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INTRODUCTION



Introduction

Les moustiques ont toujours été considérés comme source de nuisance pour I’homme,
principalement en raison du fait qu’ils peuvent étre des vecteurs des agents pathogeénes
responsables des maladies. Les femelles en période de reproduction ont besoin de sang pour le
développement des ceufs et certaines espéces ont une préférence marquée pour le sang humain
(Aouinty et al., 2010).

Les Culicidae communément appelés moustiques comptent aujourd'hui plus de 3200
espéces et une quarantaine de genres répandus dans presque toutes les parties du monde
(Coutin, 1988). lls vivent aussi bien dans les milieux naturels que dans les milieux urbains
(Fondjeo et al., 1992). La famille des Culicidae se subdivise en trois sous familles dont les
Culicinae, les Anophelinae et les Toxorhynchitinae. Entre espéces, les différences sont d’une
part morphologiques et d’autre part biologiques : période d’activité (dans la saison ou le

nycthémere), hotes piqués (mammiferes, oiseaux, ou batraciens...) et gites de ponte.

Les adultes sont aériens ; les males se nourrissent de jus sucré, seules les femelles sont

hématophages (le sang constitue une source protéique pour la maturation des ceufs)

(Balenghien, 2006).

Le genre Culex : ce sont le moustique le plus fréquent avec 800 especes. Il se
développe sur tous les continents excepté I’ Antarctique et responsable de nombreuses

nuisances (Resseguier, 2011).

Ces moustiques sont dulgaquicoles, c’est-a-dire que les gites pré imaginaux sont en
eaux douces et saumatres : ce sont de petits gites naturels (fossés, mares, flaques d’eau) ou
artificiels (bassins, réservoirs, récipients, vieux pneus remplis d’eau de pluie, situés en général
a proximité des habitations). Les adultes sont dits casaniers, c¢’est-a-dire qu’ils s’éloignent peu
des gites larvaires. En moyenne, ils peuvent parcourir de 500 a 1000 métres, avec une vitesse
de vol de 500 a 800metres a I’heure (Moulinier, 2003).

L’impacte des moustiques sur la santé¢ publique humaine est considérable car en plus de
leur nuisance causée par la piqure, ils transmettent des agents pathogenes sources de maladies

vectorielles sérieuses (Pascal et al., 2001 ; Villeneuve et Desire., 1965).

Pour envisager une stratégie de lutte contre ces moustiques, nous devons dans un

premier temps pouvoir identifier les espéces mais aussi connaitre parfaitement, leur biologie.



La lutte anti-moustique par des insecticides chimiques est tres efficace sur les
moustiques mais présente plusieurs inconvénients. En effet, ils peuvent étre, en plus d’un effet
néfaste sur la vie aquatique, a l'origine de divers problémes environnementaux notamment

celui du phénomeéne de leur résistance aux insecticides (El-Akhale et al., 2014 ).

L’utilisation des produits naturels devient alors une perspective de recherche

intéressante.

Aussi, pour notre travail de recherche nous nous sommes focalisé sur une étude de
I’évaluation de I’activité larvicide des extrais aqueux des feuilles des plantes d’Eucalyptus, du

Laurier rose et leur synergie sur les larves de Culex pipiens.

Notre étude est structurée en quatre chapitres. Dans le premier chapitre on a parlé de la
bibliographie de I’espéce Culex pipiens .Le second retrace le matériel et les méthodes utilisé
pour la lutte contre les larves de ce moustiques. en utilisant un larvicides a base des plantes
(Eucalyptus : Eucalyptus globulus et le Laurier rose : Nerium oleander). Le troisiéme chapitre
c’est les résultats obtenus. Dans le dernier chapitre on a discuté ces résultats, et on a fini par

une conclusion générale.



CHAPITRE I
SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIOUE



Chapitre I : Synthese bibliographique
I.  Geénéralités et description du moustique Culex pipiens

Les adultes de Culex pipiens sont de taille varie entre 4 et 10mm, globalement brun
clair, avec des bandes antérieures claires sur les tergites abdominaux. Leur corps et leurs ailes
sont recouverts de poils, le bord postérieur des ailes est frangé d’écailles, les antennes (de 14

articles) sont plumeuses chez le male, verticillées (et de 15 articles) chez la femelle. (fig 1,2).

Les femelles possédent de longues pieces buccales en forme de trompe rigide de type

piqueur-suceur (anonyme a).

C’est un moustique extrémement commun dans l’ensemble des zones tempérées
d’Europe, d’Afrique, d’Asie, d’Amérique du Nord et du Sud, et de I’ Australie. Trés ubiquiste,
ses gites larvaires sont trés variés, souvent d’origine anthropique (vide sanitaire, petit bassin,

conteneur abandonné, fossé, riziére, marrai).

Culex pipiens montre une remarquable adaptabilité a des environnements tres différents,
qui se traduit par des variations biologiques importantes. A I’exception de celles des zones
urbaines, potentiellement actives toute 1’année, les femelles hibernent de mi-octobre a mi-

février, se réfugiant dans les grottes, granges, ou troncs creux (Moulinier, 2003).

Il existe diverses sous-especes qui ne peuvent étre déterminées qu’a partir de
I’observation des piéces génitales (Culex pipiens pipiens, culex pipiens molestus, etc.)

(anonyme a).

Sa femelle pique I'nomme ou d'autres espéces d'animaux a sang chaud pour faire le
repas de sang qui est nécessaire a la production de ses ceufs. Elle est dotée de biocapteurs lui
permettant de détecter la température (T°), le CO, et certaines odeurs, et ainsi repérer ses
proies. Elle semble également, dans certaines circonstances, attirée par la lumiére (anonyme

a).

Cette espéce est souvent appelée moustique ou maringouin tout court, ou bien

encore Cousin commun, Moustique domestique (anonyme a).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Sang
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_de_carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Odeur

Figure 1 : Culex pipiens adulte ou imago (Balenghien, 2006).
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Figure 2: les différentes parties de Culex pipiens adulte (Berchi, 2000).



1.1. Classification

Culex pipiens est un insecte diptére nématocére culicidé culiciné culicini :

- Diptére : ordre d’insectes caractérisé par une paire d’ailes bien développées,
holométaboles, c’est-a-dire dont la métamorphose est compléte. Les larves sont apodes et

segmentées (Ressequier, 2011).

- Nématocere : sous-ordre d’insectes diptéres ayant des antennes longues, filiformes et
constituées de plus de 6 articles. Les pieces buccales sont groupées en une trompe. Les males
sont suceurs de nectars et non parasites, les femelles sont hématophages. La nymphe est

mobile et possede un tégument mince (Resseguier, 2011).

- Culicide : famille de nématoceres avec un corps gréle et allongé, des pattes fines, une
trompe plus longue que la téte, des antennes constituées de 15 (maéles) ou 16 articles
(femelles), trés poilues chez le male. Les ailes sont longues, a apex arrondi, peu poilues mais
couvertes d’écailles fines. L’abdomen est constitué¢ de 10 segments et se termine en pointe

chez les femelles (Resseguier, 2011).

- Culiciné: sous- famille de culicidés possédant un abdomen recouvert d’écailles et des
glandes salivaires a trois lobes. Au repos, 1’abdomen est quasiment paralléle au support et
forme un angle avec 1’ensemble téte-thorax. La larve possede un siphon respiratoire situé sur
I’avant dernier segment abdominal, et est disposée obliquement par rapport a la surface de

I’eau.

- Culicini : tribu de la sous- famille des culicinés ayant une coloration brune claire, des

ailes non tachées, et des ceufs fusiformes (Resseguier, 2011).



Classification de Culex pipiens

Régne Animalia
Sous-regne 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)
Espéces Culex pipiens (Linné, 1758)

1.2. Biologie de Culex pipiens




1.2.1. Cycle biologique

Le cycle de développement des moustiques dure environ douze a vingt jours
(Carnevale et al., 2009) et comprend quatre stades: l'ceuf, la larve, la nymphe (pupe) et
l'adulte. Leur développement comme celui de tout insecte a métamorphose compléte
(holométabole) se déroule en deux phases a savoir (Yeed et al., 2004 ) :

+ la phase aquatique : regroupe I'ceuf, les quatre stades larvaires et la nymphe.

+ la phase aérienne concerne l'adulte ailé ou imago (fig.3).

