphons were cut with a scalpel blade. The
parts were then placed in little boxes which were then passed
successively through seven ethanol baths of 70° to 100°, in
order to dehydrate them, or in other words remove the intra-
and extracellular water. They were then immersed in three
xylene containers in order to remove traces of ethanol and
lighten the parts. Once dehydrated, the parts were inclosed in
paraffin. And that is to achieve permeation into the studied
tissue, as complete as possible, of the paraffin that is
considered a homogeneous substance, solidifying and
chemically neutral. The impregnation of paraffin takes place
in an oven at a temperature of 58 to 60°C.

The blocks were then prepared and then cut using a
microtome in 5p thickness. The obtained sections were
stained, fixed between slide and cover slip and observed
under an optical microscope to determine the various
anomalies that may have appeared in the mesentery of the
processed Culex pipiens larvae.

3. Results

3.1 Study of the toxicity of the Eucalyptus globulus
aqueous extracts on the Culex pipiens larvae

The mortality of Culex pipiens larvae exposed to different
doses of Eucalyptus globulus, varied with the exposure time
(Table 1). After 24 hours of contact with the extract, 16% of
larval mortalities were obtained for the highest concentration
(8g / 1) compared to 1% dead larvae for 0.5g / 1. After 48
hours of exposure, the concentration 8g / 1 gave 32% of larval
mortalities. The highest mortalities rates (83%) were observed
after 72 hours of exposure at a dose of 8 g /1.
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Table 1: Toxic effect of Eucalyptus globulus on Culex pipiens

Concentrations
Exposure time 059/l | 2g/l | 5g/1 [ 8g/l
Mortality rate (%6)
24h 1% 2% 6% 16%
48h 5% 19% 23% 32%
72h 28% 46% 51% 83%
Larvicidal effect of Eucalyptus globulus on
. Culex pipiens
(]
A y = 0,066x+ 0,264
i ®! ok R2=0,918
1% @ agnY=0031x+0,074
g O ‘ RZ = 0,883
= ing A = A 72h ¥Y=0,019x-0,014
— o R2=0,922
5 30% ‘/ —u _
Z % - / —— Linear (24h)
10% . .
Linear (48h)
0% - 1
-10% 0 2 4 6 8 10 Linear (72h)
Concentration (g/L)

Fig 1: Laboratory evaluation of the larvicidal activity of Eucalyptus globulus aqueous extract on Culex pipiens larvae.

The mortality rate of Culex pipiens larvae treated with
Eucalyptus globulus extract is shown in Table 2 with the
lethal doses LDsy and LDys, which were 27.6g /1 and 52.1g /1
respectively after 24 hours of exposure. After 48 hours, the

lethal dose LDsg is 13.45g / 1 and the LDys equals 27.69g / 1,
after 72 hours the lethal doses LDsy and LDos are lower with
respectively 3.57g /1 and 10.39g /1.

Table 2: Toxic effect of Eucalyptus globulus on Culex pipiens

Exposure time | Regression line LDso LDgs Slope R? F(3,12) P
24h Y =0.485x-0.382 | 27.6g/1 | 52.1g/1 | 0.485 | 0.882 | 16.71 | 0.00013
48h Y=0.793X+1.861 | 13.45g/1 | 27.69g /1 | 0.793 | 0.883 | 4591 7.5807
72h Y=4.25X+2.375 | 3.57g/1 | 10.39g/1 | 4.25 | 0918 | 149.9 8.95-10

3.2 Histological examination of a control larva (untreated)
The histology of a control larvae’s gastric caeca showed the
gastric caeca’s cells which have variable shapes and a brush
border (Fig. 2). The midgut of untreated 4th stage larvae
consists of epithelial tissues with a nucleus in the central
position (Fig. 3).

Fig 2: Longitudinal section of the gastric caeca cells of a control
Culex pipiens larva. Abbreviations: Bb: Brush borders. Lu: Gastric
caeca lumen. Cc: Gastric caeca cells. N: Nucleus.

