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Résumé :
Ce travail avait pour but I'évaluation et 'optimisation de I'activité larvicide
des pytopréparations extraites a partir du pistachier lentisque sur les larves
culex pipiens du troisieme stade en comparaison avec un bioinsecticide
d’origine bactérien (spinosad).Les huiles essentielle de Pistacia lentiscus
sont obtenues par hydro-distillation des parties aériennes séches récoltées
dans la région de Hammam mellouane alors que les extraits aqueux sont
obtenus par une macération de la poudre végétale de cette plante. Les tests
de sensibilité ont été réalisés conformément au protocole mondial de la

santé.

Les résultats obtenus ont montré une activit¢  bioinsecticide trés
remarquable pour I'ensemble des traitements appliqués surtout pour les
fortes doses(D2=0.5¢g/l, D3=0.75g/l) des huiles essentielles par apport aux
résultats obtenus de I'application du témoin positif. Les extraits aqueux
bruts et formulés ont présentés des taux de mortalité des larves qui tendent
a se rapprocher malgré que le produit formulé contenait moins de principe

actif d’ou 'intérét de la formulation.

Mots clés: bioproduit, macération, spinosad, Pistacia lentiscus,

bioinsecticide. Culex pipiens



Summary :

The purpose of this work was to evaluate and optimize the larvicidal activity of
pytopreparations extracts of Pistacia lentiscus on the mosquito larvae of culex pipiens
of the third larval stage. in comparison with a biolarvicide (spinosad).The essential
oils of plant are obtained by hydro-distillation of the dried aerial parts harvested in the
region of Hammam ellouane while the aqueous extracts are obtained by maceration of
the plant powder of this plant

The sensitivity tests were carried out in accordance with the World Health Protocol.
The results obtained showed a very remarkable bioinsecticidal activity for all the
treatments applied especially for the high doses of the essential oils by contribution to
the results obtained from the application of the positive control.The crude and
formulated aqueous extracts have shown larval mortality rates which tend to come
closer even though the formulated product contained less active principle, hence the

interest of the formulation.

Key words:, bioproducts, maceration, spinosad, bioinsecticide Pistacia lentiscus,

Culex pipiens.
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Introduction

Parmi les plus redoutables insectes au monde les Culicidae, ils sont
cosmopolites et ils sont responsables de maladies infectieuses a transmission
vectorielle parfois mortelles (Aouinty et al., 2006 ), pour 'home et/ou
'animale, tel que la fievre de la vallée du Rift, le West Nile, le paludisme,
I'encéphalite japonaise, la fiévre jaune, la filariose et la dengue; en effet leurs
réles épidémiologiques variés, ont fait d’eux un probléme majeur de santé
publique (Berge, 1975 ; Jolivet, 1980).

Le Culex pipiens, est 'espéce de moustique qui présente le plus d’intérét pour
son étude en raison de son abondance et de sa nuisance réelle, surtout dans
les zones urbaines (Bendali et al., 2001). Il réalise une transmission
biologique ou active car I'agent infectieux accomplit un cycle d’amplification
ou de développement au préalable chez l'arthropode vecteur, la plupart de
ces maladies a transmission vectorielle sont des zoonoses ou I'homme est le
plus souvent un héte accidentel, mais néanmoins fortement affecté (Amraoui
etal., 2012).

Face a ces menaces et afin de contrer la propagation des insectes et des
épidémies y découlant, les stratégies de lutte se sont appuyées sur
l'utilisation des quantités considérables d’insecticides chimiques
conventionnels tel que les organochlorés, les organophosphorés, les
carbamates et les pyréthrinoides de synthese (O.M.S, 1963) et qui ont
conduit a des dommages irréversibles a I'environnement et a 'lhomme; en
effet il a été prouvé qu’une perte massive de la biodiversité est liée a 'usage
des insecticides a large spectre (Altieri et Nicholls, 2004 ; Bianchi et al,
2006). A tout ces inconvénients s’ajoute un grand souci qui est celui de la
résistance des insectes a I'égard de ces molécules chimiques (Georghiou et
al., 1975 ; Sinegre et al., 1977). Suite a ces conséquences néfastes, la
recherche a élaboré d’autres méthodes alternatives aux insecticides chimique
(kim et al., 2000), d’origine biologique sans risques écotoxicologiques,
biodégradables (Rageau et al, 1980), et non toxiques pour les organismes
non visés (Kostyukovsky et al., 2000).

Pour assurer une meilleure intervention, tout en préservant au maximum le
milieu naturel, de nouveaux produits naturels d'origine végétale sont
constamment recherchés pour le contrdle des moustiques. Ces substances
naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme
bactéricides, fongicides, acaricides, etc., peuvent aussi étre utilisées comme
insecticides de remplacement, en effet L'utilisation de ces derniers était
connue depuis longtemps comme agents de lutte contre les insectes (Crosby
et al., 1966) comme le pyréthre, la nicotine et la roténone; ainsi que les
pyréthrines considérés comme des insecticides naturels extraits de plantes
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(Aligon et al., 2010). Ces insecticides biologiques sont caractérisés par une
innocuité écologique, par I'abondance de leurs matiéres premiéres dans
certains pays et donc leur faible colt de fabrication, présentant ainsi un grand
intérét dans la protection de masse (Combemale, 2001).

C’est dans cette perspective que s’inscrit ce travail de mémoire, relatif a
I'évaluation de [I'activité larvicide d’une bioformulation a base d’huiles
essentielles et d’extrait aqueux de Pistacia lentiscusL vis-a-vis des larves de
Culex pipiens en comparaison avec un bioinsecticide d’origine bactérien (le
spinosad) utilisé dans la lutte antivectorielle.

L’objectif de ce travail sera de répondre a ces questions a savoir: (i) Est ce
que la nature des métabolites secondaires des palntes expriment les mémes
activités biologiques (Activité larvicide)?, (i) Est-ce que l'effet concentration
du principe actif affecte I'activité larvicide des bioproduits?, (iij) Est-ce que la
formulation sécurise le principe actif et augmente sont effet larvicide?



Chapitre | : Synthése bibliographique
1. Présentation de Culex pipiens (Linné, 1758)

Ce sont des insectes Ptérygotes holométaboles. Leur corps est élancé
possédant de longues antennes et des pattes fines et longues. Seules les femelles
sont hématophages. La famille des culicidés dont fait partie Culex pipiens se
caractérise par des ailes recouvertes d’écailles. La trompe des adultes est d’'une
taille égale a celle de la téte et du thorax combinés (Rioux, 1958).

1.1. Position systématique

Les moustiques sont des antennates appartenant a la classe des Insectes de
'embranchement des arthropodes. Ills possédent trois paires d’appendices
locomoteurs. lls appartiennent a I'ordre des Diptéres, qui comme leur nom lindique
regroupe des insectes qui ne possédent qu'une paire d’aile mésothoracique; les ailes
meétathoraciques sont transformées en haltéres (ou balanciers). La famille des
Culicidae dont fait partie le genre Culex comprent environ trois mille espéces (Knight
et Stone 1977).

La position systématique prise en considération actuellement est celle émise par
Linné(1758) qui classe Culex comme suit:

Régne: Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous-embranchement: Antennata
Classe: Insecta

Sous-classe: Pterygota
Ordre: Diptera

Sous-ordre: Nematocera
Famille: Culicidae
Sous-famille: Culicinae
Genre: Culex

Espéce: Culex pipiens

1.2. Description morphologigue du Culex pipiens

Comme tout insecte a métamorphose complete (holométabole), le
développement du moustique se caractérise par quatre stades: CEuf, larve, nymphe
et adulte.

1.2.1. L’CEuf

Les ceufs sont pondus habituellement a la surface de I'eau, soit isolément
(genres Aedes et Anopheles), soit regroupés dans des masses ayant la forme de
nacelle (genres Culex, Culiseta, Uranotaenia, Orthopodomyia et Mansonia), ils
peuvent étre déposés sur substrats humides (Aedes) qui peuvent éclore aprés une
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période de dessiccation. Les ceufs flottent a la surface de I'eau soit du fait des
phénomenes de tension superficielle, soit grace a la présence de flotteurs latéraux
(Anopheles) ou apicaux (Culex). La variation de forme, de taille et de coloration a
parfois été utilisée en taxonomie. (Schaffner et al., 2001). lls sont blancs au début
mais virent au noire ou au brun au bout de 12 a 24 heures la durée d’incubation
des ceufs est generalement de 2 a 3jours mais dépent de la température (OMS,
2015) (Fig. 1). Les oeufs ne donnent pas de larves a la glacier(Gashen, 1932)
mais aussi n’éclosent pas lorsque la température monte a plus de 30°C.

Figure 1: Aspect des ceufs de Culex pipiens (Aouati, 2009)
1.2.2. La Larve

Le développement larvaire des Culicidae comporte quatre stades de
morphologie comparable, hormis la taille (de 1 a 1,5 cm).La durée du stade larvaire
depend de la température et dure cinq a huit jours. Les caractéres morphologiques
utiles en systématique concernent le quatrieme stade. La téte de la larve des
moustiques a fait 'objet de trés nombreux travaux, parmi lesquels, il faut citer surtout
ceux de (Becker, 1938), (Cook, 1974). Elle est formée par une plaque chitineuse
médiane : le fronctoclypéus et deux latérales (plagues épicraniennes). Au
fronctoclypéus est rattachée une plaque antérieure étroite (préclypéus) portant des
brosses buccales. Les piéces buccales sont du type broyeur. Les plaques
chitineuses (préclypéus et fronctoclypéus) portent des soies symétriques (soies
préclypéables, clypéables, frontales, occipitales...). Latéralement on distingue deux
taches oculaires ainsi que les deux antennes qui ont un aspect variable suivant les
groupes, spiculées sur toute la longueur chez les Anophelinés mais portant toujours
des soies caractéristiques (Fig. 2).

TETE l THORAX I ABOOMEN

ﬂ‘ R — I

Figure 2: Larve de Culex pipiens (Bruhnes et al., 1999)
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Le thorax représenté par une masse indivisé de forme Iégérement globuleuse, large
aplatie dorso-ventralement, est formé de trois segments soudés (Prothorax,
meésothorax et métathorax), dont la distinction se fait a l'aide de la chétotaxie.
L’abdomen de la larve de moustique posséde dix segments : huit segments bien
apparents, le neuviéme pas évident, soudé au huitiéme, et un dixieme segment forme
le segment anal. Chez les Culicinés et les Toxorhynchitinés I'extrémité apicale est
munie d’'un organe médian, chitinisé, de forme tronconique appelé siphon respiratoire.
La longueur et la largeur sont caractéristiques de I'espece (indice siphonique, c’est le
rapport de la longueur / largeur a la base, qui varie de 1 a 15) ce dernier porte
latéralement une rangée d’épines appelée peigne du siphon et une ou plusieurs
touffes de soies. Le dixieme segment est le segment anal, il porte quatre longues
papilles annales (lobes annaux), une brosse ventrale et des soies caudales internes
et externes, sa partie tergale compte un sclérite en selle (Snodgrass, 1959).

1.2.3. La Nymphe

La téte et le thorax chez la nymphe du moustique forment un volumineux
céphalothorax, qui fait suite a un abdomen étroit muni de deux palettes natatoires
transparentes (Rodhain et Perez, 1985) Elle est recourbée de forme générale en
virgule ou en point d’interrogation (Fig. 2). La nymphe ne se nourrit plus, elle respire a
laide de deux trempettes respiratoire situées sur le céphalothoraxe (Guillermet,
2013).