B s

Adulte e Repas sanguin

Ponte X 5 dans la
vie d'une femelle

Emergence

-,

Oeufs X 150
par ponte

Nymphe \ 1 Larves dustade 13 4

Figure 3: Cycle biologique des Culicidae (anonyme).

des larves de 5 jours a 3 mois

¢ wm gttt

1.2.1.1. L’ ceuf

Quelques jours apres la fécondation, suivant les especes, les ceufs sont pondus par la
femelle dans différents milieux. La ponte est perpendiculairement a la surface de I’eau en
nacelle (amas groupés), et souvent de I'ordre de 100 a 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 associée . 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).



Figure 4 : (Eufs de Culex pipiens ( Resseguier, 2011).

1.2.1.2. Lalarve

Elle est disposée obliquement par rapport a la surface de 1’eau et se déplace par
mouvements saccadés (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 (anonyme a). (fig.5).



Figure 5 : larve de Culex pipiens (Balenghien, 2006).

1.2.1.3.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 I’eau au moindre mouvement pergu Culex pipiens pipiens reste sous cette forme
pendant 2 a 4 jours. A la fin de cette période, la nymphe donne un adulte, male ou femelle.
Cette étape a généralement lieu le matin (Resseguier, 2011). (fig 6).



(Eil de

I'imago
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Figure 6 : Nymphe de Culex pipiens (Balenghien, 2006 ;Resseguier, 2011).

1.2.1.4. L’adulte

Le male se nourrit exclusivement de suc et de nectar extrait de plantes, et meurt apres 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’¢loignent peu des gites larvaires apres 1’éclosion

(Resseguier, 2011). (fig 7).

Figure 7 : Male de Culex pipiens aprés émergence (Balenghien, 2006).

L’accouplement se produit dans les 48 heures suivant I’émergence des femelles et avant
le premier repas sanguin. La femelle s’accouple en général une seule fois au cours du vol,
dans un large espace : c’est une espece dite eurygam (Moulinier , 2003). Le male est attiré
par les fréguences sonores ainsi que par des phéromones émises par la femelle. Aprés
I’accouplement, la femelle part a la recherche d’un hdte pour se nourrir de sang nécessaire a la

maturation des ovules. La ponte a lieu environ 5 jours apres le dernier repas. Culex pipiens



pipiens est de plus une espece autogene, ¢’est-a-dire que la femelle est capable de pondre des

ceufs sans repas sanguin préalable.

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 :
c’est la diapause. Elles sont capables de survivre grace aux réserves lipidiques accumulées a
partir des sucs végétaux. Elles sortiront et recommenceront leurs repas sanguins a partir du

printemps (Resseguier, 2011).



1.2.2. Etude des larves

1.2.2.1. Description des larves

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 1’ceil 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 abdomen (Resseguier,
2011) :
<> La téte est pourvue d’une paire des mandibules a pointes aigues
continuellement en activité, et d’organes sensoriels : antennes, soies, palpes.
X2 Le thorax de forme trapue, est dépourvu d’appendices.

X 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. Lorsque la larve va respirer, elle remonte vers la surface et, la téte en bas,
fait affleurer son siphon. Elle replonge ensuite aprés avoir fermé 1’extrémité du siphon
qui possede cinq valves. L’abdomen se termine par des lames aplaties ou se ramifier
des vaisseaux sanguins et des trachées ; ces organes jouent le réle des branchées et
permettent une respiration aquatique partielle. Une touffe de langues soies forme un

appareil natatoire.

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

mues et représenter donc quatre stades larvaires. (fig 8).

Téte Thorax Abdomen

Tergites abdominaux

Figure 8 : les différentes parties de corps de larve de Culex (Berchi, 2000).



1.2.2.2. La biologie larvaire

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

— La durée de vie larvaire est variable selon les especes et les conditions de température.

— Les larves (et les nymphes) vivent dans I’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 polluées ne sont pas un obstacle au développement des larves .1l semble
méme, d’aprés une observation récente, qu’il existe une corrélation positive entre le taux de

pollution et I’agressivité de Culex pipiens (Coutin, 1988).

— Les gites larvaires sont trés variés ; des culex peuvent se développer dans :
- les eaux douces, les saumatres, les mares, les berges, et les ruisseaux encombrées des

vegétations. (fig 9).

-fosse d’aisances, vide sanitaire, caves inondées, bouches d’égout. (fig 10).

-puits, bassins, station d’épuration (Coutin, 1988).

1.2.2.3. Facteurs de développement
Différents facteurs vont influer sur le degré d’humidité, et ainsi jouer un rdle 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 controler
(Ripert, 2007 ; Subra et Hebrard, 1975). (Fig 9).

- Les facteurs artificiels : les systémes d’irrigation par gravité tels que les rizieres, les
zones d’¢élevage piscicoles et d’aquaculture, les stations d’épuration, les barrages, les lacs
artificiels. Ces facteurs sont plus facilement contrdlables car créés par I’homme (Ripert,
2007 ; Subra et Hebrard, 1975). (Fig 10).

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

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



Figure 10: Un gite larvaire artificiel (anonyme).

2. Aspect nuisance et role vectorielle de Culex pipiens
Les insectes Culicidae sont probablement les mieux connus et les plus redoutées tant
par les parasites qu’ils peuvent inoculer pendant leur repas de sang, que par le désagrément et

nuisance que constitue leur présence.

La capacité de Culex pipiens a s’adapter a tous les biotopes (Hassaine, 2002 ; Faraj et
al., 2006) lui permet d’étre vecteur de plusieurs agents pathogénes responsables de maladies
infectieuses parfois mortelles (Guyatt et al., 1999 ; Aouinty et al.,2006 ; Kosone et al.,2008 ).
La femelle, seule hématophage, a besoin en période de reproduction d’un repas de sang pour

la maturation des ceufs, c’est de cette facon que les agents pathogenes sont transmis (Aouinty
et al., 2006).

Selon Savage et Miller (1995), Culex pipiens est I’'un des principaux vecteurs de

I’encéphalite de Saint-louis aux Etas-unis, il a été considéré aussi comme le principal vecteur



du virus West-Nile en Romanie (Savage et al.,1999), en Israél (Samina et al.,1986), aux Etas
unis (Plamisano et al., 2005), en Bulgarie et en république tcheque (Hubalek & Halouzka,
2002). Le Maroc a été touché en 1996 (Harrack et al., 1997) et en 2003 (Schuffenecker et
al.,2005). Cette espéce intervient dans 1’amplification du cycle de transmission du virus aux
oiseaux (Tardif et al., 2003). Elle a également un role vecteur d’autres agents pathogenes
responsables de la malaria, la fiévre jaune, la dengue, la filariose (Hamon et Mouchet, 1967)
et de certaines encéphalites (EL Kady et al., 2008). Elle a également un role vecteur d’autres
agents pathogenes responsables de la malaria, la fiévre jaune, la dengue, la filariose (Hamon
et Mouchet ,1967) et de certaines encéphalites (EL Kady et al., 2008).

En Algérie, le virus West Nile a provoqué une épidémie importante dans la région de
Timimoune en 1994, des cas isolés d’encéphalites chez I’homme avec des cas mortels sont

rapportés par Le Guenno et al. (1996) et Zientara et al. (2001).

En Algérie, Culex pipiens est le moustique qui présente le plus grand intérét en raison
de son abondance et sa véritable nuisance qu'elle constitue dans les zones urbaines (Berchi et
al., 2012). De plus, cette espece est soupgonnée d'étre impliqué dans le Nil occidental et
Fievre de la Vallée de transmission de virus du Rift, selon ce contexte, nous définissons
I'importance de Culex pipiens en tant que vecteur des deux virus dans la région du Maghreb
(Amraoui et al., 2012).



Pour lutter contre ce fléau, des quantités considérables d'insecticides chimiques ont été
utilisées dans le monde entier (OMS c, 1974). Malheureusement, le moustique, vecteur
principal de la transmission de ces pathogénes ont développé une résistance contre les
insecticides les plus couramment utilisés dans les différents programmes, tels que les
composés organophosphorés ou les pyréthrinoides (Yébakima, 1991 ; Rosine, 1999 ;
Brengues et al., 2003). Ces moyens de contrdle vectoriel ont des effets néfastes sur les
humains, les animaux et I'environnement en raison de leur accumulation dans I'environnement
(Chandre et al., 1999 ; Darriet et al.,1984). La diversification des approches de gestion
intégrée des ravageurs est nécessaire pour une meilleure protection de I'environnement. Parmi
les stratégies alternatives, l'utilisation de plantes, allélochimiques insecticides semble
prometteuse. Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles, sont parmi les plantes les
plus efficaces (Regnault-roger, 1997). Cette méthode est slre, sélectif et biodégradable.

3. La lutte contre le culex pipiens :

Depuis de longues années des recherches sont menées pour essayer une stratégie pour

lutter contre ces moustiques quelles soient chimiques, biologiques, génétiques ou physiques.