£

Fig 3: Longitudinal section of control Culex pipiens larvae midgut
cells. Abbreviations: Li: Intestinal Lumen. N: Nucleus

3.3 Histological examination of the larvae treated with
Eucalyptus globulus aqueous extract

3.3.1 Gastric caeca

After 2 h exposure of the Culex pipiens larvae to the LDso
dose of Eucalyptus globulus aqueous extract, the cells of the
gastric caeca suffered a slight cell hypertrophy (Fig. 4). The
cells of this area were morphologically altered and completely
disorganized after 4 hours of contact (Fig. 5). After 6 hours of
treatment, gastric caeca cells burst, and discharges of
cytoplasmic debris in the gastric caeca lumen were observed
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(Fig. 6). Cells started to degenerate after 12h of exposure to
the aqueous extract (Fig. 7) until their almost complete
destruction after 24 h (Fig. 8).

3.3.2 The larval midgut

The first changes were observed after 4 hours of exposure to
the Eucalyptus aqueous extract. There was a hypertrophy of
intestinal cells which began to pull away from each other
(Fig.9). This is explained by the fact that the intercellular
connections 'junctions' were broken.

After 6 hours of treatment; the cells were separated, and took
an elongated shape. We also observed that they were detached
from their basal lamina (Fig. 10). Figure 11 shows the state of
the larval intestinal cells after 12 hours of exposure. Cell lysis
was observed with a cytoplasmic debris discharge in the
intestinal lumen. After 24 hours all the cells of the area were
destroyed (Fig. 12).

Fig 7: Longitudinal section of the gastric caeca cells after 12h of
exposure. Abbreviations: Lc: cell lysis.

Fig 8: Longitudinal section of the gastric caeca cells after 24h of
exposure. Abbreviations: Lu: Gastric caeca lumen; Cd: destroyed

Fig 4: Longitudinal section of the gastric caeca cells after 2h of 1
cells.

exposure Abbreviations: Ch: Hypertrophied Cells; Lu: Gastric caeca
lumen. N: Nucleus.

Fig 9: Longitudinal section of Culex pipiens’ larvae midgut cells
Fig 5: Longitudinal section of the gastric caeca cells after 4 h of after 4h of exposure. Abbreviations: Ch: Hypertrophied Cells; Cs:
exposure. Abbreviations: Cm: malformed cells; Lu: Gastric cacca separated cells; N: Nucleus.
lumen; N: Nucleus.

Fig 6: Longitudinal section of the gastric caeca cells after 6h of Fig 10: Longitudinal sectioq Of Culex pipiens’ larvae midgut cells
exposure. Abbreviations: Lu: Gastric caeca lumen; Ce: Broken cells; after 6h of exposure. Abbreviations: Cas: elongated separated cells;
N: Nucleus. Lu: Intestinal Lumen; Cdl: Detached cells from the basal lamina.
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Fig 11: Longitudinal section of Culex pipiens’ larvae midgut cells
after 12h of exposure. Abbreviations: Lc: cell lysis. Li: Intestinal
lumen.

Fig 12: Longitudinal section of Culex pipiens larvae midgut cells
after 24h of exposure. Abbreviations: Cd: Destroyed cells; Ca: Food
tract.

4. Discussion

Plants (leaves, fruits, flowers, roots and bark) contain
chemical complexes (active ingredients) that may have
antiviral, anti-bacterial or anti-fungal properties 4. Over 2
000 plant species have already been identified as having an
insecticidal activity. A lot of work related to the use of plants
as a larvicide against insects has been achieved. According to
117251 and 24, this larvicidal activity of aqueous extracts from
plants can have a toxic effect, inhibit growth, have an effect
on reproduction or even be a repellent.

Concerning the Eucalyptus leaves, which are the subject of
our study, they contain a large amount of very diverse active
substances such as eucalyptol, carbon hydrates, phytosterol,
alkaloids, flavonoids, tannins, saponins, cardiac glycosides
and terpenoids 1723261,

These results clearly illustrate The interest of Eucalyptus
globulus’ aqueous extract in larva control. This was
confirmed by ?¥, after having conducted a study to evaluate
the larvicidal activity of a Eucalyptus based aqueous extract
against Aedes aegypti mosquito larvae. The measured lethal
dose (LDsp and LDgg) of 106.21ppm and 198.76ppm show a
significant toxic effect of Eucalyptus leaves on larvae of the
3" and 4" instar.