Figure 3: Nymphe de Culex pipiens (Balenghien, 2007)

La cuticule du cephalothorax est transparente ou, on voit la majorité des éléments
nymphaux (Snodgrass, 1959 ; Beker, 2003). Les distinctions taxonomiques des
nymphes sont fondées sur les caractéres des trompettes respiratoires, la chétotaxie
et les caractéres des nageoires (Séguy, 1923).

1.2.4. L’adulte

Une fois métamorphosé, provoque une cassure au niveau de la téte nymphale
et émerge a la surface de I'eau. Les males atteignent leur maturité sexuelle au bout
d’un jour alors que les femelles I'atteignent au bout de 1 a 2 jours, et elles sont plus



grandes que les males issus d’'une méme émergence (Clements, 1999).

Les moustiques, comme beaucoup d’insectes se nourrissent de nectar, source
d’énergie. Seules les femelles sont hématophages, elles n'ont pas besoin de sang
pour leur propre survie mais en retirent les protéines nécessaires a la maturation de
leurs ceufs. La fécondation des ceufs s’effectue lors de la ponte grace au stockage
du sperme des males par la femelle dans une spermathéque. En général, la durée
de vie des moustiques adultes varie d'une semaine a plus d'une trentaine de jours.
Deux éléments permettent de distinguer le male de la femelle a 'ceil nu; les palpes
maxillaires sont trés courts et effiles chez la femelle, contrairement au male ou ils
sont plus longs que la trompe et ses antennes sont plus développées et trés poilues
(Urquhart et al., 1996 ; Euzeby, 2008).

Les trois parties fondamentales du corps du Moustique sont bien distinctes : La téte
de forme générale globuleuse, elle porte : des yeux a facettes, volumineux et
présque jointifs (séparés par une bande frontale étroite) souvent de couleur bleue
ou vert métallique ; une paire d’antennes a quinze segments, plumeuses chez le
male, presque glabres chez la femelle (Brunhes, 1970). Les appendices buccaux
sont de type piqueur-suceur. Le thorax est formé de trois segments soudés : le
prothorax, le mésothorax et le métathorax, chacun portant une paire de pattes. Le
meésothorax et le métathorax portent respectivement les ailes fonctionnelles et les
balanciers (deuxieéme paire d’ailes modifiées). La chétotaxie thoracique, surtout les
soies pleurales (spiraculaires, postspiraculaires, stérno-pleurales, préalaires...), ont
un grand intérét systématique. L'abdomen mince et allongé, composé de dix
segments dont les neuvieme et dixieme formant les génitalia (ou hypopygium)
assurant les fonctions sexuelles (Fig. 4) (Bendali, 2006).

Rl
| AEDCMEN I
GENITALIA |

(L]}

Figure 4: Morphologie générale d’un imago de Culex pipiens
(Schaffner et al., 2001)

1.3. Cycle de développement de Culex pipiens

Le cycle de développement des moustiques dure environ douze (12) a vingt
(20) jours (Adisso et Alia, 2005). Il se caractérise par deux phases distinctes
(Rodhain et Perez., 1985). Phase aquatique, pour les trois premiers stades et une
phase aerienne pour le dernier stade, imago ou adulte (Fig. 5).
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Figure 5 : Cycle de developpement de moustique Culex pipiens
(Klowden, 1990)

1.3.1. La Phase aquatique

A maturité, les ceufs éclosent et donnent des larves de stade 1 (1 a 2 mm) qui,
jusqu'au stade 4 (1,5 cm) se nourrissent de matiéres organiques, les larves de
moustiques ont une respiration aérienne qui se fait a l'aide de stigmates
respiratoires ou d'un siphon (Rodhain et Perez., 1985). Au bout de six a dix jours et
plus, la quatrieme mue donne naissance a une nymphe: c'est la nymphose
(Guillaumot, 2006). C’est la phase de metamorphose qui dure un a deux jours.
L’adulte emerge progressivement en se gonflant d’air pour s’envoler apres un temps
necessaire au deplissage des ailes et des pattes par augmentation dela pression de
'émolymphe. L’emergence dure environ quinze minutes (Rodhain et Perez, 1985).

1.3.2. La Phase aérienne

Les sujets des deux sexes s'accouplent en vol ou dans la végétation et ont une
distance de vol de un a deux km. Grace aux longs poils dresseés sur leurs antennes,
les méles peuvent percevoir le bourdonnement produit par le battement rapide des
ailes des femelles, qui s'approchent des essaims lors du vol nuptial. A ce moment,
le méle féconde la femelle en lui laissant un stock de sa semence. Elle ne
s'accouple donc qu'une seule fois (Darriet, 1998). Les adultes males et femelles se
nourrissent de jus sucrés, de nectars et d'autres secrétions végétales. Pourtant, une
fois fécondées, seules les femelles partent a la recherche d'un repas sanguin
duquel, elles retirent les protéines et leurs acides aminés, nécessaires pour la
maturation des ceufs. Ce repas sanguin prélevé sur un vertébré (mammifere,
amphibien, oiseau), est ensuite digéré dans un endroit abrité (Guillaumot, 2006).
Dés que la femelle est gravide. La ponte a lieu généralement au crépuscule. Le gite
larvaire est une eau stagnante ou a faible courant, douce ou salée (Ayitched;i,
1990).



1.4. Le complexe Culex pipiens, ses membres et leurs répartition mondiale

L'existence du complexe Culex pipiens est établie depuis longtemps, mais ce
n‘est qu’'a partir de 1960 que les spécialistes le considérent comme étant un
probléeme mondial, de par son implication pathologique humaine ou vétérinaire
(Vinogradova, 2003).L’avénement des outils génétique a considérablement amélioré
notre compréhention de I'histoire de la spéciation (séparation d’'une espéce en deux
nouvelles espéce lors du processus évolutif). Selon les conclusions de Vinogradova
(2000) ; le complexe Culex pipiens regroupe plusieurs espéces: Culex pipiens
(Linnaeus, 1758) avec ses deux formes; la forme C. pipiens pipiens et la forme C.
pipiens molestus Forskal, 1775, Culex pipiens quinquefasciatus Say, 1823, Culex
pipiens pallens Coquillett, 1898, Culex pipiens australicus (Dobrotworsky et
Drummond, 1953). D’autre espéce est étroitement liée ou suggérée appartenir a ce
complexe telle que, Culex globocoxitus Dobrotworsky, 1953. Les membres de ce
complexe présentent des caractéres morphologiques semblables avec des
différences éco-physiologiques qui se traduisent par leur capacité a produire une
premiere ponte sans prendre de repas sanguin (autogénie versus anautogénie), a
s’accoupler dans des espaces fermés (sténogamie versus eurygamie), a entrer en
diapause durant la période hivernale (hétérodyname versus homodyname)
(Vinogradova, 2003; Smith; Fonseca, 2004). Chaque membre appartenant au
complexe Culex pipiens a une répartition géographique caractéristique. En effet,
Culex pipiens L. est présent en Europe, au Nord et au Sud de I'Afrique, en Asie non
tropicale et en régions tempérées de 'Amérique du Nord et du Sud (Harbach et al.,
1985; Vinogradova, 2000; Vinogradova, 2003). Culex pipiens existe uniquement
sous sa forme molestus au Japon, en Corée du Sud et en Australie (Vinogradova,
2000). Culex quinquefasciatus est présent en région tropicale, subtropicale de
I'Afrique et des Amériques et en Sud-Est de I'Asie et de I'Australie (Fonseca et al.,
2006). Culex pallens est distribué a I'Est de I'Oural a travers I'Asie tempérée
(Fonseca et al., 2009). Culex globocoxitus et Culex australicus sont essentiellement
limités a I'Australie (Fig. 6).
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Figure 6: Distribution globale du complex Culex pipiens
(Smith et Fonesca, 2004; Vinogradova, 2000)



Le moustique Culex pipiens L. existe sous deux formes: une forme molestus et une
forme pipiens. La forme molestus est autogéne (capable de réaliser une premiere
ponte sans prendre de repas de sang), sténogame (peut s’accoupler dans des
espaces confinés) et reste en activité durant la période hivernale (homodynamique).
A linverse, la forme pipiens est anautogéne (exigeant toujours un repas de sang
pour réaliser une ponte), eurygame (s’accouple en plein air) et rentre en diapause
pendant I'hiver (hétérodynamique). (Amraoui et al ,2012). Les deux formes semblent
ne pas étre isolées génétiquement et leurs hybrides sont présents aux USA, au Sud
et au Nord de 'Europe (Fonseca et al., 2004; Gomes et al., 2009; Reusken et al.,
2010). Les deux formes présenteraient des préférences trophiques différentes, la
forme pipiens se nourrit principalement sur les oiseaux (ornithophile) et la forme
molestus sur les mammiféeres (mammophile). Par ailleurs, les hybrides ont des
préférences trophiques mixtes pour les oiseaux et les mammiféres (Amraoui et al.,
2012). Culex pipiens L. est le seul membre du complexe Culex pipiens présent en
Afrique du Nord.

Dans les zone urbaines, les populations de Culex pipiens colonisent les gites
hypogés et ont été décrites comme autogénes, sténogames et anthropophiles. Des
populations anautogenes ont été également observées en gites épigés. A l'inverse,
en zones rurales Culex pipiens est anautogéne, sténogame et anthropophile ou
ornithophile (Amraoui et a/ ,2012).

1.5. Les principales nuisances causées par Culex pipiens L.

On distingue deux types de nuisances causées par Culex pipiens : La premiére
est causeée par la piqure de la femelle (Urquhart et al., 1996) qui va entrainer, chez
'homme comme chez I'animal, une lésion ronde érythémateuse de quelques mm a
deux cm de diamétre. Il est a noter que la piqure ne provoque aucune douleur
immédiate grace a un anesthésique local contenu dans la salive (Andreo, 2003). Les
Iésions sont trés souvent suivies d’une réaction allergique due aux allergénes
présents dans la salive de Culex pipiens injectée durant le repas sanguin. Cela
entraine généralement un fort prurit (Toral et Caro, 2005). La deuxiéme nuisance est
liée a la transmission de maladies. Le moustique se contamine au cours du repas
sanguin sur un hoéte infecté. L'agent pathogéne va alors subir un cycle de maturation
et sera transmis au cours du repas suivant sanguin, dont l'agent pathogéne
accomplit une période de son developpement chez le moustique.

On distingue deux types d’agents pathogénes transmis par les Culex :

- Des virus, de la famille des Bunyaviridae genre Phlebovirus, respansable de
la maladie de la Fiévre de la Vallée du Rift, zoonose dont I'espéce cible principale
est le bétail (Petit et al., 2009). De la famille des Flaviviridae genre Flavivirus qui
cause le West Nile, atteint les oiseaux mais peut aussi toucher 'homme (Faraj et
al., 2006 ; Hamer et al., 2008). L’encéphalite de Saint Louis atteint également
'oiseau et ’'homme. L'encéphalite japonaise humaine a pour réservoirs le porc et
les oiseaux sauvages. Le virus de la dengue atteint exclusivement 'lhomme. La
fievre jaune peut se transmettre aux singes et a ’homme (Andreo, 2003).
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- Des parasites, Dirofilaria immitis, responsable de la dirofilariose cardio-
pulmonaire du chien. D’autres espéces peuvent néanmoins étre atteintes : le chat,
les canidés sauvages et méme 'lhomme (Toral et Caro, 2005). Dirofilaria repens,
agent de la filariose sous-cutanée chez le chien, mais aussi chez le chat et
'homme. L’adulte se développe dans le tissu conjonctif sous-cutané. Cliniquement,
des nodules de quelques millimétres a quelques centimeétres de diameter, indolores,
prurigineux et localises préférentiellement en région postérieure du corps (Euzeby,
2008; Toral et Caro, 2005). Wuchereria bancrofti, responsable de la filariose
lymphatique de 'lhomme (Andreo, 2003).