Dans les campagnes de lutte anti-moustique, les matieres actives des insecticides
chimiques utilisés appartiennent a plusieurs familles. Les organochlorés sont les plus anciens
et les plus persistants comme le DDT. Nous avons également les organophosphorés, les
pyréthrinoides, les carbamates, les benzyolurées, les phénylpyrazoles  (fipronil), Les

oxadiazines utilisés comme insecticides (indoxacarbe) (Muriel, 2005 ; OMS b,1988).

Les insecticides organophosphorés et les carbamates inhibent ’acétylcholinestérase
(AChE), enzyme responsable de I’hydrolyse de 1’acétylcholine le neurotransmetteur
excitateur le plus répondu chez I’insecte. Si cette hydrolyse n’a pas lieu, ’augmentation de la
concentration en acétylcholine induit une hyperactivité aboutissant a la mort de I’insecte
(Vincent et Fabrice, 2009 ; Aly, 2014).

D’apres, Zaim et ses collaborateurs en 2002, les moustiquaires imprégnées
d’insecticides sont recommandées pour lutter contre les insectes vecteurs. Parmi ces
insecticides, les pyréthrinoides sont les seuls insecticides recommandés par I’OMS (2006)
pour les imprégnations, compte tenu de leur rapidité d’action, de leur fort pouvoir répulsif et

irritant vis-a-vis des moustiques et de leur faible toxicité pour ’homme.



Toujours selon ’OMS, le malathion est I'un des insecticides a effet rémanent le plus
utilisés dans la lutte contre les moustiques, il bloque les réponses électrophysiologiques des
neurones sensoriels olfactifs aux odeurs attrayantes des insectes. Par ailleurs, le malathion
présente que peu de danger pour I’homme s’il est appliqué suivant les recommandations de
I’OMS. En aspersions intradomiciliaires, les doses recommandées sont de 2 g/m2 avec une
persistance d’action de 2 a 3 mois. Ces préparations, bien qu’elles se soient révélées tres
efficaces sur les moustiques culicidés, présentent plusieurs inconvénients (Guilbot, 1990 ). En
effet, elles peuvent étre a 1’origine de divers problémes environnementaux ; 1’accumulation
significative de matieres actives dans les écosystemes traités, aquatiques et terrestres est un
probléme de pollution. Par ailleurs, les substances actives des produits utilisés présentent un
large spectre d’action et n’épargnent pas les organismes non cibles (Lefort, 2010). A tous ces
inconvénients s’ajoute aussi un grand probléme de développement de résistance aux
insecticides chimiques, chez les insectes traités. (Guilbot, 1990 ; Koua et al., 1998 ; Myléne et
al., 2003; Robert & Chandre, 2009).

Les effets négatifs des insecticides chimiques sur les animaux et I’homme ont incité les

chercheurs a s’orienter vers des outils de remplacement (Lefort, 2010).

Selon Philogene (1991) ; Koua et al. (1998), la lutte biologiques ou I’utilisation de
substances naturelles et leurs dérivés est une alternative qui doit pouvoir servir de base pour la

mise au point de nouvelle méthode pour contréler les insectes nuisibles.

Aprés avoir beaucoup cru dans la technique dite des males stériles, la lutte biologique
s’oriente actuellement vers des «moustiques transgeniques » par des manipulations
génétiques. Le but étant d'insérer dans le patrimoine des insectes un gene dominant qui est
Iétal chez les femelles. Lorsque I'on lache des males porteurs de ce gene, ils n'ont pas de
descendance femelle, ce qui réduit la population de 1'espece. Pour I’instant, il faut considérer
cette méthode comme encore au stade de la recherche et non opérationnelle dans le contexte
habituel du terrain (Carnevale, 1995).

Les poissons larvivores Gambusia affinis ont été largement utilisés en Inde, notamment
en zone rizicole, contre les anophéles procurant une réduction de  88% de la population
larvaire. En raison de 5 poissons/m*, G. affinis a aussi permis une réduction significative des
larves et des nymphes d’anoph¢les des riziéres pendant 42 jours (Prasad et al. 1993 ; Lefort,
2010).



Il y a aussi le spinosad qui est un larvicide d’origine biologique composé d’un mélange
de deux métabolites (spinosynes A et D) synthétisés par la bactérie Saccharopolyspora
spinosa, du groupe des actinomyceétes. Le mode d’action du spinosad est unique car il agit a la

fois sur les récepteurs GABA et nicotiniques.

Le spinosad posséde une tres faible toxicité pour les mammifére, 1’environnement et la

faune non cible (Miles et Dutton., 2000).

La bactérie Bacillus thuringiensis sérotype HI14, lorsqu’elle sporule produit une
endotoxine mortelle pour les larves des moustiques, elle est active par ingestion, mais sans
danger pour les autres dipteres et la faune non cible dont les sujets humains. Les enzymes
digestives de la larve Culex pipiens dégradent le cristal de la spore libérant la molécule active
et la larve meurt en quelques heures, méme si elle est résistante aux insecticides classiques.
Drailleurs, le Bacillus thuringiensis H14 est souvent utilisé en rotation avec un ou plusieurs
autres insecticides lorsqu’il y a résistance. (Fillinger et al., 2003 ; Lefort, 2010 ; Ramathilaga
et al,2012).

A coté de la lutte par des micro-organismes, les plantes (les extraits aqueux, les poudres
et les huiles essentielles (he)) contiennent parfois des molécules ayant des propriétés
insecticides. Selon Fournier (2003) I’insecticide connus depuis des siccles est le pyrethre,

poudre obtenue a partir de Chrysanthenum roseum et Chrysanthenum cinerariae -folium.

De nombreux travaux ont été menés a partir d’extraits végétaux. C’est notamment le cas
de Koua en 1994, qui a montré ’activité larvicide de 1’extrait aqueux de feuilles de Persea

americana sur les larves d’Anopheles gambiae.

En 2003, Ould EI Hadj et son équipe ont montré la toxicité des extraits de Melia
azedarach. (Meliaceae), d’Azadirachta indica. (Meliaceae) et d’Eucalyptus globulus.
5éme

(Myrtaceae) vis-a-vis des larves du stade et des adultes de S. gregaria avec 100 % de

mortalité sauf pour les individus traités a I’Eucalyptus qui meurent quelques jours plus tard.
5éme

Les larves du stade s'averent étre plus sensibles que les imagos a ces extraits.

D’autre travaux faites sur le Neem (Azadirachta indica) ; ¢’est un arbre de la famille des
méliacées, ses grains, une fois broyées, produisent une huile, utilisée depuis des siecles par les
indiens. L’huile du neem est un insecticide naturel et semble aussi efficace contre les
chenilles, les araignées rouges, les pucerons et les cochenilles. L’huile de neem semble
également avoir des propriétés antifongiques (Bélanger et Musabyimana ., 2005 ; Benhamou
et Martinez., 2006 ; Seye et al., 2006).



Une étude similaire a été réalisée par Erler et ses collaborateurs (2006), ou I’huile
essentielle extraite a partir du feuillage frais du Laurier Laurus nobilis a été examinée pour
son activité répulsive contre les femelles adultes de Culex pipiens, et qui a montré un

excellent résultat.

Une autre recherche de Kaushik et Saini (2008) consolidée par d’autres chercheurs ont
montré une activité larvicide des feuilles de Millingtonia hortensis qui agit d’une fagon rapide
sur les larves des moustiques. Cela interprété par des changements dans le comportement
géneral des larves, ces dernieres sont remarquées devenues inactives apres juste quelques

heures de traitement, ce qui a rendu cette plante un insecticide biologique naturel prometteur.

En Algérie, des essais ont été faits en 2009 par Kerris et son équipe sur le Laurier rose
(Nerium oleander ) ont révélé que le jus, la décoction de feuille et I’infusion de tige ont un
effet insecticide sur les chenilles de Lymantria dispar. Cependant, les autres extraits (la seve,

la macération a 1’éthanol, les flavonoides) peuvent avoir un effet insecticide plus au moins

faible.

Au méme temps, Alaoui Boukhris (2009) a testé les extraits aqueux des poudres
vegétales des plantes médicinales de sauge (Salvia officinalis), Marjolaine (Origanum
majorana) et Romarin (Rosmarinus officinalis) sur le Culex pipiens, ses résultats possedent

un effet larvicide significatif, avec taux de mortalité trés intéressant

Par ailleurs, d’autres études réalisées par Tchoumbougnang en 2009 sur les Culicidés
prouvent que le thym Thymus vulgaris possede aussi une activité insecticide contre les
anopheles et Aedes, ce qui explique la toxicité de cette plante, en raison de leur richesse en
molécules de terpenes. Il y a également le bois de cypres Tetraclinis articulata et des feuilles
du ricin commun Ricinus communis qui constituent des larvicides prometteurs pour la lutte

contre les moustiques (Aouinty et al, 2010).