Our results also reveal a direct relationship between the
mortality rate of larvae and the dose to which they were
exposed, as confirmed by *! in his studies. The same author
also showed a direct relationship between mortality and
exposure time, where mortality increases from the first hour
to the last. This confirms our results, where the average
mortality increases from 16% after 24 hours, to 32% in the
following 48 hours, to reach 83% of dead larvae after 72
hours of exposure to the aqueous extract of Eucalyptus

globulus leaves, which is clearly shown in Figure 1.

Similarly, the results of [??! reveal a toxic effect of Eucalyptus
globulus leaves extract against Lutzomyia longipalpis larvae.
For his part, "1 showed a remarkable effectiveness of
Eucalyptus against the larvae of the two fly species, Musca
domestica and Chrysomia megacephala. Consequently, this
plant reacts the same way against some Diptera (flies,
mosquitoes and sandflies).

According to %! the leaf extract acts by a neurotoxicity whose
effect only appears after the development of the embryo's
nervous system. For this, vector control is more effective
against the larval stage.

Histological study on the 4% stage Culex pipiens’ larvae
treated with Eucalyptus globulus leaves aqueous extract
shows different and progressive damage to the larvae's
intestinal tissue, causing the mixing of gut cells content with
hemolymph, which is responsible for larval mortality. The
changes that were observed in the gastric caeca and midgut
cells, are explained according to ¥ by the fact that this
portion of the digestive tract, which is responsible for
digestion in insects, is in direct contact with the toxic
elements and so causing death. The fact that this section is the
major food absorption site in mosquitoes is confirmed by 2!
in their study, where hungry mosquito larvae are fed with
fructose and glucose; and after a few hours, massive glycogen
deposits appear inside the cells of the midgut’s posterior
portion, indicating that it is the major absorption site.

The hypertrophied gastric caeca cells are morphologically
altered and disorganized after 4 hours of contact (Fig.5).

This observation coincides with B% who found in a study on
the Culex quiquefasciatus larvae that were exposed to the
Neem powder (Azadirachta indica), that his sections showed
disorganization of intestinal cells. Neem was also tested on
Aedes aegypti larvae by 'l who observed that the signs of
intoxication first appear in the gastric caeca, showing severe
morphological damage to the epithelial cells of this area.
After 6 hours, the cells burst and cytoplasmic debris are
discharged into the gastric caeca lumen (Fig.6).

The observed changes, after 12 hours, are a progressive cell
lysis (Fig.7), with a cytoplasmic debris discharge in the
gastric caeca lumen which results in the complete destruction
of the cells after 24 h (Fig.8). The aqueous extract of
Eucalyptus leaves acts on Culex pipiens larvae in the same
way as Persea americana on the Anopheles gambiae larvae,
but more slowly.

According to 51, Anopheles gambiae's larvae cells, treated
with the extract of Persea americana, are destroyed after only
16h of exposure. Compared to control larvae treated with
water, the midgut of the treated larvae is the most affected
part.

Indeed, this portion is the first to present deep changes as a
result of the larvae's intoxication with the Eucalyptus globulus
aqueous extract. These changes begin to appear 4 hours after
exposure, where intestinal cells appear hypertrophied in a
remarkable way, while breaking away from one another
(Fig.9). After 6 hours of treatment, the cells are well
separated, and take an elongated shape. We observe also that
they are detached from their basal lamina (Fig.10).

After 12h of exposure, cell lysis is observed with a discharge
of cytoplasmic debris in the intestinal lumen. The cells in this
area are totally destroyed after 24 hours (Fig. 12).

These findings were also made by 1321 when he studied the
histopathological ~ effects of  fenugreek  (Trigonella
foenumgraceum) on the Culex quinquefasciatus larvae. (3%
reported that each region of the mesentery absorbs various
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kinds of substances. For example, cells in the anterior part of
the mosquitoes' stomach absorb fats, while the cells in the
posterior portion predominantly absorb toxic elements, which
suggest that they are the first to get damaged.