1.6. Les différents moyens de lutte contre les moustiques

Depuis l'antiquité, 'homme a toujours cherché a se protéger contre les
arthropodes nuisants et vecteurs. Dans différentes régions tropicales, certaines
pratiques traditionnelles permettent la réduction des piglres de moustiques dans les
habitations. Les moyens mis alors en ceuvre étaient essentiellement des mesures
d’aménagement de I'environnement (Mouchet et Carnevale, 1991).

1.6.1. Lutte physique

Elle consiste a modifier le biotope de I'insecte en supprimant tous les facteurs
favorables a son développement, cette technique est la plus anciennement connue
contre Culex, elle est basée sur les mesures d’assainissement et d’aménagement
du milieu urbain qui consiste a éliminer les collections d’eaux usées stagnantes ou
tout au moins a les rendre inaccessibles aux adultes, et concurremment a prévenir
l'apparition et la multiplication des gites. Malheureusement, de tels travaux
d’assainissement restent le plus souvent a I'état de projet et les rares mesures
prises sont généralement insuffisantes (colt budgétaire trés éleve) (Curtis, 1994 ;
Chavasse et al., 1995).

L’utilisation des moustiquaires imprégnées dinsecticides de portes et de fenétre des
maisons et des immeubles, qui gardent les moustiques a l'extérieur. Les filets
tendus dans les tentes ou suspendus au-dessus des lits sont des barriéres efficaces
contre les insectes piqueurs ou suceurs tels que les moustiques (Mathis et al.,
1970).

1.6.2. Lutte génétique

Elle consiste a provoquer I'extinction d’'une population naturelle d’'insectes en y
introduisant des individus de la méme espéce préalablement rendus stériles par les
rayons X ou par chimio-stérilisation. Cette technique a donné de bons résultats sur
les insectes a faible densité de population et en milieu isolé (glossine, lucilie
bouchére). Sur les moustiques, ces techniques séduisantes au laboratoire n’ont
donné jusqu’a présent que peu de résultats sur le terrain (Crampton et al., 1990;
Collins et al., 2000).
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1.6.3. Lutte chimique

Elle est basée sur l'utilisation d’insecticides chimiques, les plus couramment
utilisés a ce jour en santé publique, sont des insecticides organiques de synthése.
lls sont répartis en six grandes familles, organochlorés, organophosphorés,
carbamates, pyréthrinoides, phényl pyrazoles, régulateurs de croissance.

- Organochlorés, on retrouve dans ce groupe le DDT (dichloro-diphényl-
trichloréthane) et ses analogues (ex: le méthoxychlore); le Lindane
("hexachlorocyclohexane: HCH); les Cyclodiénes (la Dieldrine). La découverte du
DDT a été une véritable révolution dans la lutte contre les insectes. Il fut largement
utilisé en agriculture et en santé publique, ou il contribua a sauver de nombreuses
vies humaines (Mouchet, 1994). |l agit sur le systéme nerveux périphérique et
central des insectes, en perturbant les mécanismes de perméabilité aux ions sodium
(Na*) et potassium (K') (Hassal, 1990). Le lindane et les cyclodiénes (Dieldrine)
agissent sur le systéme nerveux central. lIs inhibent les canaux chlorures, récepteurs
de l'acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui joue un réle de neuromédiateur
inhibiteur. L’apparition de résistance a ces produits et leur grande toxicité entraine
une diminution de leur utilisation, voire leur retrait.

- Organophosphorés, agissent en inhibant I'acétylcholinestérase nécessaire a
la transmission correcte des impulsions nerveuses et aux contréles musculaires chez
'insecte. Le Chlorpyrifos, le Malathion et le Fenthion, insecticides de référence, ont
été utilisés succes dans le traitement des eaux usées contre les larves de Culex
quinquefasciatus car ils présentent alors une efficacité immeédiate et une persistance
d’activité élevée (Bang et al., 1975).

- Carbamates, ils agissent par leur complémentarité structurale a I'égard du
site actif de la cholinestérase, provoquant des symptdmes d’intoxication
cholinergique au méme titre que les organophosphorés.

- Pyréthrinoides, ce sont des dérivés synthétiques des pyréthrines (extrait
naturel des fleurs de chrysanthéme). lls agissent sur les macromolécules de la
membrane nerveuse qui régissent la perméabilité des ions Na* et K" au moment de
I'activité nerveuse. Ce sont les insecticides les plus utilisés en santé publique. Nous
pouvons citer: la Perméthrine, la Deltaméthrine, I’Alpha-cyperméthrine, la Cyfluthrine,
etc. lls sont efficaces, rémanents et faiblement toxiques pour les mammiféres, d’ou
'intérét de leur utilisation pour l'imprégnation des moustiquaires de lit comme
méthode de lutte contre les moustiques et plus particulierement de prévention vis a
vis du paludisme (Lengeler et al., 1997).

- Phényl pyrazole, agit sur le systeme nerveux central, Il interfére sur les
canaux chlorures, récepteurs de I'acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui joue un
réle de neuromédiateur inhibiteur. Il perturbe le systéme nerveux central et a dose
suffisante cause la mort de I'insecte (Lengeler et al., 1997).
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- Régulateurs de croissance, ce sont des analogues d’hormone de
croissance. Les juvénoides inhibent la nymphose et les ecdysoides inhibent la
sclérification de la cuticule aprés les mues larvaires. Les inhibiteurs de croissance,
en particulier le Flumuron ou I'Hexaflumuron, ont montré de trés bons résultats, aussi
bien en terme de toxicité que de rémanence, au laboratoire et sur le terrain (Doannio
et al., 1986 ; Darriet et al., 1987).

1.6.4. Lutte biologique

Sous ce vocable, on retrouve notamment I'emploi de prédateurs naturels des
moustiques pour lutter contre ces derniers, comme les oiseaux, les chauves-souris,
les poissons et certains insectes. A ce propos, Kumar et Hwang (2006) ont élaboré
une revue de littérature des moyens de lutte biologique ayant recours a des
amphibiens, des poissons, des petits crustacés aquatiques (comme les copépodes)
ainsi que des insectes. Parmi l'arsenal d’agents potentiels de lutte (bactéries,
champignons, protozoaires, virus) identifiés au cours des 30 derniéres années, les
plus efficaces et les plus prometteurs se sont révélés étre deux bactéries sporulant
et appartenant au genre Bacillus (Who, 1984) Bacillus thuringiensis israelensis (Bt-
H14) et Bacillus Sphaericus. Le spectre d’activité de ces deux bactéries est assez
étroit et constitue I'un des atouts majeurs de ces agents de lutte.

1.6.5. Lutte intégrée

On la définit comme étant « 'emploi rationnel de toutes les méthodes de lutte
appropriées tant sur le plan technique (compatibilité, innocuité), que sur le plan de la
gestion (rentabilité), afin d’obtenir une réduction efficace des populations de
vecteurs et d’enrayer la transmission de la maladie ». Les moyens mis en ceuvre
peuvent étre de nature chimique ou autre (aménagement de I'environnement,
protection individuelle et lutte biologique). En outre, si 'on veut pouvoir mener
durablement la lutte anti vectorielle intégrée, il est essentiel de s’appuyer sur
I'éducation pour la santé et la participation communautaire (Who, 1992).

2. Substances végétales a effet insecticide

2.1. Les huiles essentielles

2.1.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE), appelées aussi essences, sont des mélanges de
substances aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous
forme de minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les
bois. Elles sont présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal
(Padrini et Lucheroni, 1996). Pour la 8éme édition de la pharmacopée frangaise
(1965), les huiles essentielles sont : «des produits de composition généralement
assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus
ou moins modifiés au cours de la préparation» (Bruneton, 1993). Elles sont
odorantes et trés volatiles, c'est-a-dire qu'elles s'évaporent rapidement dans l'air
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(Padrini et Lucheroni, 1996). Généralement se sont des antiseptiques
antibactériens vermifuges ou stomachiques. On dénombre environ 600 essences
utilisées de nos jours en aromathérapie dont I'essor s'étend dans le domaine médical
et touristique (Delille, 2010). Il est important de faire une différence entre les HE et
les huiles végétales. Les HE sont obtenues par expression (réservée aux agrumes)
ou par distillation a la vapeur d’eau, Une huile végétale est obtenue par pression, et
est constituée majoritairement de corps gras (Binet et Brunel, 2000 ; Chaker, 010).

2.1.2. Localisation

HE peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, par exemples:
dans les sommités fleuries (menthe, lavande) les feuilles (eucalyptus, laurier) les
rhizomes (gingembre) les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines (vétiver), les
graines (muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces (cannelier)
(Yahyaoui, 2005). Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent
sur presque toutes les parties de la plante .la synthése et I'accumulation des HE
sont généralement associées a la présence des structures histologiques
spécialisés, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante qui sont:
cellules a HE de Lauraceae, les poils sécréteurs des Laminaceaes, poches
sécrétrices des Myrtaceaes, des Rutaceaes, et les Laminaceaes, et les canaux
sécréteurs qui existent dans de nombreuses familles. Il est intéressant de
remarquer que les organes d'une méme espéce peuvent renfermer des huiles
essentielles de composition différente selon la localisation dans la plante (Belkou et
al., 2005).

2.1.3. Composition chimique

Dans les plantes, les HE n'existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs. Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s'accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en
surface de la cellule et recouvertes d'une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans
divers organes: fleurs, feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines
(Brunetton, 1987). Les HE sont constitués principalement de deux groupes de
composeés odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il
s'agit des terpénes, les monoterpenes (myrcéne, Ppinéne, y-terpinéne) et
sesquiterpénes (P-caryophylléne, a-humuléne, P-bisaboléne), prépondérants dans
la plupart des essences et des composés aromatiques dérivés du phénylpropane
(Kurkin, 2003). Les terpénes sont des composés issus du couplage de plusieurs
unités «isopréniques» (CsHsg), soit deux unités pour les monoterpénes (CioH+6) et
trois pour les sesquiterpenes (CqsH24). Exceptionnellement, quelques diterpenes
(C20H32) peuvent se retrouver dans les huiles essentielles (Vila et al., 2002) .

2.1.4. Role physiologique

Les plantes aromatiques produisent des HE en tant que métabolites
secondaires, mais leur réle exact dans les processus de la vie de la plante reste
inconnu (Rai et al., 2003). Certains auteurs pensent que la plante utilise I'huile pour
repousser ou attirer les insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation.
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D’autres considérent I'huile comme source énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques, conservant I'humidité des plantes dans les climats désertiques
(Belaiche, 1979). Certaines huiles essentielles servent a la défense des plantes
contre les herbivores, insectes et micro-organismes (Capo et al., 1990).

2.1.5. Activité insecticide et mécanismes d’action

Les huiles essentielles se disposent de grands potentiels, qui les rend une
piste de recherche trés prometteuse, et particulierement leur effet insecticide
(Glitho, 2002).La grande maijorité de ces études portaient sur lesmoustiques, que
ce soit sur I'effet répulsif des huiles essentielles (Oshaghi et al., 2003) ou sur leur
effet ovocide (Martin et al., 2006)ou larvicide (Markouk et al., 2000).