Au méme période, le chercheur Lokesh R et son équipe (2010) signalent un effet de
combinaison de deux especes végétales, le Laurier rose Nerium oleander et le fenugrec
Trigonella foenum, qui ont testé sur les larves L3 et L4 du Culex pipiens, ses résultats

révélent une mortalité de 100% aprés 24" exposition.

Dans le but de trouver une solution alternative pour les produits chimiques, des travaux
ont été faits par Bertrand C (2010) sur quelques huiles essentielles des plantes aromatiques et
médicinales, qui ont une activité sur la bruche d’haricot en 1’occurrence une toxicité par

inhalation (Thymus vulgaris, Salvia officinalis, Ocimun basilicum), une inhibition de la



reproduction (Eucalyptus globulus, Salvia officinalis Apium graveolens) ; un effet répulsif
(citronnelle). Et sur d’autre espéces d’insecte, La lavande (Lavandula stoechas), l'origan
(Origanum glandulosum) et Cymbopogon (Cymbopogon giganteus ) manifestent des effets

toxiques et répulsifs vis-a-vis du puceron vert du pommier (Amirat et al., 2011).

En plus des travaux mentionnés au-dessus, des tests récents Zoughailech (2011) étaient
effectués sur I’impact des extraits de Thymus vulgaris L. et Mentha pulegium; a I’encontre des
larves de 3éme et 4eme stade larvaire ont donné des résultats sur la sensibilité de Culex
pipiens a ces deux plantes avec cependant une toxicité plus marquée de 1’extrait de Thymus

vulgaris.

Les résultats trouvés par Sayah en 2014 confirment D’activité larvicide des huiles
essentielles de Citrus aurantium , Citrus sinensis, Pistacia lentiscus aux doses létales DL50 et

DL90, qui ont éte testés sur les larves Culex pipiens.

Pour la méme espéce d’insecte, une expérience réalisé au Maroc par El-Akhal en 2014
sur deux huiles essentielles de Citrus sinensis et Citrus aurantium a montré que I’huile
essentielle de Citrus aurantium possede une activité larvicide intéressante contre Culex
pipiens par rapport a 1’huile essentielle de Citrus sinensis avec des CL50 et des CL90
respectivement égales a (139,48 ; 212,04 ppm) et (280,82 ; 516 ppm).

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour 1’application des huiles
essentielles et des extraits aqueux des poudres végétales dans la production des biocides pour

lutter contre le Culex pipiens et d’autres insectes.



CHAPITRE IT
Materiel et methodes



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

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 bioessais.

I1.1. Matériel animal

Les larves de Culex pipiens utilisées pour 1’élevage ont été collectées dans des gites non
traités représentés par un fossé situé¢ sur le campus de '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’cau lors du prélévement des larves. Les larves contenues dans les bacs sont ensuite
transvasées dans des bouteilles de 1,5 litre et transportées au laboratoire pour étre reversées
dans des bacs propres. A 1’aide d’une pipette compte goutes le contenu de chaque bac est
déplacé dans des nouveaux bacs contenants de 1’eau de source. Le trie se fait ensuite selon le
stade du développement (fig 11) et les bacs contenants les larves sont recouverts d’un
morceau de toile moustiquaire pour éviter des pontes éventuelles d’autres moustiques (Koua
kouakou, 2001). La nourriture des larves est composée d’une mixture composée de biscuits

(75%) et de levure sec (25%) réduits finement en farine et tamisés.

Nous avons procédé a des observations journaliéres jusqu’a 1’obtention des nymphes.
Ces derniéres sont placées dans des cages cubiques recouvertes d’un tulle avec une ouverture
fermée par un 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 (figl2). Des
pondoirs sont placés a ’intérieur des cages pour 1’incubation des ceufs en prenant le soin de

changer régulierement 1’eau tous les trois jours.



Figure 11 : Trie des différents stades de Culex pipiens. Figure 12 : Les cages utilisées pour
Iélevage. (photo originale).
(photo originale).



11.2. Matériel végétal

11.2.1. Eucalyptus globulus

C’est une espéce qui appartient a la famille des Myrtacées. Cet arbre originaire de
I’Australie habite les régions montagneuses sur un sol humide. Il est caractérisé par ses
feuilles bleus-gris au stade juvénile, se rejoignant a la base en formant un disque circulaire
autour du rameau. Les feuilles adultes lancéolées de 12 cm de long et de 2,5 cm de large.
L’écorce est grise et brune, et les fleurs blanches contenant de nombreuses étamines groupées.

Le fruit, petit, mesurant 5 mm de longueur. (fig 13).

Sur un plan médicinal, l'eucalyptus présente de nombreuses vertus. Expectorant,
antiseptique et astringent, anti- inflammations des voies respiratoires et digestives. Ses feuilles
constituent un bon reméde contre le rhume, la rhinite, la sinusite, la bronchite ou encore I'état

grippal et peut étre utilisé pour la désinfection de plaies.

Figure 13 : les feuilles de I’Eucalyptus (inconnu).

Classification

Regne Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espece Eucalyptus globulus

L'Hér., 1789




11.2.2. Laurier-rose
Le Laurier rose (Nerium oleander, Apocynacées) 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, vert mat. (fig 14).

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.
Figure 14 : les feuilles de Laurier rose (inconnu).
Classification
Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Gentianales
Famille Apocynaceae
Genre Nerium
Espéce Nerium oleander




11.3. Préparation des extraits aqueux

Les feuilles des deux plantes sont récoltées a I’aide de ciseaux pour se débarrasser des
tiges elles sont ensuite lavées avec 1’eau de source et séchées a I’air libre pendant 24h. A
I’issue de cette étape, les feuilles séchées sont placées dans une étuve pendant 92h a 40°C

puis broyées avec un moulin a café jusqu’a obtenir une poudre fine

Une quantité de 100 g de poudre de chaque plante est introduite dans une cartouche en
papier filtre que I’on place dans un appareil Soxhlet surmonté d’un réfrigérant. L’utilisation

de la vapeur de méthanol permet d’en extraire la maticre active.

La solution obtenue (méthanol et matiere active) est passée dans un Rotavap pour se
débarrasser du méthanol et obtenir la matiére active séche.

A partir de la matiére séche obtenue, Nous avons utilisé 04 concentrations: 0.5g/l, 2g/1,
5¢/1 et 8g/l.

Toutes les solutions (témoins et essais) ont été préparées avec de l'eau distillée. Les

bioessais ont été effectués dans des gobelets en plastiques.



Figure 15 : Image de Rotavap Figure 16 : Image de Soxhlet

(photo originale). (photo originale).

11.4. Réalisation des tests biologiques

La méthodologie de nos tests ainsi que les formules utilisées pour calculer le
pourcentage de mortalité est inspirée de la technique des tests de sensibilité normalisés par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS c).



Les larves testées sont celles du 3°™ et 4°™ stade et pour ce faire, elles sont
préalablement séparés des autres dans un bac contenant 1’cau distillée. Pour chaque
concentration nous avons utilisé¢ 4 gobelets (250ml) contenants 99ml de 1’eau de source et 1ml
des concentrations préparées dans lesquels 25 larves sont introduites. Pour chacune des
concentrations, un gobelet témoin est préparé. Le taux de mortalité dans les gobelets est
déterminé aprés 24h, 48h et 72h.



CHAPITRE 11T
Resultats



Chapitre 111 : Résultats
Selon les résultats obtenus, les deux plantes Eucalyptus globulus et Nerium oleander ont fait

I’objet d’insecticides naturels avec un effet remarquable sur les larves de Culex pipiens.

Dans le but de mieux appréhender la relation qui existe entre la mortalité, les doses utilisées et
le temps d’exposition de ces plantes et leur synergie, nous avons déterminé leur DLso et DLgs
(doses létales qui causent la mortalité de 50% ,95% des larves) et I’équation de la droite de

régressiony = ax +b.

I11.1. Etude de la toxicité des extraits aqueux de I’Eucalyptus globulus sur

les larves de Culex pipiens.

111.1.1. Effet larvicide de I’Eucalyptus globulus sur les larves Culex pipiens apres 24h
d’exposition

Nous avons effectué 4 répétitions contenants 25 larves chacune pour les 4 concentrations plus
un témoin. La mortalité observée dans les 4 répétitions aprés 24h est représentée dans le
tableau 1.