In the same context, the results reported by 34, on the effect
of Citrus limon and Allium sativum oils against Culex pipiens
larvae, reveal that there was clear damage to the epithelial
cells of the midgut. Intestinal tissue, muscles and cuticle were
the most severely damaged by the treatment, as well as the
separation of the midgut cells from their basal membrane.

Our study is similar to that carried out by B%. The authors
evaluated the histopathological effect of the Melia Azederach
extract against Culex quinquefasciatus larvae. Their results
also revealed that, like the eucalyptus extract, Melia
azederachacts on the Culex larvae by progressive destruction
of mesenteric cells, causing the discharge of cytoplasmic
contents into the midgut's lumen, and therefore the death of
the larvae. But more slowly, because the cells of Culex
quinquefasciatus ' larvae, treated with the extract of Melia
azederach, degenerate after a 48 hour period.

Our results show similarities with those observed by B in
their research on the mode of action of the Bacillus
sphaericus bacteria against Culex pipiens larvae's digestive
tract. The first changes are observed in the midgut. Similarly,
331 have concluded, after the histological study of Bacillus
thuringiensis ' action on Culex pipiens larvae, that the first
changes, in the mesentery, first concern the gastric caeca and
posterior stomach.

5. Conclusion

The use of insecticide like plants extracts has been known to
us for a longtime. The results presented in this work will lead
us to believe that the aqueous extract of Eucalyptus Globulus,
thanks to its larvicidal effects on Culex pipiens, should be
considered among the natural components to be explored.

The effect on the mosquito’s larvae (Culex pipiens) can be
observed by: the destructions of the APICAL part of the
stomach cells, the total destruction of stomach cells of
mosquito’s larvae with the rejection of some debris in the
nutrition column, the relatively big distances between cells, a
Hypertrophy or an intestinal cell augmentation. This would
cause the death of the larvae’s. This extract can be considered
as a defense and control strategy against harmful insects, in
fact, it is composed of many molecules that do not all apply to
the larvicidal action.

A more developed study is in order to help us better
understand the action’s mechanism. We think that dissections
and analyses of these total extracts will better explain the
nature of the active molecules. This would form an interesting
perspective of our research. It is also interesting to keep track
of the impacts that theses aqueous plants extracts have on the
intestines of larva mosquitos.
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Etude biométrique et histologique sur des larves de Culex pipiens exposées aux
extraits de plantes

Résumé

Des larves du 3™ et 4™ stade larvaire du moustique Culex pipiens L. ont été exposées aux
extraits aqueux de huit plantes a différentes doses, dans les conditions de laboratoire, afin
d"évaluer leur effet larvicide. Les résultats montrent une sensibilité variable des larves, qui
est encore plus élevée avec l'augmentation de la concentration de I'extrait. Par ailleurs, la
toxicité est bien marquée lorsque la durée d'exposition des larves est plus longue.

Dans I'ensemble des plantes testées, I'eucalyptus et le laurier semblent étre les plus
efficaces dans la lutte contre ce moustique.

Au niveau intestinal nous avons mis en évidence les modes d’actions histologiques des
¢léments toxiques des extraits sur l’intestin moyen des larves traitées. En effet, les
observations faites au microscope sur des larves traitées a intervalle de temps (2 h, 6 h, 12
h, 24 h et 48 h) révelent des modifications profondes au cours du temps telles, qu’aprés 24
h les cellules éclatent et le contenu cytoplasmique passe dans la lumiere intestinale,
entrainant la mort.

Différents parametres morphométrique ont été considérés, a savoir: la longueur et la largeur
des ailes, la longueur et la largeur de I'abdomen, la longueur des antennes, du fémur, du
tibia et des 5 tarses des adultes de Culex pipiens, traitées avec les extraits de plantes.
L’analyse des données montre que les extraits aqueux de plantes provoquent des
différences par rapport aux méme paramétres chez les témoins.
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