Le mode d’action des huiles essentielles est relativement peu connu chez les
insectes (Isman, 2000).

- Effets physiologiques: Les huiles essentielles ont des effets anti-appétent,
affectant ainsi la croissance, la mue, la fécondité et le développement des insectes et
acarien. Des travaux récents montrent que les monoterpénes inhibent la
cholecholinestérase (Keane et al., 1999).

- Effets sur le system nerveux : L'octopamine est un neuromodulateur
spécifique des invertébrés : Cette molécule a un effet régulateur sur les battements
de cceur, la motricité, la ventilation, le vol et le métabolisme des invertébrés. Enan
(2000) et Isman (2000) font le lien entre I'application de l'eugénol, de Il'alpha-
terpinéol et de lalcool cinnamique, et le blocage des sites accepteurs de
'octopamine. Enan (2000) a également démontré un effet sur la Tyramine, autre
neurotransmetteur des insectes. En général, les huiles essentielles sont connues
comme des neurotoxiques a effets aigus interférant avec les transmetteurs
octopaminergiques des Arthropodes.

2.1.5. Activité insecticide et mécanismes d’action:

2.2. Les extraits aqueux

2.2.1. Définition

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules de l'organisme d’'une plante pour y assurer sa survie. lls sont
classés en quatre grandes catégories : les glucides, les lipides, les acides aminés et
les acides nucléiques. Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une
répartition limitée dans l'organisme de la plante. lls y jouent différents réles, dont
celui de moyen de défense contre les agressions externes. Cependant, ils ne sont
pas toujours nécessaires a la survie de la plante. Les produits du métabolisme
secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000 structures définies
(Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits
en faible quantité. Ces molécules marquent de maniére originale, une espéce, une
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famille ou un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.
Les composeés phénoliques, les terpénoides, les stéroides et les alcaloides sont des
exemples de métabolites secondaires ; ils ont de nombreuses applications
phytopharmaceutiques.

2.2.2. Intérét des extraits aqueux

Les substances naturelles défensives des plantes ont servi d’insecticide
longtemps avant I'avénement des substances chimiques de synthése a la faveur des
deux grandes guerres mondiales. La littérature mentionne plusieurs exemples de
plantes dont les genres srafrum, Derris, Chrysanfhemum ayant des propriétés
insecticides et qui orienté la mise au point de produits commerciaux modernes trés
actifs. C’est ainsi qu’avec plus de 400.000 substances chimiques (terpenes,
alcaloides, phénols, tannins) le regne végétal constitue la plus grande source de
produits insecticides naturels du monde (Shoonhoven, 1978 cité par ISRAICNRA,
1997). En effet les plantes synthétisent de nombreux métabolites secondaires dotés
de propriétés répulsives, anti-appétantes ou biocides a I'égard des herbivores
(Tableau 1)

Tableau 1 : Substances secondaires d’origine végétale (ISRA/CNRA, 1997)

Groupe chimigue Mombre de produits 200 mentmes
Alcaloides 4 500
Flavonoides 1200
Tarpénes 1100
Aufres 3 600
Tatal 10 400

3. Importance des formulations
3.1. Définition des formulations

La formulation est, par définition, «I'ensemble des connaissances et des
opérations mises en ceuvre lors du mélange de 'association ou de la mise en forme
d’'ingrédients (matieres premiéres) souvent incompatibles entre eux de fagon a
réaliser un produit caractérisé par une fonction dusage» (Aubrey et
Schorsch,1999). Les produits formulés sont destinés a remplir une fonction
principale, appelée fonction d’'usage. Contrairement a la synthése chimique, on évite
en formulation que les produits réagissent entre eux lors du mélange, puis lors du
stockage et de la préparation. La réaction doit se produire précisément au moment
ou le produit remplit sa fonction d’'usage (réactivité retardée) (Schorsc, 2000).
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3.2. Les composants d’un produit formulé

D’aprés Smith (2006), un produit formulé ou un composé formulé est constituéd’'une
molécule active (matiere active) et d’un adjuvant.

- Matiére active : Une matiére active est une matiére premiére permettant de
remplir la fonctiond’usage d’un produit.

- Adjuvant: Un adjuvant permet d’augmenter ['efficacité, la sécurité, la
manipulation et I'application d'une matieére active en modifiant ces caractéristiques
physique ouchimique.

3.3. Types de formulations
Les produits formulés se présentent sous la forme liquide, solide ou gazeuse.

- Les formulations liquides incluent : Les concentrés émulsifiables, les
suspensions concentrées, les suspensions en microcapsules, les solutions.

- Les formulations solides comprennent : Les poudres solubles, les appats,
les granulés, les comprimés, les pastilles, les pates granulées, les granulés solubles,
les poudres mouillable

- Les formulations gazeuses sont des fumigants: Elles sont disponibles
sousforme solide, liquide ou gazeuse (Martini et Seiller, 2006)

3.4. Importance de formulation

Le premier réled’'une formulationest donc d’améliorer les performances des
principes actifs en permettant notamment une réduction des doses d’emploi limitant
ainsi leur impact sur la faune et la flore. Pour pallier aux problémes de pertes lors de
I'utilisation des produits phytosanitaires, Il est également intéressant de rappeler les
étapes et les points clés del’'application d’un produit phytosanitaire sur une culture
(Holloway, 1993). La premiere étape d’uneapplication part de la pulvérisation jusqu’a
impact sur la plante cible. La seconde étape part de la formation de dépét a
'expression de I'activité biologique.En effet aprés dépbt sur la feuille, des pertes de
matiére active sont encore envisageables (Holloway et Stock, 1990).Comme il a été
déja mentionné, les pertes de matiere active son trés importantes durant la
pulvérisation, c'est-a-dire entre la formation de gouttelettes, la rétention du liquide, et
la formation du dépét. Les phénoménes les plus importants a l'origine de ces pertes
sont la volatilisation, la dégradation photochimique, la cristallisation et surtout le
rebond et le ruissellement de gouttelettes (Gauvrit, 1995). D’aprés Gauvrit, (1994),
le réle majeur des produits formuléss’expriment lors de I'impact des gouttelettes de
produit sur la feuille. En effet, comme ils diminuent la tension superficielle de I'eau, ils
permettent aux gouttelettes de s’étaler sur la cible. Cet étalement augmente
'adhésion de la bouillie a lasurface foliaire et donc la probabilité d’accrochage (pour
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un diametre donné). A I'échelle dela plante entiére, on observe une rétention plus
élevée de la bouillie du produit, d’'ou le nomd’effet mouillante, qui permet d’améliorer
la sécurité et la commodité d’emploi de ces produits, leur stabilité et éventuellement
leur capacité a pénétrer dans le végétal (Vernner et Bauer, 2007). Ce qui permet de
crée un produit efficace (Aubrey et Schorsch, 1999).

4. Présentation de Pistacia lentiscus L.

Parmi les espéces du genre Pistacia, on retrouve le lentisque (Pistacia
lentiscus) qui est un arbuste connu pour 'usage de ses feuilles et fruits en médecine
traditionnelle pour leurs vertus thérapeutiques. En Algérie, le genre Pistacia est
représenté par quatre especes, en l'occurrence Pistacia lentiscus, Pistacia
terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel et Santa, 1962). Pistacia
lentiscus est un arbuste a feuilles persistantes de la famille des anacardiacées
pouvant atteindre 3 a 4 m de hauteur, allant jusqu'a 6 a 7 m dans les conditions
favorables (Fig. 7). Il se développe dans des régions arides et caractéristiques des
pays meéditerranéens (Castola et al., 2000). En méditerranée, cet arbuste a la
capacité de se développer le long d'un gradient d'humidité et de température ou les
composes volatils des différentes parties de cette plante (les feuilles, les fruits et le
mastic) ont fait I'objet de plusieurs études (Fernandez et al., 2000).

Figure 7 : Arbuste de Pistacia lentiscus L. (Belfadel, 2009)
4.2. Origine

Pistacia lentiscus est largement distribuée dans les écosystémes extrémes du
bassin méditerranéen, notamment dans les régions ensoleillées a basse altitude, et
constitue, avec les myrtes et les cistes, d'immenses broussailles appelées maquis.
C’est une espéce thermophile trés vigoureuse prospérant dans tous les terrains secs
et arides (Bhouri et al., 2010). Le lentisque se rencontre dans toutes les parties
chaudes de la méditerranée de I'Europe, de I'Asie, de I'Afrique jusqu’au Canaries
(Al-Saghir, 2006). En Algérie, Pistacia lentiscus est trés répandue dans tout le

17



littorale et le bassin de la soummam, les régions sub-littorales et jusqu’au Sahara
(Belhadj, 2002).

4.1. Description botanique :

Pistacia lentiscus, connu aussi comme l'arbre au mastic, est décrite comme l'une
des espéces ligneuses les plus importantes dans le bassin méditerranéen (Cortina
et al.,, 2008). C’est un arbuste ou arbrisseau résineux a odeur trés prononcée
buissonnant et touffu de quelques metres de hauteurs (un a trois métres) (Baba-
Aissa, 1999). Elle est caractérisée par :

- Ecorce: rougeéatre sur les jeunes branches et vire au grise avec le temps.
Lors de l'incision de I'écorce, la plante laisse s’écouler une résine irritante non
colorée et a odeur forte.

- Feuilles : persistantes, composées, paripennées, possédant un nombre pair
de folioles (quatre a dix) d’un vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus,
glabres, coriaces et dont le pétiole est bordeé d'une aile verte (Boullard B. 2000).

- Mastique: l'incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux
nommeé mastic qui, une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie.

- Fleurs : Les fleurs sont unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent

sous forme de grappe, et trés aromatiques, forment des racémes de petite
taille a l'aisselle des feuilles.on distingue les fleurs femelles des fleurs males grace a
leur couleur, vert jaunatre pour les femelles et rouge foncé pour les méles. La plante
est dioique (Somson, 1987).

- Fruit : est une baie globuleuse de deux a trois mm, d’abords rouges puis
noirs a la maturité (Abdelwahed et al., 2007 ; Charef et al., 2008).

4.3. Constituants chimiques

Comme d’autres plantes du genre Pistacia, le lentisque contient des centaines
de substances chimiques actives. L’analyse phytochimique des feuilles indique la
présence des métabolites secondaires : des tannin, flavonoides, stérol des
triterpénes et des saponoside (Bamou et al., 1997). Des composés phénoliques a
savoir les acides phénoliques notamment l'acide gallique et ses drivés glycosylés,
les flavonoides dont les flavones (Djeridane et al., 2007; Lépez-Lazaro, 2009), les
flavonols, des hétérosides et des anthocyanins (Benhammou et al., 2008; Hamlat
et Hassani, 2008), mais aussi des tannins (Wei et al., 2002; Addelwahed et al.,
2007). En outre, il a été rapporté que les parties aériennes sont extrémement riches
en monoterpénes, tels que le myrcene, a-pinene, Terpinen-4-ol, limonéne,
longifolene, B-caryophellene, D-germacrene, ©&-caryophyllene, ©&-cadinéne, a-
cadinol, B- bisabolene, B -bourbonéne et oxide de caryophylléene et camphéne
(Amhamdi et a/, 2009 ; Bamou et al., 2015, Belkhoumali, 2015).
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De méme, les fruits sont aussi riches en tannins, en monoterpénes tels que
myrcene, a-pinéne et limonéne (Baba-Aissa, 1999; Castola et al., 2000), en
flavonoides et les dérivés de galloyl (Bhouri et al., 2010) et en acides phénoliques,
notamment I'acide gallique (Addelwahed et al., 2007). On trouve aussi les acides
gras insaturés comme I'acide oléique et linoléique (Charaf et al., 2008).