Les larves du 4°™ stade traitées présentent des taux de mortalité moyens pour la dose de 8g/l,

ce qui montre que I’Eucalyptus a un effet larvicide.

Tableau 1 : Mortalité cumulée des larves de Culex pipiens soumises a Eucalyptus globulus.

0.5g/I 29/l 5g/ 8g/l
R1 0 0 1 4

R2 0 1 1 2
R3 1 1 2 5
R4 0 0 1 5
TEMOIN 0 0 0 0
MOYENNE 0.25 0.5 1.25 4



la mortalité des larves en fonction de concentration d'extrait aqueux
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Figure 17 : Régression lineaire de la mortalité en fonction des concentrations de I’Eucalyptus

globulus au bout de 24h d’exposition.

L’analyse de la figure 17 met en évidence un effet relativement important pour la dose de 8g/1

de I’Eucalyptus globulus sur les larves de Culex pipiens.

111.1.2. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées a Eucalyptus

globulus pendant 24h

L’analyse de la variance des moyennes de mortalité des larves de Culex pipiens (tableau 2),
au bout de 24h montre des différences significatives entre les 4 doses de 1’extrait utilisé avec

une valeur de F égale & 16.7 (p<0.05).

Tableau 2 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens

exposées a I’extrait aqueux de /’Ecalyptus globulus au bout de 24h.

source SC ddl mMC F(3,12)ratio p
SSB 35,5 3 11,83
SSW(erreur) 8,5 12 0,70833333 16,7 p<0,05

SST 44 15



111.1.3. Effet larvicide de I’Eucalyptus globulus sur les larves Culex pipiens apres 48h

d’exposition

Nous avons prolongé le temps d’exposition a 48h et la mortalité observée dans les 4

répeétitions est illustrée dans le tableau 3.

Tableau 3 : Mortalité cumulée des larves de Culex pipiens exposes a Eucalyptus globulus
pendant 48h.

0.5g/I 29/l 5g/l 8g/l
R1 1 4 5 8
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Figure 18 : Régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations de /’Eucalyptus

globulus aprés 48h d’exposition.



L’analyse de la figure au dessus met en évidence un bon effet pour les doses, plus

particulierement la concentration de 8g/1, au bout de 48h d’exposition.

111.1.4. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées a Eucalyptus globulus
pendant 48h

L’analyse de la variance des moyennes de la mortalit¢ cumulée (tableau 4) des larves de
Culex pipiens, montre des différences significatives entre les doses traitées, avec une valeur
de F=45.9.

Tableau 4 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens

exposées a I’extrait de /'Eucalyptus globulus apres 48h.

source SC ddl MC F(3,12)ratio p
SSB 94,75 3 31,58

SSW(erreur) 8,25 12 0,6875 45,93 p<0,05
SST 103 15

II1.1.5. Effet de ’extrait aqueux de I’Ecalyptus globulus sur les larves de Culex pipiens
exposées pendant 72h

Tableau 5 : Mortalité cumulée des larves de Culex pipiens exposés a Eucalyptus globulus
pendant 72h.

0.5g/1 29/l 5g/l 8g/l
R1 7 12 14 20

R2 7 12 12 20
R3 8 10 13 21
R4 6 12 12 22
TEMOIN 0 0 0 0
MOYENNE 7 115 12.75 20.75



On peut commenter le tableau en disant que I’Eucalyptus montre un effet trés fort sur les
larves de Culex pipiens, cet effet exprimé par le taux de mortalité de ces dernieres, qui atteint
21 larves au bout de 72h de contact qui possede une relation directe avec les doses utilisées.

Ceci est montré par une augmentation significative en augmentant la concentration utilisée.

la mortalité des larves en fonction de concentration
d'extraits aqueux d'Eucalyptus apres 72h
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Figure 19 : Régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations de /’Eucalyptus
globulus aprés 72h.

111.1.6. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées a Eucalyptus globulus
pendant 72h

L’analyse de la variance des moyennes de la mortalité cumulée (tableau 6) des larves de
Culex pipiens, montre des différences significatives entre les doses traitées avec une valeur de
F=149.9

Tableau 6 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens
exposées a I’extrait de /'Eucalyptus globulus apres 72h.



source SC ddl MC F(3,12)ratio p

SSB 393,5 3 131,16

SSW

(erreur) 10,5 12 0,875 149,9 p<0,05
SST 404 15

Selon les tableaux 4, 5 et les graphes 18, 19 le taux de mortalité représenté par les moyennes
du nombre de larves mortes varie selon les doses utilisées d’Eucalyptus globulus.et le temps

d’exposition.

On peut commenter les graphes en disant que 1’Eucalyptus montre un effet important sur les
larves de Culex pipiens. Cet effet est exprimé par le taux de mortalité des larves les quelles ,

possede une relation directe avec les doses utilisées.
111.1.7. Etude des parametres toxicologiques de I’Eucalyptus globulus

Les larves du 4éme stade de Culex pipiens exposées pendant 24h, 48h et 72h a I’extrait de

[’Eucalyptus globulus présentent des mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression apres une exposition de 24h est de la forme : Y= 0.485x-0.382 avec
un coefficient de détermination R?=0.882, sa DL est de 27.69/1 et une DLgs égale a 52.1g/I.
En ce qui concerne les résultats aprés 48h, la droite de régression qui les représente est de la
forme: Y= 0.793X+1.861 avec un coefficient de détermination R? égale & 0.883, une
DLsp=13.45¢g/l et une DLgs est de 27.69¢/I.

La droite de régression a tracé a partir des résultats obtenus apres 72h d’exposition est de la
forme : Y=4.25X+2.375 et le coefficient de détermination R? a une valeur de 0.918. Ces
valeurs obtenues montrent une assez bonne activité larvicide de cette plante vis-a-vis les
larves de Culex pipiens ; le R? est proche & 1 donc la probabilité que les équations fournies
refletent correctement la relation entre les données est bonne, comme est démontré dans le

tableau suivant (tableau 7).

Tableau 7 : Paramétres toxicologiques d’Eucalyptus globulus apres 3 jours successifs
d’exposition.



Durée Droite de régression

d’exposition

24h Y=0.485x-0.382 27.69/1 52.1g/l 0.485 0.882
48h Y=0.793X+1.861 13.45¢/I 27.699/1 0.793 0.883
72h Y=4.25X+2.375 3.57¢/l 10.39¢/I 4.25 0.918

I11.2. Etude de la toxicité des extraits aqueux du Nerium oleander sur les

larves de Culex pipiens.

111.2.1. effet larvicide de Nerium oleander sur Culex pipiens aprés 24h
Aprés avoir exposé des larves du stade 3 et 4 (25 larves) de I’espéce Culex pipiens aux
différentes concentrations (0.5g/1, 2g/1, 5g/1, 8g/l) d’extrait aqueux Nerium oleander pendant

24 h, 48h et 72h, avec 4 répetitions de chaque concentration (tableau8).

Tableau 8 : Mortalité observé des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition a 1’extrait
aqueux de Nerium oleander.

0,59/l 02g/I 05/l 08g/I
le 01 02 02 03

01 01 01 02
01 02 03 03
01 00 01 04
MOYENNE 01 1.25 2.25 3

Le tableau 8 ainsi que la figure 20 ci-dessous montrent une activité faible comparée avec celle
de I’Eucalyptus car en effet la mortalité moyenne pendant 24h pour la concentration la plus

élevée (8g/l) est de 3 larves.
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Figure 20 : Régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations de Nerium

oleander apres 24h.

111.2.2. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées au Nerium oleander
pendant 24h

L’analyse de la variance des moyennes de mortalité des larves de Culex pipiens (tableau 9),
au bout de 24h montre des différences significatives entre les 4 doses de 1’extrait utilisé avec

une valeur de F égale a 4.54 (p<0.05).

Tableau 9 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens
exposées a I’extrait aqueux du Nerium oleander au bout de 24h.

source SC ddl MC F(3,12)ratio p
SSB 9,03 3 3,01
SSW(erreur) 7,96 12 0,66333333 4,54 p<0,05

SST 17 15



111.2.3. Effet larvicide du Nerium oléander sur les larves Culex pipiens apres 48h

d’exposition

Nous avons prolongé le temps d’exposition a 48h et la mortalité observée dans les 4
répétitions est illustrée dans le tableau 10.

Tableau 10 : Mortalité cumulée des larves de Culex pipiens exposés au Nerium oleander
pendant 48h.

0,591 029/l 059/ 08g/l

G 15 i
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Figure 21 : régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations du Nerium

oleander apres 48h d’exposition

La figure 21 illustre ’impacte relativement important du Nerium oleander sur les larves du
4eme stade du moustique Culex pipiens au bout de 48h. Ce qui est démontré par la moyenne
de mortalité qui augmente a 9 larves pour la dose de 8g/I.

111.2.4. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées au Nerium olander
pendant 48h

L’analyse de la variance des moyennes de la mortalit¢ cumulée (tableau 11) montre des
différences significatives entres les résultats obtenus pour chaque concentration de 1’extrait du

Nerium oleander représentées par un F égale a 25.87 et p<0.05.



Tableau 11 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens
exposées a I’extrait du Nerium oleander apres 48h.

source SC ddl MC F(3,12)ratio p
SSB 92,18 3 30,72

SSW(erreur) 14,25 12 1,1875 25,87 p<0,05
SST 106,43 15

111.2.5. Effet larvicide de Nerium oléander sur Culex pipiens apres 72h

Pour mettre en évidence les effets larvicides de cette plante sur les larves de Culex pipiens
nous avons prolongé la durée d’exposition a 72h, et les taux de mortalité sont placés dans le

tableau 12.

Tableau 12 : Mortalité cumulée des larves de Culex pipiens exposées au Nerium oleander
pendant 72h.

0,59/ 02g/I 05/l 08g/I
R, 09 11 12 19

09 08 13 17
09 10 13 17
07 10 10 19

MOYENNE 8.5 9.75 12 18
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Figure 22 : Régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations du Nerium

oleander apres 72h d’exposition.

111.2.6. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées au Nerium oleander

pendant 72h

L’analyse de la variance des moyennes de la mortalité cumulée (tableau 13) montre des

différences significatives entres les résultats obtenus pour chaque concentration de 1’extrait du

Nerium oleander représentées par un F égale a 48.05 et p<0.05.

Tableau 13 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens

exposées a I’extrait du Nerium oleander apres 72h.

source SC ddl MC F(3,12)ratio p
SSB 213,25 3 71,08

SSW(erreur) 17,75 12 1,47916667 48,05 p<0,05
SST 231 15

111.2.7. Etude des parametres toxicologiques du Nerium oleander



Les larves du 4éme stade de Culex pipiens exposées pendant 24h, 48h et 72h a I’extrait de

Nerium oleander présentent des mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression apres une exposition de 24h est de la forme : Y=0.276X+0.802 avec
un coefficient de détermination R?=0.992, une DLs, de 41.79/1 et une DLgs egale a 83.85¢/I.
En ce qui concerne les résultats apres 48h, la droite de régression qui les représente est de la
forme : Y=2.125X+0.125 dont le R? égale & 0.979, sa DLs,=12.95g/l et la DLgs est de26.83

a/l.

La droite de régression qu’on a tracé a partir des résultats obtenus aprés 72h d’exposition est

de la forme : Y=3.075X+4.375 et R? a une valeur de 0.887.

Ces valeurs obtenues montrent une assez bonne activite larvicide de cette plante vis-a-vis les
larves de Culex pipiens, et le R? est proche & 1 donc la probabilité que les équations fournies
refletent correctement la relation entre les données est bonne, comme est démontré dans le
tableau suivant (tableau 14).

Tableau 14 : Parametres toxicologiques du Nerium oleander aprés 3 jours successifs
d’exposition.

Durée Droite de régression DLsg

d’exposition

24h Y=0.276X+0.802 41.79/1 83.85¢/1 0.276 0.992
48h Y=2.125X+0.125 12.95¢/I 26.83g/1 2.125 0.979
72h Y=3.075X+4.375 4.5¢/1 20.7g/1 3.075 0.887

I11.3. Etude de la toxicité des extraits aqueux de la synergie des deux
plantes (Eucalyptus globulus et Nerium oleander) sur les larves de Culex
pipiens.

111.3.1. effet larvicide de la synergie sur Culex pipiens apres 24h :

En suivant le méme protocole de la réalisation des testes biologiques des extraits des deux

4eme

plantes sur le stade larvaire de Culex pipiens, nous avons combiné les deux plantes en



synergie pour évaluer leur efficacité vis-a-vis les larves on la comparant avec leur activité

sépares. Les resultats sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Mortalité observé des larves de Culex pipiens apres 24h d’exposition a 1’extrait
aqueux de Nerium oleander et Eucalyptus globulus.

0,59/l 029/l 05g/! 089/l
Rl 01 02 03 03

00 01 02 04
01 01 04 05
02 02 03 05
01 15 03 4.25
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Figure 23 : Régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations de la synergie
des deux plantes aprés 24h.



La figure 23 nous illustre une efficacité relativement élevée par rapport a celle des chacune
des deux plantes avec 4 larves comme moyenne de mortalité apres 24h pour une dose de 8g/l

alors qu’elle est de 4g/1 pour I’Eucalyptus et seulement 3g/l pour le laurier rose.

111.3.2. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées a la synergie de
Nerium oleander et Eucalyptus globulus pendant 24h

L’analyse de la variance des moyennes de mortalité des larves de Culex pipiens (tableau 16),
au bout de 24h montre des différences significatives entre les 4 doses de I’extrait utilisé avec

une valeur de F égale a 13.54 (p<0.05).

Tableau 16 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens
exposées a I’extrait aqueux de la synergie au bout de 24h.

source SC ddl MC F(3,12)ratio p
SSB 26,25 3 8,75

SSW(erreur) 7,75 12 0,64583333 13,54 p<0,05
SST 34 15

111.3.3. Effet larvicide de la synergie de Nerium oleander et Eucalyptus globulus sur les

larves Culex pipiens aprés 48h d’exposition

Tableau 17 : Mortalité observe des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition a I’extrait
aqueux de Nerium oleander et Eucalyptus globulus.

0,59/l 02g/I 05/l 08g/I
Rl 02 04 04 04

02 03 03 04
01 03 07 08
03 02 04 07

MOYENNE 02 03 4.5 5.75
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Figure 24 : Régression lineaire de la mortalité en fonction des concentrations de la synergie

des deux plantes apres 48h.

111.3.4. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées a la synergie de

Nerium oleander et Eucalyptus globulus pendant 48h

L’analyse de la variance des moyennes de mortalité des larves de Culex pipiens (tableau 18),
au bout de 24h montre des différences significatives entre les 4 doses de 1’extrait utilisé avec

une valeur de F égale &4 5.07 (p<0.05).

Tableau 18 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens

exposées a I’extrait aqueux de la synergie au bout de 48h.

source SC ddl Y[ F(3,12)ratio p
SSB 32,68 3 10,89
SSW(erreur) 25,75 12 2,14583333 5,07 p<0,05

SST 58,43 15



111.3.5. Effet larvicide de la synergie de Nerium oleander et Eucalyptus globulus sur les

larves Culex pipiens aprés 72h d’exposition

Tableau 19 : Mortalité observé des larves de Culex pipiens apres 48h d’exposition a I’extrait

aqueux de Nerium oleander et Eucalyptus globulus.

0,591 029/l 059/ 08g/l
R, 05 12 12 15

®

06 09 13 15
05 08 14 16
5.5 10.25 12.75 15.75
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Figure 25 : Régression linéaire de la mortalité en fonction des concentrations de la synergie

des deux plantes aprés 72h.



111.3.6. Etude de la mortalité des larves de Culex pipiens exposées a la synergie de
Nerium oleander et Eucalyptus globulus pendant 72h

L’analyse de la variance des moyennes de mortalité des larves de Culex pipiens (tableau 20),
au bout de 24h montre des différences significatives entre les 4 doses de 1’extrait utilisé avec

une valeur de F égale a 46.9 (p<0.05).

Tableau 20 : Analyse de la variance des moyennes de la mortalité des larves de Culex pipiens

exposées a I’extrait aqueux de la synergie au bout de 72h.

source SC ddl MC F(3,12)ratio p
SSB 225,75 3 75,25

SSW(erreur) 19,25 12 1,60416667 46,9 p<0,05
SST 245 15

111.3.7. Etude des parameétres toxicologiques de la synergie du Nerium

oleander et Eucalyptus globulus
Les larves du 4éme stade de Culex pipiens exposées pendant 24h, 48h et 72h a I’extrait de la

synergie présentent des mortalités corrélées aux doses utilisées.

La droite de régression aprés une exposition de 24h est de la forme : Y=0.443X+0.718 avec
R?=0.997, sa DLs, est de 26.69¢/l et une DLgs égale a 52.31g/l. en ce qui concerne les
résultats apres 48h, la droite de régression qui les représente est de la forme:
Y=1.275X+0.625 dont le R? égale & 0.994, sa DLsy=21.29/l et la DLgs est de 43.7g/I.