4.4. Utilisations industrielles

Cette espece présente un intérét économique particulier du fait que les huiles
essentielles extraites a partir des feuilles et des rameaux sont utilisées dans la
parfumerie, en alimentation et en para-pharmacie (Longo et al., 2007 ; Amhamdi
et al., 2009). Pour la résine de Pistacia, elle est utilisée dans certains mélanges de
cosmétiques et de parfumeries; mais aussi comme ingrédient de matériau de
remplissage en dentisterie et en production de dentifrice ; car elle posséde, entre
autre, la propriété de purifier I'haleine, blanchir les dents et traiter les problémes de
gingivites (Dogan et al., 2003).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

1. Objectif

L'objectif de ce travail consiste a estimer I'efficacité de différentes doses de
phytopréparations a base d’extraits aqueux et d’huiles essentielles des feuilles de
larbre au mastic, ou Pistachier lentisque Pistacia lentiscus a I'égard des formes
larvaires de moustique Culex pipiens.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel biologique
2.1.1. Matériel végétale

Le modéle végétal convoité a été récoltée manuellement au niveau du piémont
de I'Atlas Blidéen plus précisément dans le secteur de Hammam Melouane a une
altitude de 396 metres (Latitude: 36,4833, Longitude: 3,05 ; 36° 28' 60" Nord, 3° 3’
0" Est); durant le mois de mars qui correspond au stade floraison. L’échantillonnage
s’est limité aux feuilles agées et jeunes de cette Anacardiaceae. Le matériel végétal
échantillonné, a été transporté au laboratoire ou son séchage a été persuadé a I'abri
de la lumiere. Le matériel végétal séché dont une partie est conservée en état
jusqu’a son utilisation pour lI'extraction des huiles essentielles, alors qu'une autre
partie a été écrasé dans un mortier puis il a subi un broyage a I'aide d’'un mixeur a
hélice afin d’obtenir une poudre fine. La poudre obtenue a été stocké dans des
buccaux en verre hermétiques jusqu'a son utilisation pour la préparation des extraits
aqueux.

2.1.2. Matériel animal

Le matériel biologique destiné a I'évaluation de l'efficacité des phytopréparations a
base d’extraits aqueux et d’huiles essentielles de Pistacia lentiscus est limité au 3°™
stade larvaire du nuisible a la santé publique Culex pipiens prélevés du plan d’eau du
marais coOtier de Réghaia durant la période mars-avril 2017.

La zone humide de Réghaia est située a 30Km a I'Est d’Alger, formant un débouché
naturel de la plaine de Mitidja, dont le bassin versant est de 75 Km?2. Elle est bordée
au Nord par la mer Méditerranée, au Sud par la RN24 reliant Alger a Constantine, a
I'Est par la ville de Boudouaou et a I'Ouest par la ville d’Ain Taya. C’est une zone trés
fragile et sensible aux conditions climatiques, topographiques, hydriques mais aussi
aux actions anthropiques. Cette zone est constituée par un couvert végétal halophile
tres diversifié.
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2.2. Méthodes d’étude

2.2.1. Méthode d’échantillonnage

La récolte des larves de moustiques a été conduite selon la méthode
préconisée par Rioux et al. (1965), connue sous le nom de coup de louche «
Dipping ». La méthode consiste a plonger, en plusieurs endroits du gite larvaire, un
récipient prolongée par un manche assez long pour pouvoir atteindre les endroits
difficiles d’accés. Par ailleurs, la collecte des larves a été réalisée en s’approchant
lentement du gite car toute perturbation est susceptible de faire plonger les larves et
les nymphes au fond du gite et de les rendre inaccessibles. Cette collecte consiste a
se positionner face au soleil de sorte que 'ombre ne balaie pas la surface du gite, en
restant immobile, pendant quelques secondes, pour permettre aux larves de
reprendre leur activité normale et de plonger la louche doucement dans I'eau suivant
un angle de 45°C et la retirer d'un mouvement uniforme en évitant les remous puis
verser le contenu de la louche dans un contenant (bouteille en plastique) en prenant
soin de bien I'étiqueter.et de ne pas fermer les bouteilles hermétiquement pour
permettre aux larves de respirer et enfin reporter sur le carnet d’annotation toutes les
informations concernant le gite avant de les rapporter au laboratoire.

2.2.2. Identification des larves de Culex pipiens

Cette étape de l'étude a été réalisée au laboratoire de Phytopharmacie
(département des Biotechnologies, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,
Université de Blida1). Elle consiste a identifier morphologiquement les larves de
Culex par la méthode isolement-éclaircissement-montage. Seules les larves du 4°™°
stade ont été utilisées pour lidentification vue leur facilité de manipulation et leur
chétotaxie (Bouadiba et al., 2012).

D’aprés Messai et al. (2012), le montage des larves se fait, en premier lieu, par la
réhydratation des larves conservées dans de l'alcool dans un bain d’eau distillée
pendant quelques minutes. Puis, leur éclaircissement dans une solution de potasse
(KOH) a 10% pendant environ 10 minutes, leur rincage a 'eau distillée (3 bains de 2
a 5 minutes), leur déshydratation par passage dans de l'alcool a concentration
croissante (70°,90° et 100°) pendant 15 minutes pour éliminer 'eau contenue dans
I'échantillon. Et enfin, leur montage entre lame et lamelle dans une goutte de baume
du Canada, en sectionnant & l'aide d’une fine aiguille la larve au niveau du 7°™
segment abdominal en deux parties. La partie antérieure est montée face dorsale et
la partie postérieure est montée latéralement. Les larves préparées seront
examinées sous un microscope photonique (Fig. 8).

Figure 8: Méthode d’identification des larves de Culex pipiens (Originale, 2017)
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L’identification a été faite grace au programme logiciel « Les Moustiques de I'Afrique
méditerranéenne », réalisé par I'IRD de Montpellier en collaboration avec linstitut
Pasteur de Tunis (Brunhes et al., 1999) (Fig. 9).

Epine préchypéale mince et Forme générale du siphon

Longues antennes [(G=40) effilée a Papex{G=40) (& bord droit) (Gx40)

Mentum avec piusde-huit- " Ecailles du segment Vil en i Dents distales du peigne
dents de part et d'autres de désordre et sans & pine siphonale(3 a 5 dents)

la médiane(G=40]) médiane(G=40) 1 (G=40)

Figure 9: Critéres d’identification des larves de Culex pipiens (Originale, 2017)
2.2.3. Extraction des huiles essentielles de Pistacia lentiscus

La matiére végétale est immergée directement dans un ballon rempli d’eau,
placé sur une source de chaleur (Chauffe ballon), le tout est ensuite porté a
I'ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant puis elle récupérées
dans une ampoule a décanter et I'huile essentielle se séparé de I'hydrolat par simple
différence de densité (Hellal, 2011). Le milieu réactionnel constitué par 100 g de la
matiére végétale et de 600 ml d'eau distillé est porté a ébullition grace a un chauffe-
ballon. Une fois, I'ébullition s’effectue les cellules éclatent et se commencent a
dégager leurs contenus en huiles essentielles, qui par la suite transportent avec le
vapeur d’eau jusqu'a le réfrigérant, et aprés la condensation dans ce dernier I'huile
se rassemble dans une ampoule a décantation. Les huiles essentielles récupérées

dans de petits flacons opaques et stockée a 4°C.

2.2.4. Préparation des extraits aqueux de Pistacia lentiscus

Les extraits aqueux sont préparés selon la méthode décrite par Royet al.
(2011). La procédure prévoit une macération a froid qui consiste a prendre 25 g de la
poudre végétal et a I'additionner a 250 ml d’eau distillée sous agitation magnétique
horizontal pendant 72 h a la température ambiante (24-27°C). Les macérat obtenus
ont été centrifugés pendant 15min avec une vitesse de 4000 tr/min pendant 15min.
puis le surnageant est récupéré.
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2.2.5. Formulations

Les formulations sont préconisées dans le but d’optimiser I'activité biologique
des I'extraits aqueux et des huiles essentielle de Pistacia lentiscus. La formulation a
été réalisée au niveau du laboratoire de phytopharmacie du Département des
biotechnologies, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Blida1.

- Formulation des extraits aqueux, a été préparée selon la méthode décrite
par Lesueur (2006). Elle est préparée par un mélange contenant 70% d’extrait
aqueux et de 30% de solvant et d’émulsifiant ;

-Formulation des huiles essentielles, a été préparée selon la méthode
décrite par Moussaoui et al. (2014). Elle est obtenue par lutilisation d’huiles
essentielles (14%) comme matiére active auquel un mélange de mouillant, de
pénétrant et de tension actif sont ajoutés, apres une agitation active a I'UltraTurrax
IKA.

2.2.6. Dilutions des phytopréparations et présentation du témoin positif
- Phytopréparations a base d’extrait aqueux

Trois doses de concentrations ascendantes ont été préparées par le
surnageant de l'extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus. Les doses
préconisées pour I'extrait brut sont comme suite : EABD1 (1ml/l), EABD2 (2ml/l) au
EABD3 (4ml/l). L’effet biocide des différentes dilutions est comparé a un témoin
négatif TEAB (00ml/100ml). En revanche, les doses préconisées pour [I'extrait
formulé sont comme suite : EAFD1 (1mll/l), EAFD2 (2ml/l) au EAFD3 (4ml/l). L'effet
biocide des différentes dilutions est comparé aux témoins négatifs relatifs TFD1
(1ml/l), TED2 (2mi/1).et TFD3 (4ml/l).

- Phytopréparations a base d’huiles essentielles

Trois doses de concentrations ascendantes ont été préparées par les huiles
essentielles des feuilles de Pistacia lentiscus. Les doses préconisées pour la
phytopréparation formulée sont comme suite : HEFD1 (0,25g/l), HEFD2 (0,5g/l) au
HEFD3 (0,75g/l). L'effet biocide des différentes dilutions est comparé aux témoins
négatifs relatifs THEFD1 (0,25g/l), THEFD2 (0,5g/I).et THEFD3 (0,75g/l).

- Témoin positif (Spinosad)

Le spinosad est un insecticide d’origine biologique composé d’'un meélange de
deux métabolites (spinosynes A et D) synthétisés par la bactérie Saccharopolyspora
spinosa, du groupe des actinomycétes. Le mode d’action du spinosad est unique car
il agit a la fois sur les récepteurs GABA et nicotiniques (Salgado, 1998). Le
spinosad posséde une trés faible toxicité pour les mammiféres [(DL50 pour le rat par
ingestion de 3 783 a 5 000 mg/kg (Tomlin, 2000), 'environnement et la faune non
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cible (DowElenco 1994 ; Miles & Dutton, 2000 ; Williams et al., 2003)]. Il est par
exemple 100 a 1 000 fois moins toxique pour la faune aquatique et en particulier les
poissons que les insecticides de la famille des pyréthrinoides (Bret et al., 1997). Sur
les souches sensibles aux insecticides de trois moustiques d’intérét médical :Aedes.
aegypti, Anopheles. gambia. et de Culex. quinquefasciatus, les concentrations
létales 50 (CLsp) ont été respectivement de 0,35 ; 0,01 ; et 0,093 mg/L. Une autre
étude réalisée avec un concentré émulsifiable (EC) de spinosad titrant 4,8 % de
matiére active a donné des CLsy de 0,0096 mg/L sur Ae. aegypti, 0,0064 mg/L sur
Cx. pipiens et de 0,039 mg/L sur An. stephensis (Romi et al., 2006).

Les doses préconisées pour le Spinosad sont comme suite : SPD1 (0,5ml/l), SPD2
(1ml/1) au SPD3 (2ml/l). L’effet biocide des différentes dilutions est comparé a un
témoin négatif TSP (00ml /1).

2.2.7. Application des traitements

Les tests d’évaluation des potentialités larvicide des phytopréparations a base
d’extraits aqueux et d’huiles essentielles de Pistacia lentiscus a I'égard des larves du
3eme stade larvaire de Culex pipiens ont été conduit selon le protocole de
'Organisation Mondiale de la Santé (0.M.S,2005). Les expérimentations ont été
réalisées dans des gobelets de 5cm de diamétre, avec des lots de 10 larves de
moustiques. Dans chaque gobelet, a été versé un mélange constitué de 100ml
d’eau distillée additionnée de la dose correspondante de solution de larvicide. Les
traitements sont réalisés au niveau du laboratoire de phytopharmacie du
Département des biotechnologies, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,
Université de Blida1, dans des conditions ambiantes (25 - 28°C et 60-80H%). L’essai
est réalisé en 3 répartitions étalées sur une période de 72h (Fig. 10).pour les
phytopreparation a base d’extrait aqueux et sur une période de 18h pour les huiles
essentielles (fig.10).

| Fhytopréparation a base

|
* !
Drexirait agueus brue Dexbrail aguenx Konvidz DMolles essentiobes Témolns  peégatifs
rejotirs

¥

|'Il::l|JI || 200l | | 400p | | 100ul | |2E':I|.II | | 400p || 00259 | | 0,050 || 0,0754g I Eau slistillde pour
| EAB
A AR g Addiben 3 4600m fesu Acidlion s 100 d e — -
Sl : e Eauv ostllae iormulaa
poar Ea&F st HEF

Figure 10: Schéma récapitulatif de la logique des traitements appliqués sur les
larves de Culex pipiens
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2.2.8. Estimation du taux de mortalité

Selon Marmonieret al. (2006), le taux de mortalité est le taux de disparition
d’individus dans des conditions d’environnement données (varient en fonction de la
population considérée et des facteurs du milieu). Il est donné par la diminution de la
population par mortalité/variation du temps.

2.2.8.1. Calcul du pourcentage de la mortalité observée

Le pourcentage de mortalité observée chez les individus témoins et testé été
estimé par la formule suivante :

i . —Nombre d'individ t
Mortalité observée=—— _“5 I,m,” " x 100
Nombretotal des individus

2.2.8.2. Calcul du pourcentage de la mortalité corrigée

Le nombre d’individus dénombrés morts dans une population traitée par un
toxique n’est pas le nombre réel d'individus tués par ce toxique. Il existe, en fait dans
toute population traitée une mortalité naturelle qui vient s’ajouter a la mortalité
provoquee par ce toxique, les pourcentages de mortalité doivent étre corrigés par la
formule d’Abbott (1925).

Mortalité c:cnrrrign:ée:Mz_wIi x 100

100-M1

Avec :

M1 :pourcentage de mortalité dans le témoin
M2 : pourcentage de mortalité dans le lot traité
Si la mortalité du témoin dépasse 20% le test est annulé

3. Analyses statistiques des données

L’analyse statistique a concerné ['évaluation de [activité insecticide des
phytopréparations a base d’extrait aqueux et d’huiles essentielles des feuilles de
Pistacia lentiscus sur les larves du troisieme stade larvaire Culex pipiens. Les
analyses de la variance sont faites sur des moyennes homogenes adoptées sur la
base d’un coefficient de variance (C.V. <15%). La tendance de la variation
temporelle des mortalités corrigées des larves de Culex pipiens par rapport a leurs
réactions aux différentes phytopréparations a base d’extrait aqueux et d’huiles
essentielles des feuilles de Pistacia lentiscus ont été établies par une analyse en
composante principale (A.C.P.). La projection des variables sur les deux axes de
'analyse multivariée a été conduite par le logiciel (PAST vers. 1.37) (Hammer et al.,
2001). La signification des comparaisons des moyennes a été confirmée par un test
de comparaison par paire (Test GLM et le Test Tukey). Les contributions
significatives retenues sont au seuil d’'une probabilité de 5%, les calculs ont été
déroulés par le logiciel XLSTAT vers. 9 (SPSS, 2016).
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Chapitre Il : Résultats et discussion

La présente étude vise [l'estimation des potentialités larvicides de
phytopréparations formulées a base d’extrait aqueux et de 'huile essentielle
du Pistachier lentisque Pistacia lentiscus a I'égard des larves du troisiéme
stade de Culex pipiens.

1. Potentialité larvicide d’une formulation a base d’extrait aqueux de
Lentisque a I’égard des larves L3 de Culex pipiens

1.1. Evolution temporelle des mortalités observées de Culex pipiens
sous l'effet des différentes phytopréparations a base d’extrait
aqueux de Lentisque et de Spinosad

Selon la figure 11, I'évolution temporelle de la mortalité observée chez
le troisieme stade larvaire de Culex pipiens sous l'effet des phytopréparations
a base d’extraits aqueux brut et formulé et du Spinosad montre un effet
larvicide plus important selon le degré de concentration des dilutions utilisées,
obéissant a un gradient positif D1<D2<D3 pour [l'extrait aqueux brut
(Fig. 11a), I'extrait aqueux formulé (Fig. 11c) et le Spinosad (Fig. 11e). La
mortalité signalée sous I'effet des différents traitements se détache nettement
de la mortalité signalée chez les difféerents témoins.

L’efficacité des phytopréparations et du Spinosad apparait respectivement
dés 24h et 6h d’exposition des larves L3 pour 'ensemble des traitements
(Fig. 11a, c et e). Sous l'effet de I'extrait brut, I'activité larvicide du principe
actif s’accentue graduellement dans le temps. Elle affiche des mortalités
importantes aprés 48h et 72h d’exposition (Fig. 11a). En revanche, sous
I'effet de I'extrait aqueux formulé et du Spinosad, la mortalité la plus
importante est signalé successivement des 12 et48h d’exposition aux forte
doses(Fig.11c et e)

La présentation graphique en Box Plot des données expérimentales est
avancée dans le but d’apprécier la variation des mortalités observées sous
I'effet des différentes doses des phytopréparations a base d’extrait aqueux et
du Spinosad (Fig. 11b, d et f). La comparaison des mortalités observées sous
'effet des fortes doses annonce une similarité d’effet entre I'extrait aqueux
brut (EABD3:Q=50, Q2=80, Q3=95) et [Iextrait aqueux formulé
(EAFD3 :Q¢=57,5, Q»=80, Q3=82,5) (Fig. 11b et d). Cependant, la forte dose
de Spinosad, dépasse largement l'effet des phytopréparations en termes de
mortalitt maximale, mais elle s’ajuste au niveau des mortalités minimales
(SPD3 :Q4=42,5, Q2=Q3=100) (Fig. 11f). Les doses EABD2, EAFD2 et SPD2
signalent des mortalités proches.
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Figure 11: Variation de la mortalité observée des larves L3 de Culex
pipiens sous I'effet des différents extraits aqueux et de Spinosad

TEAB : 00ml, EABD1 : 1ml/l, EABD2 :2ml/l, EABD3 : 4ml/l, TFD1 :1ml/l,
TFD2: 2ml/l, TFD3 : 4ml/l, EAFD1 :1ml/l, EAFD2 :2ml/l, EAFD3 :4ml/l,
TSP : 00ml, SPD1 :0.5ml/l, SPD2 :1ml/l, SPD3 :2ml/l



1.2. Evolution temporelle des mortalités corrigées de Culex pipiens
sous l'effet des différentes phytopréparations a base d’extrait
aqueux de Lentisque

La fluctuation temporelle des mortalités corrigées suit la méme
tendance que celle signalée chez I'évolution temporelle de la mortalité
observée (Fig. 12).

Les larves L3 de Culex pipiens enregistrent des taux de mortalité plus
imposant selon le degré de concentration des dilutions utilisées, obéissant a
un gradient positif D1<D2<D3 pour I'extrait aqueux brut (Fig. 12a), I'extrait
aqueux formulé (Fig. 12c) et le Spinosad (Fig. 12e).

Le taux de mortalité signalé sous l'effet de I'extrait aqueux formulé et du
Spinosad (Fig. 12c et e) se détache nettement du taux de mortalité signalé
sous l'effet de I'extrait aqueux brut (Fig. 12a) en termes d’'importance.

L’efficacité des phytopréparations et du Spinosad apparait respectivement
dés 24h et 6h d’exposition des larves L3 (Fig. 12a, c et e). Sous l'effet de
I'extrait brut, I'activité larvicide du principe actif s’accentue graduellement
dans le temps. Elle affiche des mortalités importantes aprés 48h et 72h
d’exposition (Fig. 12a).

En revanche, sous l'effet de I'extrait aqueux formulé et du Spinosad, la
mortalité la plus importante est signalée successivement des 48h et 12h
d’exposition aux fortes doses (Fig. 12c et e).

Les boites graphiques en BoxPlot montrent que le taux de mortalité corrigée
se rapproche sous leffet des fortes doses de [Iextrait aqueux brut
(EABD3 :Q4=50, Q»=78,8, Q3=94,7) et [Iextrait aqueux formulé
(EAFD3 :Q1=56,11, Q2=79,44, Q3=82,83) (Fig. 12b et d).

Cependant, la dose moyenne de I'extrait aqueux formulé (EAFD2 :Q4=40,80,
Q2=63, Q3=75,80) se tend pour se rapprocher de I'effet de la dose moyenne
du Spinosad (SPD2 :Q1=18,4, Q»=78,9, Q3=100) (Fig. 12f).
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Figure 12: Variation de la mortalité corrigée des larve L3 de Culex
pipiens sous I'effet des différents extraits aqueux et de Spinosad



1.3. Tendance de [lactivité larvicide des différentes
phytopréparations a base d’extrait aqueux de Lentisque et de
Spinosad sur Culex pipiens

L’analyse en composantes principales (A. C. P) effectuée avec le logiciel
PAST a partir des valeurs des mortalités corrigées des L3 de Culex pipiens
est satisfaisante pour les parametres étudiés (facteur phytopréparations &
facteur doses) dans la mesure ou plus de 90% de la variance est exprimée
sur les deux premiers axes (Fig. 13)
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Figure 13: Projection des mortalités corrigées des larves L3 de Culex
pipiens sous I'effet des extraits aqueux et de Spinosad sur les deux
axes de I’A.C.P.