La droite de régression qu’on a tracé a partir des résultats obtenus aprés 72h d’exposition est

de la forme : Y=3.325X+2.750 et R? & une valeur de 0.979.

Ces valeurs obtenues montrent une assez bonne activité larvicide des deux plantes combinées
mais pas tres différente de celle de chacune séparément vis-a-vis les larves de Culex pipiens,
le R? est proche & 1 donc la probabilité que les équations fournies reflétent correctement que
la relation entre les données est bonne, comme est démontré dans le tableau suivant (tableau
21).



Tableau 21 : Paramétres toxicologiques de la synergie de Nerium oleander et Eucalyptus

globulus aprés 3 jours successifs d’exposition.

Durée Droite de régression DLsg

d’exposition

24h y=0.443x+0.718 26.699/I 52.31¢g/l 0.443 0.997
48h y=1.275x0.625 21.2g/1 43.7g/l 1.275 0.994
72h y=3.325x+2.750 5.02g/1 14.01g/1 3.325 0.979




CHAPITRETYV
Discussion



Chapitre I V : La discussion
Les plantes dans leur intégralité (feuilles, fruits, fleurs, racines et I'écorce) contiennent
un complexe de produits chimiques qui s’appelle un principe actif, pouvant avoir une

propriété anti virale, anti bactérienne ou anti fongique (Tennyson et al., 2012).

De nombreux travaux ont eté réalisés sur ce sujet en utilisant les mémes espéces de
plantes et d’insectes, citons Alaoui en 2009, Tennysonl et ses collaborateurs en 2012, Raveen
et son equipe en 2014, qui ont montré une bonne activité larvicide des extraits aqueux a partir
de plantes qui peuvent agir comme toxiques, inhibiteurs de croissance et de reproduction ou

répulsifs.

Les feuilles de laurier rose et I’Eucalyptus possedent une richesse importante de
diverses substances actives comme [’eucalyptol, les hydrates de carbone, le cholestérol, des
protéines, des acides aminés, des alcaloides, des flavonoides, tanins, des saponines, des
glycosides cardiaques et des terpénoides (EI banna, 2006 ; Alaoui, 2009 ; Nait, 2012 ; EI-
Sayed et EI-Bassiony, 2014).

Nos résultats, ont montré que 1’extrait aqueux de I’Eucalyptus présente une activité
larvicide plus efficace que celle du laurier rose vis-a-vis les larves du 4°™ stade du moustique
Culex pipiens avec des valeurs de DLsp (26,519/1, 41.79g/1) respectivement dont la moyenne de
mortalité est de 4 larves exposées a une concentration de 8g/l de I’extrait de 1’Eucalyptus

apres 24h d’exposition, et seulement de 2 larves pour le Laurier rose.

On a aussi remarqué une relation directe entre le taux de mortalité des larves et la dose a
la quelle elles ont été exposées ce que El banna (2006) a confirmé dans ses études. Cette
derniere a aussi trouvé une relation directe entre la mortalité et le temps d’exposition ou la
mortalité augmente de la premiere heure jusqu’a la derniere. Ce qui confirme nos résultats,
dont la moyenne de mortalité augmente de 4 larves aprés 24h jusqu’a 20 larves dans les 48h

qui suivantes.

L’efficacité de I’Eucalyptus a été démontrée également par EL Banna en 2006, qui a
¢tudié D’activité larvicide des extraits des feuilles et des graines sur les larves de Culex
pipiens. Les résultats enregistrés au bout de 14h ont prouvé que les graines demeurent plus
efficaces que les feuilles avec une mortalité de 100% pour une concentration de 1000ppm,

pendant que la mortalité causée par 1’extrait des feuilles est de 80% seulement.

Dans le méme contexte Maciel en 2010 avec son équipe voulait tester les effets de trois
especes d’Eucalyptus : E. staigeriana, E. globulus et E. citrioda sur Lutzomyia longipalpis



(ceufs, larves et adultes). Ils ont observé que les ceufs sont les plus résistants. Deux hypothéeses
ont eété mises en évidence : la premiére est que la neurotoxicité ne commence qu’apres le
développement du systéme nerveux de 1’embryon ; la deuxiéme c’est la faible perméabilité
des ceufs. Les résultats obtenus sur les larves ont montré que Eucalyptus staigeriana est plus
efficace, suivie par E. globulus et E. citrioda. La méme constatation pour les adultes avec une

mortalité de 99,62% exposés a une concentration de 5Smg/ml.

En 2008 Batish et ses collaborateurs ont réalisé une étude dont le but était de démontrer
I’activité insecticide de 1’Eucalyptus sur les ceufs de Tribolium confusum, la mortalité était
remarquable. Dans le méme article I’auteur a mentionné 1’activité antimicrobienne que
possede Eucalyptus camaldulensis sur plusieurs bactéries comme Penicillium digitatum,

collelotrichum graminicola, Phoma sarghina.

Samuel Tennyson et son équipe (2012) ont testé un extrait aqueux a base d’Eucalyptus
sur les larves de I’espéce Aedes aegypti. Ils ont observé un effet toxique vis-a-vis le 3°™ et

4°™ stade larvaires avec une DLs, mesurée de 106.21ppm et DLgp =198.76ppm.

Une étude faite par Sukontason et ses collaborateurs (2007) a montré une efficacité
remarquable de I’Eucalyptus sur les adultes et les larves de deux especes de mouches : Musca
domestica et Chrysomia megacephala. M. domestica a montré une susceptibilité plus
significative que C. megacephala et signalent également une différence de susceptibilité entre

les males et les femelles des deux especes. Cette différence a été conclue des DLsg.

Par ailleurs, la toxicité de I'extrait du laurier rose a été etudiée sur des larves au stade 4
de Culex pipiens dans les travaux de Aouinty et al. (2006). Ces auteurs rapportent que les
essais ont démontré une activité larvicide avec une CLso de 3130 mg/l. Alaoui (2009) trouve
une bonne efficacité¢ de 1’extrait aqueux de cette plante avec une mortalité conséquente des
larves exposées a une concentration de 9g/lI pendant 24h. Quant a Raveen al. (2014), leurs
travaux corroborent nos résultats sur le laurier rose autrement dit, 16% de mortalité a 8g/l de

concentration apres 24h d’exposition.

Concernant les résultats de la synergie obtenus apres 1’exposition des larves a 1’extrait
aqueux des deux plantes combinées montrent une activité marquée mais moins efficace que
celle des deux plantes testées séparément. En effet, le taux de mortalité des larves de Culex
pipiens aprés 72h est de 15 larves alors qu’elle est de 20 et 18 larves pour les larves exposées
aux extraits de I’Eucalyptus et le Laurier rose respectivement. Les études sur les effets

probables d’une synergie de deux plantes a déja été envisagée. C’est le cas de Lokesh, et al.



(2010), qui ont mis en synergie le Laurier rose (Nerium oleander) et le fenugrec (Trigonella
foenum). Les résultats obtenus pour une concentration a 3% permet d’obtenir un taux de

mortalité de 100% et ce & 24h seulement d’exposition.

Nos résultats ne sont que préliminaires et viennent s’ajouter a d’autres travaux et dont
I’objectif est de trouver une alternative biologique de lutte. Citons ceux de Aouinty et al.
(2009) sur I’activité des extraits aqueux des plantes : Ammi visnage (Ammi visnaga), Cypres
(Tetraclinis articulata), Le ricin (Ricinus communis) et L'inule visqueuse (Inula viscosa) vis-
a-vis quatre especes de culicidés : Culex pipiens, Aedes caspius, Culiseta longiareolata et
Anopheles maculipennis. Les résultats ont révéles un excellent effet larvicide avec 100% de

mortalité.

Koua et ces collaborateurs en 1998 ont exposé des larves de Anopheles gambiae a
I’extrait aqueux de L'avocatier (Persea americana). A I’issue des tests, les larves ont présenté
une lésion importante au niveau de leur intestin moyen. lls ont démontré également que les
feuilles agissent sur les cellules gastriques, avec une hypertrophie cellulaire observée apres 1h

d’exposition.

Notre recherche ainsi que les recherches précédemment mentionnés ont besoin d’une

suite pour pouvoir isoler les composants responsables de 1’activité larvicide.



CONCLUSION



Conclusion et Perspectives

Les extraits aqueux de I’Eucalyptus (Eucalyptus globulus), de Laurier rose (Nerium

oleander) et leur synergie agissent sur la dynamique de la population Culex pipiens.

Les résultats obtenus bien que préliminaires, témoignent une bonne activité insecticide
des deux plantes, qui ouvrent des perspectives intéressantes pour l’application d’extraits

aqueux des poudres végétales dans la production des biocides.

Ces extraits peuvent étre envisagés a l'avenir comme une stratégie de lutte intégree
contre les insectes nuisibles. En effet, les extraits utilisés pour nos tests sont des extraits
totaux contenant plusieurs molécules qui ne concourent slrement pas toutes a l'action
larvicide recherchée. Nous pensons que des fractionnements de ces extraits totaux nous
préciseront mieux la nature des molécules actives et amélioreront les valeurs des

concentrations létales. Ce qui sera aussi, une perspective intéressante a notre recherche.

En raison des inconvénients liés a I’application des insecticides chimiques et leur impact
nocif sur la santé et I’environnement, le recours a des alternatifs naturels présentent au vu de
nos résultats et ceux de nombreux auteurs, des avantages écologiques et économiques est

intéressant.
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Annexe
La lutte intégrée

Selon la FAO la lutte intégree est definie comme étant la « conception de la protection
des cultures dont I'application fait intervenir un ensemble de méthodes satisfaisant les
exigences a la fois écologiques, économiques et toxicologiques en réservant la priorité a la
mise en ceuvre délibérée des éléments naturels de limitation et en respectant les seuils de
tolérance ».

En Europe, la lutte intégrée est définie par la directive communautaire 91/414/CEE du
15 juillet 1991, comme suit :« L'application rationnelle d'une combinaison de mesures
biologiques, biotechnologiques, chimiques, physiques, culturales ou intéressant la sélection
des végétaux dans laquelle I'emploi de produits chimiques phytopharmaceutiques est limité au
strict nécessaire pour maintenir la présence des organismes nuisibles en dessous de seuil a
partir duquel apparaissent des dommages ou une perte économigquement inacceptables. »

Acétylcholinestérase

En biochimie, les cholinestérases sont une famille d'enzymes qui catalysent I'nydrolyse
du neurotransmetteur acétylcholine en choline et acide acétique, une réaction nécessaire pour
permettre & un neurone cholinergique de revenir a son état de repos apres l'activation.

Régression linaire

But : établir un lien entre une variable dépendante Y et unevariable indépendante X
pour pouvoir ensuite faire des prévisions sur Y lorsque X est mesurée.

Interprétation du coefficient de corrélation

On peut montrer que =1 <r<1.1Sir=-1our=1 alors il y a corrélation parfaite entre
X etY et les points (Xi, Yi) sont tous sur la droite de réegression.

I Sir=0alors il n’y a pas de corrélation entre X et Y et les points (Xi, Y1) sont
disperses au hasard.

I Si0<r<1alorsil ya correlation positive faible, moyenne ou forte entre X et Y .
Dans ce cas, une augmentation de X entraine une augmentation de Y .

ISi—1<r<0alors il y a corr’elation n’egative faible, moyenne ou forte entre X et Y .
Dans ce cas, une augmentation de X entra’ine une diminution de Y



Tableau de la loi de Fisher-Snedecor, o = 5%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 161.4476 18.5128 10.1280 7.7086 6.6079 5.9874 55914 5.3177 5.1174 4.9646
2 199.5000 19.0000 9.5521 6.9443 5.7861 5.1433 4.7374 4.4590 4.2565 4.1028
3 215.707319.1643 9.2766 6.5914 5.4095 4.7571 4.3468 4.0662 3.8625 3.7083
4 2245832 19.2468 9.1172 6.3882 5.1922 4.5337 4.1203 3.8379 3.6331 3.4780
5 230.1619 19.2964 9.0135 6.2561 5.0503 4.3874 3.9715 3.6875 3.4817 3.3258
6 233.9860 19.3295 8.9406 6.1631 4.9503 4.2839 3.8660 3.5806 3.3738 3.2172
7 236.7684 19.3532 8.8867 6.0942 4.8759 4.2067 3.7870 3.5005 3.2927 3.1355
8 238.8827 19.3710 8.8452 6.0410 4.8183 4.1468 3.7257 3.4381 3.2296 3.0717
9 240.5433 19.3848 8.8123 5.9988 4.7725 4.0990 3.6767 3.3881 3.1789 3.0204
10 241.8817 19.3959 8.7855 5.9644 4.7351 4.0600 3.6365 3.3472 3.1373 2.9782

11 242.9835 19.4050 8.7633 5.9358 4.7040 4.0274 3.6030 3.3130 3.1025 2.9430

12 243.9060 19.4125 8. 7446 5.9117 4.6777 3.9999 3.5747 3.2839 3.0729 2.9130

13 244.6898 19.4189 8.7287 5.8911 4.6552 3.9764 3.5503 3.2590 3.0475 2.8872
14 245.3640 19.4244 8.7149 5.8733 4.6358 3.9559 3.5292 3.2374 3.0255 2.8647

15 245.9499 19.4291 8.7029 5.8578 4.6188 3.9381 3.5107 3.2184 3.0061 2.8450



Absract

Culicidae are probably the best known and most feared insects, Due to their
inconvenience and nuisance. Moreover, they can vector diseases during their inoculate blood

meal such as dengue, filariasis, yellow fever and West Nile virus fever.

In order to fight this scourge, considerable amounts of synthetic chemical insecticides
have been used worldwide (WHO , 1975). The fight against harmful insects, including
mosquitoes, includes several methods, but biological control remains the safest, the most
selective and that which best biodegrades in the environment. The use of extracts of plant

powders such as insecticides is another way to prevent this epidemic.

The larvicidal effect of two plants: Eucalyptus: Eucalyptus globulus and Oleander:
Nerium oleander and their synergy were evaluated 3rd and 4th instar larvae of Culex pipiens
with concentration of 0.5 %, 2%, 5%, and 8 % and 25 larvae was introduced for each

repetition knowing that 4 repetitions were performed for each concentration.

After 72 hours of exposure, the results in laboratory conditions showed that both plants
have larvicidal interest on the larvae of Culex pipiens. Eucalyptus globulus was more toxic
than Nerium oleander, and synergy with an LCsg 3.57; 4.5 and 5.0 2 g / | respectively. And
LCos: 10.39; 20.7 and 14.01 g/ | respectively.

Therefore, as part of mosquito control, extracts of these plants can be used as natural

biocides.

Keywords: Culex pipiens, aqueous extract, larvicides, Eucalyptus, Oleander, synergy.
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Evaluation préliminaire de ’activité larvicide des extraits aqueux des
feuilles d’Eucalyptus et du Laurier rose ainsi que leur synergie sur les
larves de Culex pipiens (Linné, 1758) (Culicidae).

Résumé

Les Culicidae, sont sans doute les insectes les plus connus et les plus redoutés tant
pour le désagrément et nuisance que constitue leur présence, que par les maladies
vectorielles qu’ils peuvent inoculer pendant leur repas sanguin tel que la dengue, la filariose,

la fievre jaune, la fievre du virus du Nile Occidental.

Pour lutter contre ce fléau, des quantités considérables d’insecticides chimiques de
synthése ont été utilisé dans le monde (O.M.S., 1975). La lutte contre les insectes nuisibles,
dont les moustiques, comprend plusieurs méthodes, mais la lutte biologique reste la plus sure,
la plus sélective et celle qui se biodégrade le mieux dans 1’environnement, 1’utilisation des

extraits des poudres végétales comme insecticides, s’inscrit dans le méme contexte.

L’effet larvicide de deux plante :Eucalyptus : Eucalyptus globulus et Laurier rose : Nerium
oleander, ainsi que leur synergie et a été évalué sur les 3eme et 4eme stades larvaires de
Culex pipiens avec des concentration de 0.5%, 2%, 5%, et 8% et 25 larves ont été introduites
pour chaque répétition sachant que 4 répétitions ont été réalisées pour chaque concentration.

Apres 72h d’exposition, les résultats dans les conditions du laboratoire ont montré que
les deux plantes sont des larvicides intéressent vis-a-vis les larves des Culex pipiens.
L’Eucalyptus globulus été plus toxique que le: Nerium oleander, et la synergie avec une
CLsp 3.57 ; 4.5et 5.0 29/l respectivement. Et CLgs : 10.39 ; 20.7 et 14.01 ¢/l
respectivement.

Dans le cadre de lutte anti-moustique, les extraits de ces plantes peuvent étre utilisés

comme des biocides naturels.




Les mots clés : Culex pipiens, extrais aqueux, larvicides, Eucalyptus, Laurier rose, synergie.