La Projection des valeurs des mortalités corrigées des larves de C. pipiens
sur le premier axe 1 (89,75%) montre que les différentes phytopréparations a
base d’extrait aqueux de Pistacia lentiscus et le Spinosad (en fonction du type
de formulations et des concentrations du principe actif) affichent une
corrélation positive avec le temps d’exposition (Fig13). Les projections des
vecteurs relative aux mortalités corrigées informent que les différentes
phytopréparations de I'extrait aqueux brut et formulé du Pistachier montrent
réellement leurs potentiel larvicide a I'égard des larves L3 de C. pipiens qu’a
partir de 48h d’exposition aux traitements et qui s’accentue vers les 72h
d’exposition. Cependant, le Spinosad, affiche des mortalités trés précoces
visibles dés 12h d’exposition et qui s’affirmes vers 18h d’exposition.
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1.4. Etude comparée de [I'activité larvicide des différentes
phytopréparations a base d’extrait aqueux de Lentisque et de
Spinosad sur L3 de Culex pipiens

Une analyse type G.L.M a été utilisée pour chaque facteur étudié. Les
résultats graphiques sont consignés dans la figure (Figure 14).

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que le temps d'exposition
enregistre un effet trés significative sur le taux de mortalité corrigée des larves
L3 de Culex pipiens pour 'ensemble des traitements (p<0,0001) (Fig. 14A, C,
E et G). Le test de comparaison multiple Post-Hoc de Tukey, désigne pour la
phytopréparation a base d’extrait aqueux brut, la présence de 3 groupes
homogenes relatifs aux paliers temporels d'activité larvicide. Le premier palier
est signalé a 24h d'exposition montrant le taux de mortalité le plus faible,
affilié au groupe homogéne (c). Le deuxiéme palier est remarquable apres
48h d'exposition montrant une mortalité corrigée modérée, affilié au groupe
homogene (b). Enfin, le troisieme palier est visible dés 72h d'exposition
exprimant le taux de mortalité corrigée le plus important, affiliée au groupe
homogéne (a) (Fig. 14A). Le méme test indique pour la phytopréparation a
base d’extrait aqueux formulé, la présence de 2 groupes homogénes relatifs
aux paliers temporels d'activité larvicide. Le premier palier est signalé a 24h
d'exposition montrant le taux de mortalité le plus faible, affilié au groupe
homogeéne (b). Le deuxiéme palier est remarquable aprés 48h d'exposition et
qui s’étale a 72h d’exposition relatant le taux de mortalité corrigée le plus
important, affiliée au groupe homogene (a) (Fig. 14C). Le temps d’exposition
a la phytopréparation a base d'extrait aqueux formulé engendre des
mortalités corrigées plus importantes qu’au temps d’exposition a la
phytopréparation a base d’extrait brut (Fig. 14A et C).

Enfin, le test de comparaison désigne pour le Spinosad la présence de 3
groupes homogenes. Le premier palier est signalé a 6h d'exposition montrant
le taux de mortalité le plus faible, affilié au groupe homogene (c). Le
deuxiéme palier montre une mortalité corrigée écrasante dés 12h
d'exposition, affilié au groupe homogene (b). Le troisieme palier est visible
dés 18h d'exposition exprimant le taux de mortalité corrigée le plus important,
affiliée au groupe homogéne (a) (Fig. 14E). La comparaison entre les paliers
temporels des phytopréparations a base d’extrait aqueux et du Spinosad
affiche la présence de trois groupe temporels. Spinosad entraine des
mortalités importantes aprés 18h d’exposition (Groupe homogéne A). Le
Spinosad exprime a 12 h d’exposition le méme taux de mortalité enregistré
chez les phytopréparations a 72h (Groupe homogene B) (Fig. 14G).
Concernant, le facteur doses, I'analyse de la variance montre que la mortalité
corrigée est significativement tributaire des doses des phytopréparations a
base d’extrait aqueux de Lentisque et de Spinosad. (p<0,0001%). Les
résultats du test de Tukey reportés dans la figure (14B, D, F et H) montrent la
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Figure 14: Variation des mortalités corrigées selon les facteurs temps et
doses des phytopréparations a base d’extraits aqueux et de Spinosad
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Présence de 3 groupes homogénes d’efficacité (a, b et c), dont la mortalité
corrigée la plus marquée est allouée aux fortes doses EABD3, EAFD3 et
SPD3 formant ainsi le groupe homogéne (a), par conséquent les groupes
homogene (b) et (c) renferment simultanément les doses EABD2, EAFD2 et
SPD2 et EABD1, EAFD1 et SPD1 dont la mortalité corrigée est moins
importante. La vision globale des potentialités larvicides des différents
traitements montre a travers le test de Tukey que les fortes doses des
phytopréparations a base d’extrait aqueux brut et formulé engendrent des
mortalités corrigées trés similaire que la forte dose du Spinosad (Fig. 14H).

2. Potentialité larvicide d’une formulation a base d’huile essentielle de
Lentisque a I’égard des larves L3 de Culex pipiens

2.1. Evolution temporelle des mortalités observées des L3 de Culex
pipiens sous l'effet de I’huile essentielle de Lentisque formulée et
de Spinosad

Selon la figure 15, I'évolution temporelle de la mortalité observée chez
le troisieme stade larvaire de Culex pipiens sous I'effet de la phytopréparation
formulée a base d’huile essentielle de Lentisque et du Spinosad montre un
effet larvicide plus important selon le degré de concentration des dilutions
utilisées, obéissant a un gradient positif D1<D2<D3 la phytopréparation
formulée a base d’huile essentielle de Lentisque (Fig. 15a) et le Spinosad
(Fig. 15c). La mortalité signalée sous l'effet des différents traitements se
détache nettement de la mortalité signalée chez les différents témoins.

L’efficacité de I'huile essentielle formulée et du Spinosad apparait dés 6h
d’exposition des larves L3 aux deux traitements (Fig. 15a et c). Sous I'effet de
lhuile essentielle formulée, l'activité larvicide du principe actif s’accentue
graduellement dans le temps. Elle affiche des mortalités importantes apres
12h et 18h d’exposition (Fig. 15a). En revanche, sous l'effet du Spinosad, la
mortalité la plus importante est signalée des 12h d’exposition aux fortes
doses (Fig. 15c).

Les BoxPlot des mortalités observées sous l'effet des fortes doses annoncent
une similarité d’'effet entre I'huile essentielle formulé (HEFD3 :Q4=70, Q2=95,
Q3=100) et le Spinosad (SPD3:Q1=42,5, Q;=Q3=100) (Fig. 15b et d).
Cependant, la dose moyenne de I'huile essentielle formulé (HEFD2 :Q4=57,
Q2=87, Q3=95) se montre plus performante que la dose moyenne du
Spinosad (SPD2 :Q4=22,5, Q»,=80, Q3=100) en termes d’activité larvicide
(Fig. 1b et d).
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Figure 15: Variation de la mortalité observée des larve L3 de Culex
pipiens sous I'effet de I’huile essentielle formulée et de Spinosad

THEFD1 :0.25¢g/I, THEFD2 :0.5g/l, THEFD3 : 0.75g/l, HEFD1 :0.25¢/l,
HEFD2 : 0.5g/l, HEFD3 : 0.75g/l, TSP : 00ml, SPD1 :0.5ml/l,

SPD2 :1ml/l, SPD3 :2ml/l.

2.2. Evolution temporelle des mortalités corrigées des L3 de Culex
pipiens sous l'effet de I’huile essentielle de Lentisque formulée et

de Spinosad

La fluctuation temporelle des mortalités corrigées des larves L3 de
Culex pipiens enregistrent des taux de mortalité plus imposant selon le degré
de concentration des dilutions utilisées, obéissant a un gradient positif
D1<D2<D3 pour l'huile essentielle formulée (Fig. 16a), et le Spinosad
(Fig. 16c¢).
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Figure 16: Variation de la mortalité corrigée des larve L3 de Culex
pipiens sous I'effet de I’huile essentielle formulée et de Spinosad

L’efficacité temporelle de la phytopréparation formulé a base d’huile
essentielle se détache nettement du Spinosad dés 6h d’exposition des larves
L3 pour 'ensemble des doses (Fig. 16a et c).

Sous l'effet des deux traitements considérés, I'activité larvicide du principe
actif s’accentue graduellement dans le temps. Elle affiche des mortalités
importantes aprés 6h et 12h d’exposition (Fig.16a et c).

Les boites graphiques en BoxPlot montrent que le taux de mortalités

corrigées se rapproche sous l'effet des fortes doses de la phytopréparation
formulé a base d’huile essentielle et le Spinosad (Fig. 16 b et d).
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2.3. Tendance de I’activité larvicide de la phytopréparation a base
d’huile essentielle de Lentisque et de Spinosad sur les L3 de Culex

pipiens

L’analyse en composantes principales (A. C. P) effectuée sur la base
des valeurs des mortalités corrigées des L3 de Culex pipiens est satisfaisante
pour les parametres étudiés (facteur phytopréparations & facteur doses) dans
la mesure ou plus de 90% de la variance est exprimée sur les deux premiers

axes (Fig. 17)
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Figure 17: Projection des mortalités corrigées des larves L3 de Culex
pipiens sous l'effet de I’huile essentielle formulée et de Spinosad sur les
deux axes de I’A.C.P.

La Projection des valeurs des mortalités corrigées des larves de C. pipiens
sur le premier axe 1 (98,6%) montre que les différentes doses de la
phytopréparation formulée a base d’huile essentielle de Pistacia lentiscus et
le Spinosad annoncent une corrélation positive avec le temps d’exposition
(Fig. 17). Les projections des vecteurs relative aux mortalités corrigées
informent que I'huile essentielle formulée aux doses HEFD2 et HEFD3 ainsi
que le Spinosad sous la dose SPD3 montrent leurs potentiel larvicide a
'égard des larves L3 de C. pipiens dés 12h d’exposition. Quant aux doses
moyenne (SPD2) et faibles (SPD1 et HEFD1) leur efficacité ne s’affirmes que

vers 18h d’exposition.
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24. Etude comparée de I'activité larvicide des différentes
phytopréparations a base d’huile essentielle de Lentisque sur les
L3 de Culex pipiens

Les résultats graphiques de l'analyse de la variance type GLM relatifs
aux facteurs étudiés sont consignés dans la figure (Figure 18). lls montrent
que le temps d'exposition enregistre un effet trés significatif sur le taux de
mortalité corrigée du troisieme stade larvaire de Culex pipiens. Le test Post-
Hoc de Tukey, désigne la présence de 2 groupes homogenes relatifs aux
paliers temporels d'efficacité de la phytopréparation formulée a base d’huile
essentielle de Lentisque. Le premier palier est signalé a 6h d'exposition
dévoilant le taux de mortalité le plus faible, affilié au groupe homogéne (b). Le
deuxiéme palier est remarquable pareillement aprés 12h et 18h d'exposition
dévoilant une mortalité corrigée plus importante, affiliée au groupe homogéne
(a) (Fig. 18A). Concernant, le Spinosad, le test de comparaison signale la
présence de 3 groupes homogénes. Le premier palier est signalé a 6h
d'exposition montrant le taux de mortalité le plus faible, affilié au groupe
homogéne (c). Le deuxieme palier montre une mortalité corrigée écrasante
dés 12h d'exposition, affilié au groupe homogene (b). Le troisieme palier est
visible dés 18h d'exposition exprimant le taux de mortalité corrigée le plus
important, affiliée au groupe homogeéne (a) (Fig. 18C).

La mortalité corrigée est significativement différentes sous l'effet du facteur
doses de la phytopréparation formulée a base d’huile essentielle de Lentisque
et du Spinosad. Globalement, le Test de Tukey désigne la présence de 3
groupes homogeénes d’efficacité (a, b et c), dont la mortalité corrigée la plus
marquée est allouée aux fortes doses HEFD2, HEFD3 et SPD3 formant ainsi
le groupe homogéne (a), par conséquent les groupes homogene (b) et (c)
renferment simultanément les doses HEFD1 et SPD1, SPD2 dont la mortalité
corrigée est moins importante (Fig. 18B et D).

L'analyse de la variance des mortalités corrigées confirmée par le Test de
Tukey relative a la vision globale des potentialités larvicides des différents
traitements montre que la forte dose de I'huile essentielle formulée HEFD3
provoque les taux de mortalité les plus importantes, alors que la dose
moyenne de l'huile essentielle formulée HEFD2 s’ajuste au méme taux de
mortalité signalé sous I'effet de la forte dose du Spinosad SPD3 (Fig. 18F).
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Figure 18: Variation des mortalités corrigées selon les facteurs temps et
doses de I’huile essentielle formulée et de Spinosad

L'analyse de la variance appliquée a la mortalité corrigée est significativement
différente sous l'effet du facteur doses des phytopréparations a base d'extrait
aqueux de Lentisque et du Spinosad (Fig. 19). Le résultat du test de Tukey
reporté dans la figure 19 montre les performances des différents traitements.
Ainsi, nous dressons le gradient des potentialités larvicide des bioproduits
testés :
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Figure 19: Performances larvicide des différentes phytopréparations a
base d’extrait aqueux et d’huile essentielle de Lentisque et de Spinosad

TEAB : 00ml, EABD1 : 1ml/l, EABD2 :2ml/l, EABD3 : 4ml/l, TFD1 :1ml/l,
TFD2: 2ml/l, TFD3 : 4ml/l, EAFD1 :1ml/l, EAFD2 :2ml/l, EAFD3 :4ml/l,
THEFD1 :0.25¢g/I, THEFD2 :0.5g/l, THEFD3 : 0.75g/l, HEFD1 :0.25¢/l,

HEFD2 : 0.5g/l, HEFD3 : 0.75g/| TSP : 00ml, SPD1 :0.5ml/I,
SPD2 :1ml/l, SPD3 :2ml/|
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Chapitre IV : Discussion générale

En raison des problemes liés a l'utilisation des insecticides chimiques
et leur impact nocif sur la santé et I'environnement, le recours a des alternatifs
naturels remplissant le méme réle que celui des insecticides de synthése, et
présentant des avantages écologiques et économiques, s’aveére nécessaire.
Des études récentes ont montré que les produits naturels issus des plantes et
les métabolites secondaires représentent une importante source de
molécules pouvant étre exploitées dans différents domaines entre autres
'entomologie médicale. Cette recherche s’inscrit dans le cadre de la
valorisation de certains métabolites issus de plantes afin de mettre au point
des méthodes de lutte intégrée, peu onéreuses, efficaces et aisément
utilisables dans la lutte contre les moustiques. Trois objectifs ont été menés
tout au long de ce travail. Le premier concernait I'étude de la sensibilité des
larves de Culex pipiens de troisieme stade vis-a-vis des différentes
concentrations de phytopréparations a base d’extrait aqueux et d’huiles
essentielles de Pistacia lentiscus. Le second, est de connaitre si la nature des
métabolites secondaires présente les mémes activités biologiques. Le
troisieme c’est de savoir si la formulation du bioproduit sécurise le principe
actif et améliore son efficacité contre les larves Culex. Une comparaison de
I'activité des extraits du pistachier lentisque avec un biolarvicide homologué
(Spinosad) tres efficace et faite dans le bute de bien valoriser les
phytoproduits.

Les résultats de cette étude semblent étre intéressants et confirment le
pouvoir biolarvicide des phytopréparations du nuisible a la santé publique
ciblé a savoir Culex pipiens. Toutefois, nous dénotons les aspects suivants :

Pour I'ensemble des traitements, les résultats obtenus ont montré une
variabilité dans le taux de mortalité, cependant les doses testées ont présenté
un effet toxique qui a évolué progressivement dans le temps. Les mémes
résultats signalent une progression de toxicité selon le degré de concentration
des dilutions utilisées obéissant a un gradient positif D1<D2<D3. L'analyse de
la variance relatifs aux facteurs étudiés montre que le temps d'exposition
enregistre un effet tres significatif sur le taux de mortalité corrigée du
troisieme stade larvaire de Culex pipiens et que la mortalité corrigée est
significativement différente sous l'effet du facteur dose des différents
traitements a base de phytopréparation et du Spinosad. La vision globale des
potentialités larvicides des différents traitements montre a travers le test de
Tukey que les fortes doses des phytopréparations a base d’extrait aqueux
brut et formulé engendrent des mortalités corrigées tres similaire que la forte
dose du Spinosad . Aussi, la forte dose de I'huile essentielle formulée HEFD3
provoque les taux de mortalité les plus importantes, alors que la dose
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moyenne de l'huile essentielle formulée HEFD2 s’ajuste au méme taux de
mortalité signalé sous I'effet de la forte dose du Spinosad SPD3. Concernant
les taux de mortalités signalés par l'activité larvicide de I'extrait aqueux brut
et formulé tend a se rapprocher, malgré que l'extrait aqueux formulé ne
contenait que 70% de [l'extrait brut de Pistacia lentiscus. Nos résultats
s'articulent avec les propos de Constant (2009), qui signale que les adjuvants
sont des substances dépourvues d’activités biologiques mais capables de
modifier les propriétés physiques ou biologiques des préparations
phytosanitaires. Il estime que linfluence des adjuvants sur les produits
formulés permet 'augmentation de la résistance a la photodégradation de la
molécule. Nous estimons que Iles potentialités larvicides des
phytopréparations testées, sont dues leur composition chimique riche en
meétabolites secondaires, I'extrait aqueux est riche en tanins flavonoides et
des térpenoides. Tandis que I'huile essentielle est riche en monoterpénes
come composés majoritaires et des sesquiterpénes. L'hypothése avancée
corrobore avec les travaux de Huignard et al. (2008), qui ont montré que les
monoterpénes contenus dans les huiles essentielles sont des neurotoxiques
qui agissent sur différentes cibles en fonction de leur nature chimique. Selon
Ryan et Byrne (1988), cinq monoterpénes (citral, pulegone, linalol, bornyl
acétate et cinéole) représentant chacun un groupement fonctionnel donné
(aldéhyde, cétone, alcool, ester et éther) sont des inhibiteurs réversibles
compétitifs occupant le centre du site actif hydrophobique de
I'acétylcholinestérase (AChE). D’autres composeés terpéniques ont également
montré une efficacité dans l'inhibition de 'AChE in vitro. Selon Isman (1999),
les huiles essentielles agissent directement sur a cuticule des insectes et
acariens a corps mou car plusieurs huiles essentielles semblent plus efficaces
sur les arthropodes a corps mou.

D’aprés les travaux de Sayah et al. (2014), l'activité de trois huiles
essentielles (Citrus aurantum, Citrus siensis et Pistacia lentiscus) sur les
larves de Culex pipiens, ont montré une activité larvicide, ces huiles sont
composeés majoritairement par des monoterpenes qui sont célébres pour leur
propriétés insecticides. Les travaux de Tchombougnang et al. (2008),
relatifs a [lactivité larvicide sur Anopheles gambiae de quatre plantes
(Cymbopogon citratus, Ocimum canum, Ocimum gratissimum et Thymus
vulgaris). Les huiles essentielles de ces derniers composés principalement de
monoterpénes possédent de remarquables propriétés larvicides.

Concernant les extrait aqueux, on peut citer I'activité larvicide des plantes
suivantes, Hemidesmus indicus, Gymnema sylvestre et Eclipta prostrata vis a
vis des larves de Culex quinquefasciatus, cette activité est confirmé dans la
recherche de Gopiesh et al. (2006), une analyse phytochimique révele la
présence des carbohydrates, saponines, phytostérols, phénols, flavonoides et
des tanins, Les saponosides étaient le composé majoritaire suivi par les
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tanins dans les trois plantes. D’autres plantes étudiées dont leurs extraits
aqueux possédent une activité larvicide, les fruits de Citrullus colocynthis
contre Culex pipiens et Culiseta longeariolata (Merabti et al., 2015); I'activité
bioinsecticide de I'extrait aqueux d ‘Euphorbia gugoniana (Khemassi et al.,
2015). De ce que nous avons pu avancer comme resultats, les
phytopréparations testées et évaluées, ont montrés une remarquable activité
larvicide contre les larves de Culex pipiens.
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Conclusion et perspective

Le concept de lutte biologique mérite d’étre développé lors d’intervention
sanitaire en milieu urbain et périurbain. Dans cette optique, notre étude vise la
valorisation et I'optimisation de I'activité larvicide d’une bioformulation a base
d’extrait aqueux et dhuiles essentielles d'une plante aromatique et
médicinale Pistacia lentiscus contre Culex pipiens, qui représente une
menace pour la santé humaine et animale étant donné qu’il peut étre vecteur
de plusieurs maladies.

Les résultats de cette étude ont révélés, pour 'ensemble des traitements, que
la fluctuation temporelle des mortalités corrigées des larves L3 de Culex
pipiens enregistrent des taux de mortalité plus imposant selon le degré de
concentration des dilutions utilisées, obéissant a un gradient positif
D1<D2<D3 pour I'huile essentielle formulée, le Spinosad, I'extrait aqueux brut
et formulé.

Sous leffet de l'extrait aqueux brut, l'activité larvicide du principe actif
s’accentue graduellement dans le temps. Elle affiche des mortalités
importantes aprés 48h et 72h d’exposition. En revanche, sous l'effet de
I'extrait aqueux formulé et du Spinosad, la mortalité la plus importante est
signalée successivement des 48h et 12h d’exposition aux fortes doses. Le
Spinosad, affiche des mortalités trés précoces visibles dés 12h. La vision
globale des potentialités larvicides des différents traitements montre que les
fortes doses des phytopréparations a base d’extrait aqueux brut et formulé
engendrent des mortalités corrigées trés similaire que la forte dose du
Spinosad.

Concernant les huiles essentielles, les résultats montrent que le taux de
mortalités corrigées se rapproche sous l'effet des fortes doses de la
phytopréparation formulé a base d’huile essentielle et de Spinosad. La
mortalité corrigée informe que l'huile essentielle formulée ainsi que le
Spinosad montrent leurs potentiels larvicides a I'égard des larves L3 de C.
pipiens dés 12h d’exposition. Les potentialités larvicides des différents
traitements montre que la forte dose de I'huile essentielle formulée provoque
les taux de mortalité les plus important, alors que la dose moyenne de I'huile
essentielle formulée s’ajuste au méme taux de mortalité signalé sous I'effet de
la forte dose du Spinosad. Les huiles essentielles et les extraits aqueux
évaluées et comparés avec le Spinosad ont montré une intéressante
activité larvicide envers les Culex pipiens.

Ainsi, I'intérét de la formulation est prouvé par I'efficacité de I'extrait aqueux
formulé (70% principe actif) qui a affiché des taux de mortalités comparables
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a ceux de l'extrait aqueux brut (100%principe actif), et huile essentielle
formulé avec une activité biolarvicide similaire avec le Spinosad.

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour I'application des
huiles essentielles et des extraits aqueux des poudres végétales dans la
production des bio-insecticides. Nous envisagerons de poursuivre cette
étude afin de préciser la nature des composés chimiques responsables de
l'activité larvicide par un fractionnement mené en paralléle avec les tests de
sensibilité. Aussi nous proposons d’évaluer ['activité larvicide d’autres
espéces veégeétales non testées.
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